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Seznam zkratek:

APC — Adenomatous polyposis coli

CGCE™ — Cycling gradient capillary electrophoresis
DCC - Deleted in colorectal carcinoma

Demi H,0 — demineralizovana voda

DNA - Deoxyribonucleic acid

DPC4 — Deleted in pancreatic cancer

K,EDTA - Ethylén diamin tetra acetat draselny

Exo I — Exonuclease |

FAP — Familidrni adenomat6zni polypdza

FNAB - Fine needle aspiration biopsy

GAP - GTPase-activating protein

GDP - Guanosindifosfat

GEF - Guanine nucleotide exchange factor

GTP — Guanosintrifosfat

HNPCC - Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
[PVZ — Institut postgradualniho vzdélavani ve zdravotnictvi
KP — Karcinom pankreatu

K-RAS - Kirsten rat sarcoma

KR-CA — Kolorektalni karcinom

LOH - Loss of heterozygosity



MBCS - MegaBACE™ configuration selector
MBTG — MegaBACE™ cycling temperature gradient generator
MCR - Mutation cluster region

MMR - Mismatch repair

PanIN — Pankreaticka intraepitelialni neoplazie
PCR - Polymerase chain reaction

RNA - Ribonucleic acid

SAP — Shrimp alkaline phosphatase

SNP - Single-nucleotide polymorphism

STR — Short tandem repeat

TGF-B — Transforming growth factor beta

UV — Ultra violet

UVN - Ustiedni vojenska nemocnice



1 Uvod

Nédorova onemocnéni traviciho traktu predstavuji v diisledku rostouci incidence
a mortality zavazny spolecensky problém. Mezi nejzadvaznéjsi patti karcinom kolorekta
(tlustého stfeva a kone&niku) a karcinom pankreatu (slinivky biisni). Ceska republika
vykazuje neslavny primat v celosvétovych statistikadch incidence a mortality u obou
téchto onemocnéni. Kolorektalni karcinom je u nas druhym nejéast&j$im zhoubnym
nadorem u obou pohlavi a jeho incidence se v poslednich letech pohybuje na drovni
70/100 000 obyvatel. V ptipadé karcinomu pankreatu, ktery vykazuje 99% umrtnost

v prub&hu 1 roku, je sou€asnd incidence u nas na urovni 18/ 100 000 obyvatel.

Nejnovéjsi vyzkum a poznatky nasvédéuji tomu, Ze v obou piipadech se jedna
primarné o genetickd onemocnéni, neboli onemocnéni vznikajici na zéklad¢ prvotnich
poruch genetické informace. K jejich dalSimu rozvoji pak dochézi v dusledku
nékolikastupniového procesu charakterizovaného postupnou akumulaci naslednych
zmén v DNA u bunék pivodné zdravych tkani. Detailni vyzkum jednotlivych kroka
karcinogeneze a predev$im mechanizmi vedoucich k maligni transformaci v pifipadech
karcinomu kolorekta a pankreatu predstavuje hlavni smér a nadg€ji pro nalezeni

vhodnych néstrojt pro zpomaleni ¢i Gplnou lé€bu téchto zadvaznych onemocnéni.
Cile diplomové prace:

1. Optimalizace podminek extrakce DNA zcerstvych 1 archivovanych

klinickych vzorki vhodnych pro naslednou mutaéni analyzu.

2. Vysetteni vybranych typli somatickych poruch, zahrnujici bodové genové
mutace a alelické delece hlavnich genli ucastnicich se karcinogeneze

ze vzorkl nadorovych tkéni.

3. Srovnani vyskytu mutaci u danych nadori s jejich histopatologickym
obrazem (stupném dysplazie a diferenciace). Ové&feni vSeobecné
uvadénych modelt progrese kolorektalniho karcinomu (tzv. Vogelsteinova
modelu) a progrese karcinomu pankreatu (tzv. PanIN modelu)
vychazejicich z poruch specifickych onkogenti a tumor-supresorovych

genu.

4. Ovéfeni moznosti zvySeni citlivosti diagnostiky karcinomu pankreatu

pti kombinaci cytologického a molekularné-genetického testu.
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Vysledky prace budou mit vyznam pro diagnostiku ¢asnych (pre-malignich) forem
nadord, pro odhad maligniho potencidlu a prognézy vzniklych nadorti. Ve svém
disledku by meéla prispét ke zkvalitnéni diagnostiky a pozitivnimu ovlivnéni délky

preZziti pacientt.
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2 Prehled literatury

2.1 Molekulirni podstata vzniku nddori

Nadorova onemocnéni jsou primarné genetického pivodu. Vyznacuji se vyskytem
mutaci DNA (fj. zmén v nukleotidové sekvenci ¢i prostorovém uspofadani).
V nadorovych buiikdch se nachazeji rizné typy mutaci: genomové (postihuji pocet
chromozému v burice), chromozémové (meéni strukturu jednotlivych chromozému)
a genové (pozménuji jednotlivé geny), (NUSSBAUM et al 2004). Ke vzniku
zhoubného nadoru vede nahromadéni mutaci celé fady gend, udé€lujicich selektivni

rustovou vyhodu postiZené burice (obr. 2.1).

N, Vonuatace

neposkytuje
vyhodu
m mutace
vvhodna o
vhod "1 ; M zvetSupe
pro bunku Klonalni expunze /- ] L
rustovou vyhodu
(rustova vyhoda) .
> N
? X )
( y ;
NN mitace
LproheavayT
progresivii Klonalo bunch mend

expanze
m, M mutaci

Obr. 2.1 Mutace a klonalni expanze v nadorovych buitkach (BOLAND 2002)

Burika nese nahodnou mutaci (m), ktera ji poskytuje riistovou vyhodu nebo
vyhodu pieziti (napf. mutace zpusobujici trvalou aktivaci receptoru pro néktery
z ristovych faktortl). Z takové buriky tedy vznikne expandujici klon bun€k nesoucich
mutaci m. Pfipadna dal§i mutace (M) muze jesté dale zesilit vyhodu preziti postizené
buriky. Klon, nesouci mutace m a M, tedy bude proliferovat rychleji nez burky zdravé,
ptipadné buriky, které nesou mutace (x, y, z), neposkytujici ristovou vyhodu (napf.
mutace gend pro stavebni proteiny). Tato mutacemi m, M podminéna selektivni
podpora bun&éné proliferace nakonec umozni i jen jediné mutované burice vyvinout
se do nadorové tkané. Naopak mutace X, y, z zmizi v moment¢, kdy zanikne burika,
ve které prob¢hly. Tyto mutace zptisobi ztratu funkce ¢i odumfeni jedné burky, coz

z hlediska celého organismu nema vyznam (BOLAND 2002).
14



Za zhoubné bujeni jsou zodpovédné mutace rlznych druhii genii, napi. genu
kédujicich proteiny signaliza¢nich drah, regulatory bunééného cyklu, slozky cytoskeletu
zajidtujici kontaktni inhibici, proteiny ucastnici se programované bunétné smrti

(apoptdzy), proteiny odpovédné za detekci a opravu mutaci a dalsi.

Geny souvisejici s nadorovym bujenim obvykle délime do dvou skupin:
na onkogeny a tumor-supresorové geny. Onkogeny jsou mutované (,,aktivované®)
formy normalnich genii (protoonkogenti). Tyto mutace vedou k permanentni aktivaci
dané funkce, napf. ke stimulaci bunééného déleni a ristu, zvy$enému krevnimu
zasobeni nadoru nebo inhibici apoptozy. Onkogeny maji dominantni efekt. To znamena,
Ze pro ztratu kontroly nad délenim vedouci k maligni transformaci sta¢i jiz poskozeni

jedné alely.

Tumor-supresorové geny bud’ pfimo reguluji bunéény rist (,,gatekeepers*), napf.
jsou zapojeny do regulace bunééného cyklu nebo kontaktni inhibice ristu bunék nebo
jsou odpovédné za opravu poskozené DNA a udrzZeni integrity genomu (,,caretakers).
Narozdil od onkogenid, tumor-supresorové geny pfispivaji ke vzniku nadoru
prostfednictvim ztraty funkce pfislu$ného genu. Dédi¢né i sporadické zhoubné nadory
vznikaji v dusledku inaktivace obou kopii tumor-supresorového genu v buiice.
V ptipadé dédi¢nych zhoubnych nadort je dany jedinec heterozygotni pro zarodeénou
mutaci (vSechny jeho bunky maji jednu alelu inaktivovanou) a druha alela je
inaktivovana béhem jeho Zivota. U sporadickych zhoubnych nadort jsou obé alely
inaktivovany dvéma somatickymi udalostmi, k nimz do$lo v téZe buiice (obr. 2.2).
Inaktivace mizZe byt zplisobena genovou mutaci, ztratou alely nebo potlacenim exprese
v disledku nadmémé metylace DNA. Prilisnd metylace vede k uzaviené konfiguraci
chromatinu a ztrat¢ dostupnosti DNA pro transkripéni faktory. Zména genové funkce

v disledku metylace je stabiln¢ pfenasena béhem mitdzy, chova se tedy jako mutace.

U mnoha typt nadort v€etné kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu je
¢astym inaktivaénim mechanizmem tumor-supresorového genu tzv. alelickd delece.
Tato porucha je detekovatelna jako tzv. ztrata heterozygozity (loss of heterozygosity —
LOH). VysSetfovani ztrat heterozygozity je jednou z metod monitorovani vyvoje
nadorové proliferace (BUTZ et al. 2003). V souvislosti s inaktivaci tumor-
supresorovych genli nese nejCastéji jedna alela pfislu§ného genu mutaci a u druhé je

zjiSténa ztrata. Neni-li LOH patrnd, je druhou udalosti vedouci ke ztrat€ funce genu
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obvykle druhd somatickd mutace nebo transkripéni inaktivace nemutované alely

prostfednictvim metylace (NUSSBAUM et al. 2004).

Dedi¢né zhoubné nadory Somatické zhoubné nadory

N \

Ve viech bunkach VI bunce 2. alela Ve vsech buithdch VI bunce 1 alela V (é samé bunce

1 inaktivovand alela inaktivovina 2 tunkeéni alely inaktivovana 2. alcla
inaktivovina

Obr. 2.2 Ztrata funkce tumor supresoru (CALVERT a FRUCHT 2002)

2.2 Kolorektilni karcinom

Kolorektalni karcinom (KR-CA) je civiliza¢ni onemocnéni. Z dosavadnich studii
jednoznacné vyplyva vyssi vyskyt tohoto onemocnéni ve vyspélych statech (American
Cancer Society, 2003). V Ceské republice je kolorektalni karcinom druhym
nejcastéj$im zhoubnym nadorem u obou pohlavi a nejéastéj§im nadorem traviciho
traktu. V roce 2002 bylo v CR diagnostikovano 4863 ptipadi KR-CA u muzi, coz
vedlo k tomu, Ze kolorektalni karcinom piedstihl ve vyskytu bronchogenni karcinom,
ktery do té doby tradi¢n€ zaujimal prvni misto. V témzZe roce bylo diagnostikovano
3258 ptipadd u Zen a KR-CA tim zistal na druhém misté po karcinomu prsu. Posledni
data z roku 2003 ukazuji stabilizaci pii celkovém poctu 4568 diagnostikovanych muza
a 3306 zZen. Celkova incidence 77/100 000 tim zlstava stile jednou z nejvy$Sich
na svété¢ (Narodni Onkologicky Registr, 2003). Jedna se o onemocnéni stfedniho
a vy$§tho veéku, az 90 % KR-CA je diagnostikovano po padesatém roce Zivota
(HEROLD 2000). Hlavni pfi¢inou vysoké umrtnosti je skutecnost, Ze témét polovina

nadori je diagnostikovana v pokroc¢ilém stadiu.

Obecné rozliSujeme dvé zdkladni formy KR-CA, tzv. familiarni formu, ktera
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pfedstavuje cca 15-20 % piipadi a formu sporadickou, pfedstavujici az 80 %.
U familiarni formy lze prokazat Casty vyskyt u postiZenych rodin postihujici i nékolik
po sobé jdoucich generaci (CALVERT a FRUCHT 2002). U tfetiny téchto ptipadd l1ze
nasledné pfimo prokazat vyskyt nékteré z dédiéné ptenaSenych genovych mutaci, jako
jsou napiiklad vrozené mutace genu APC u osob postizenych tzv. familidrni
adenomat6zni polypézou (FAP) nebo vrozené mutace mutatorovych geni (MMR genes,
mismatch repair genes) zapfiCiniujici hereditdrni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
(HNPCC). Nespravna funkce téchto geni vede ke snadnému hromadéni chyb v noveé
vznikajicich kopiich DNA (MARRA a BOLAND 1995). Z hlediska celkového pohledu

na kolorektalni karcinom v$ak hlavni roli hraji pfedevsim sporadické formy.

2.2.1 Sporadicky kolorektalni karcinom

Sporadicky KR-CA vznikd na zakladé nahromadéni genetickych poruch
v puvodné zdravé tkani a jeji naslednou pfeménou v maligni tumor. Naprosta vétSina
sporadickych karcinoml vznika z benignich adenomovych polypt a jejich maligni
transformace je relativné pomaly proces, ktery probiha v rozmezi 8-10 let (obr. 2.3).
Hypotézu pfechodu nezhoubného adenomu (polyp) aZz po karcinom nejvyraznéji

dokladuji studie na bazi molekularné-genetické.

b)

Obr. 2.3 Riizn4 stadia karcinogeneze: a — adenom (polyp), b — invazivni karcinom (Ustfedni vojenska

nemochnice, Praha)

FEARON a VOGELSTEIN (1990b) prezentovali dikazy o mnohastupiiovém
modelu formace sporadického karcinomu. Tento model vyvoje KR-CA z adenomovych
polypi popisuje vyskyt somatickych mutaci u nékolika onkogenii a tumor-
supresorovych geni. Tento model také predpokladd postupnou akumulaci, kdy

k nékterym z mutaci dochdzi c¢asné a kjinym v pozdéjsi fazi transformace.
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Pravdépodobné nejprve dochazi ke genovym mutacim nebo delecim genu APC, dale
ziskda mutaci K-RAS, pak nasleduje delece ptipadné genova mutace genu DCC

a nakonec genu TP53. (obr. 2.4) (HEROLD 2000, BOLAND 2002).

@ DCC/18q geny GD
owunall | }

ormaini Casny Stredni Pozdni .
sttevni | — . g Y ——+ | Karcinom
epitel adenom adenom adenom

Obr. 2.4 Model vyvoje sporadického kolorektalniho karcinomu (BOLAND 2002)

2.3 Karcinom pankreatu

Karcinom pankreatu (KP), tj. karcinom slinivky, je po karcinomu traéniku
a zaludku tfeti nejéast&j$i tumor gastrointestinalniho traktu v CR. Vyskytuje se &astéji
umuzd nez u Zen, vrchol vyskytu je mezi padesatym a Sedesatym rokem véku. Toto
onemocnéni vykazuje 99% mortalitu, primérnd doba pfeziti od stanoveni diagnozy
se udava 3—6 mésicli a pravdépodobnost pétiletého preziti je pouze 0,4-2,0 %. V Ceské
republice je dle poslednich dostupnych udaji incidence jiZz na urovni 18 piipadii na
100 000 obyvatel, ¢imz zaujimame prvni misto ve svétovych statistikdch. Pro KP je
charakteristicka obtizna diagndza (ptiznaky jako pfi chronické pankreatitid¢), obtizna
terapie a velmi Spatnd progndza v dusledku ¢asnych metastaz. Jen 10-20 % pacientl je

operabilnich, u kterych je S-leté preziti typicky v rozmezi 2—-5 % (HEROLD 2000).

NejcastéjSim typem je adenokarcinom, v 70 % lokalizovany v hlavé
pankreatu. 90 % KP wvznikda zepitelu malych pankreatickych vyvodd (duktalni
karcinom). Zatimco buriky normalniho duktalniho epitelu maji pfi pozorovani
v mikroskopu po obarveni roztokem Giemzy podobné tvary, tvofi typickou plastevnatou
strukturu a jejich jadra jsou ovalnd a bez tvarovych odchylek (obr. 2.5a), buiky
nediferencovaného karcinomu maji rizné tvary, ztraceji kohezivitu, jejich jadra jsou

zvétSend a tmava (obsahuji vét§i mnoZstvi chromatinu) (obr. 2.5b).
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a)

Obr. 2.5 a) normalni duktalni epitel, b) nediferencovany karcinom (foto MUDr. Mgr. C. SALEK, UVN)

Prekurzorové léze KP byly oznafeny terminem pankreatickd intraepitelialni
neoplazie a zkratkou PanINs (pancreatic intraepithelial neoplasia) (HRUBAN et al.
2001a). Podle stupné cytologické a architektonické atypie jsou oznaovany PanIN-1A,
PanIN-1B (léze s lehkou nebo zZadnou atypii), PanIN-2 (1éze s mirnou atypii) a PanIN-3
(1éze s t€Zkou atypii).

Podobné jako u kolorektalniho karcinomu je i naprostd vétSina karcinomi
pankreatu sporadického charakteru disledkem ptsobeni vné&jSich vlivi. Mezi
rizikovymi faktory se uvadi koufeni, naduZivani alkoholu vedouci k chronické
pankreatitidé, kterd je povaZovana za nejvyznamnéj$i prekurzor (cytokiny zanétu
mohou indukovat genetické zmény vedouci ke KP). Sledovani pacientii s chronickou
pankreatitidou je proto Castym nastrojem vcasné identifikace premalignich stavi
(OUENEAU et al. 2001).

Studie publikované v literatufe se Casto odvolavaji na model vyvoje nadoru
pankreatu s geneticky i morfologicky definovanymi prekurzorovymi stadii. Pfechod
z nenadorového stadia do stadia nddorového neni zplisoben pouze konkrétni modifikaci
jediného genu, ale vznikd na zakladé¢ sekvencni akumulace genetickych zmén
zpusobujicich ztratu stability bunééné proliferace v pankreatické tkani. KP vznika
na zaklad¢ inaktivace tumor-supresorovych genti, jako napf. P16, DPC4 a TPS53,
spojené s aktivaci onkogeni, naptf. K-RAS (HRUBAN et al. 2000, 2001b, KERN et al.
2001). Ptechod od normalniho duktélniho epitelu k adenokarcinomu popsal HRUBAN
et al. 2000) pomoci tzv. progresivniho modelu, vnémZ stupné pankreatické

intraepitelidlni neoplazie odpovidaji genetickym zménam uréitych genu (obr. 2.6).
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V ¢asnych fazich vyvoje KP (PanIN1A, PanIN1B) dochazi k bodovym mutacim genu
K-RAS a zvySené expresi onkogenu HER-2. V nasledyjicim stadiu (PanIN-2) je
inaktivovan tumor-supresor P16. Inaktivace TP53, DPC4 a BRCA2 nastava

v poslednim stadiu neoplazie (PanIN-3).
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Obr. 2.6 Model vyvoje karcinomu pankreatu (HRUBAN et al. 2000)

2.4 Tumor-supresorové geny v karcinogenezi kolorekta a pankreatu
24.1 GenAPC
2.4.1.1 Struktura a funkce genu APC

Gen APC (adenomatous polyposis coli) je tumor-supresorovy gen nachdzejici
se na dlouhém rameni 5. chromozoému, pfesné 5q21-q22. Je velky ptiblizn€¢ 91 kbp,
mRNA asi 9 kb. Obsahuje patnact exond (obr. 2.7), pfi¢emZ prvnich ¢trnact exont je
cca 100-300 bp dlouhych, patnacty exon je ve srovnani s pfedchozimi daleko vétsi,

pfiblizné 8 kbp (www.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html, www.infobiogen.fr).
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Obr. 2.7 Struktura genu APC (www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/)

Protein Apc se sklada z 2843 aminokyselin a je velky 310 kDa (obr. 2.8). Na N-
konci proteinu Apc se nachézi oligomerizaéni doména. Ustiedni misto proteinu
zaujimaji dvé vazebnd mista pro B-katenin (kodony 1020-1169 a 134 —2075). Druhé
z nich md zéroven i regulaéni funkci vzhledem k B-kateninu a také zahrnuje tfi vazebna
mista pro axin. Nasleduje tzv. zakladni doména s vazebnym mistem pro mikrotubuly.
C-konec proteinu obsahuje vazebné misto pro hDLG, coZ je tumor-supresorovy protein.
Protein Apc ma pét jadernych exportnich signalti rozmisténych po celém proteinu a dva
jaderné lokalizacni signdly v oblasti druhého vazebného mista pro B-katenin

(NEUFELD et al. 2000, ZHANG et al. 2000, HENDERSON a FAGOTTO 2002).

Nuclear export signals (NESs
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Obr. 2.8 Struktura proteinu Apc (NARAYAN a ROY 2003)

Protein Apc funguje jako shuttle protein mezi cytoplazmou a jadrem a jako B-
kateninovy chaperon (obr. 2.9) (NEUFELD a WHITE 1997, HENDERSON 2000,
ROSIN-ARBESFELD et al. 2000). B-katenin funguje jako transkripéni faktor gend
bunééné proliferace a také slouzi jako spojka mezi cytoskeletem a transmembranovymi
adhezivnimi molekulami (naptf. kadheriny). Za normdlnich okolnosti, kdyZz neni
potfebnad Zadna bunélna proliferace, je B-katenin v proteinovém komplexu s E-

kadherinem, malé mnoZstvi B-kateninu se vyskytuje i volné v cytoplazmé. Protein Apc
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indukuje fosforylaci a naslednou degradaci volného B-kateninu, ¢imz udrZuje jeho
nizkou hladinu v burice a neptfimo tak brani buné¢né proliferaci. Ztrata funkce proteinu
Apc vede k akumulaci B-kateninu v cytoplazmé a jeho néslednému transportu do jadra.
V jadie B-katenin aktivuje transkripci genli bunééné proliferace, napt. genu C-MYC
a cyklinu D1, coZ ma za nasledek nekontrolovatelnou bunéénou proliferaci (SU et al.
1993, KINZLER a VOGELSTEIN 1996, KINZLER a VOGELSTEIN 1998, ALBERTS
2002, FODDE 2002, NARAYAN a ROY 2003, NUSSBAUM et al. 2004).

V komplexu Cytoplazmaticky
Aktivuje
mmmmg D-Katenin *7 " [B-katenin T transkripci
E-kadherin send
Serin-treonin-
kindza |7 APC .
Jadro
i i
B-katenin
degradace

Obr. 2.9 Funkce proteinu Apc (NUSSBAUM R. L. et al. 2004)

2.4.1.2 Mutace genu APC v neoplastickych tkanich

Uvadi se, Ze gen APC nese mutaci nebo je deletovany u pfiblizn¢ 50 %
sporadickych adenomt a u 60-80 % sporadickych KR-CA (MIYAKI er al. 1994,
MIYOSHI et al. 1992, POWELL et al. 1992, BOLAND 2002, CALVERT a FRUCHT
2002, ROBBINS a ITZKOWITZ 2002, NARAYAN a ROY 2003).

K somatickym mutacim dochazi pfedev§im v tzv. ,mutation cluster region* —
MCR (obr. 2.8) (kodony 1286—1514) v exonu 15, nejcastéji v kodénech 1309 a 1450
(BEROUD a SOUSSI 1996). Mutacemi vznikaji vé&tsinou nové stop kodény, které
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ukoncuji translaci. Stop kodény vznikaji bud’ ptimo na zékladé bodové mutace v misté
této mutace nebo vlivem delece ptipadné inzerce vedouci k posunu &teciho ramce.
Vysledkem je zkraceny nefunkéni protein, ktery obsahuje vazebné misto pro B-katenin,
ale ztraci regulaéni aktivitu vi¢i B-kateninu (BEROUD a SOUSSI 1996, BOLAND
2002, NARAYAN a ROY 2003).

242 GenTPS53
2.4.2.1 Struktura a funkce genu TP33

Gen TP53 je tumor-supresorovy gen, jehoZ pozice na chromozému je 17pl3.1.
Obsahuje jedenact exoni (obr. 2.10), z nichZ prvni je nekddujici, nasledovany velkym

intronem (10 kbp), jehoZ funkce neni dosud znama (http://p53.free.fr).

1 1
[1-25 ] | | 33-125] , |1s7-224], | 262-306 || | 332-367 |

[ 26-32 [126-186| |[225-261|  |307-331| [367-393 |

Obr. 2.10 Organizace genu TP53 (http://p53.free.fr)

Protein p53 se sklada z 393 aminokyselin. MtzZeme ho rozdélit do ¢tyf hlavnich
funk¢nich domén (obr. 2.10, 2.11). Na N-konci proteinu pS3 (kodény 1-39, exony 2-4)
se nachazi doména aktivujici transkripci cilovych gend. Je zde i vazebné misto
pro MDM2 protein. Ustfedni misto proteinu zaujimé vazebnad doména (kodony 101-
306, exony 4-8) zajist'ujici sekvenéné specifickou vazbu na cilové sekvence DNA. Treti
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je oligomeriza¢ni doména (kodény 307-355, exony 9-10) nezbytna pro vznik aktivniho
tetrameru sloZzeného ze dvou homodimert. V této doméné se nachazi také jaderny
exportni signal. C-konec proteinu pS53 (kodony 356-393, exony 10-11) obsahuje
3 jaderné lokalizaéni signaly a regulaéni doménu. Podle mnoZstvi poSkozené DNA, faze
bunécného cyklu ¢i typu tkané je regulaéni doména fosforylovana nebo acetylovana,
coz ovliviiuje funkéni vlastnosti proteinu. Tyto Upravy proteinu pS3 urcuji smér, jakym
se bude buika momentalné ubirat (HARRIS 1996, ULDRIAN et al 2002,
http://p53 . free.fr).

MLS NES
Transactivation DNA binding \ / NEG

Proline TET
rich

Obr. 2.11 Struktura proteinu p53 (http://p53.free.fr, HARRIS 1996)

Protein p53 funguje jako jaderny transkripéni faktor. Po jeho syntéze a kone¢nych
upravach je transportovan do jadra, kde aktivuje transkripci celé fady gent. Proteiny
kédované témito geny ovliviiuji bunéény cyklus, opravu poskozené DNA, ptfipadné

programovanou buné€nou smrt, tzv. apoptdzu.

V normalnich neposkozenych burikach neni sice potfeba opravovat DNA, ale je
nutné regulovat vznik novych a zanik starych, nepotfebnych ¢i dokonce nezadoucich
bunék. Je k tomu udrZzovana pomérné nizka hladina proteinu p53 (KO a PRIVES 1996).
Protein p53 aktivuje transkripci genu MDM2, jehoZ produkt inhibuje protein p53 (obr.
2.12). Vznika tak zpétnovazebna regula¢ni smycka, ktera omezuje pusobeni proteinu
pS53 v buiice na dobu nutnou pro zahajeni transkripce cilovych genl. Vazba proteinu
MDM2 na p53 blokuje transkripéni aktivitu p5S3 (PRIVES 1998). Tento komplex p53-
MDM2 je déle transportovan z jadra buriky do cytoplazmy. Protein MDM?2 je ubikvitin-
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ligdza, to znamend, Ze Kk proteinu p53 pfipojuje maly protein ubikvitin. Tato
ubikvitinace je signal pro degradaci proteinu p53 v proteazému. Hladina proteinu p53 je
tedy v normdlnich burnikdch velmi nizkd, protoZe nové syntetizovany protein je velmi
rychle degradovan. Kromé MDM2 bylo nalezeno mnozstvi proteind, které se vazou

v riznych oblastech p53 a reguluji tak aktivitu p53.

Pokud jsou buriky vystaveny stresu, jako naptiklad UV zéfeni, nedostatku kysliku
nebo n¢kterym virim, a je poSkozena dédi¢na informace uloZend v DNA, dojde
v oblasti vazebného mista pro MDM2 (na N-konci proteinu p53) k fosforylaci
a nasledné zméné konformace proteinu. Tim je znemoZnéna vazba proteinu MDM2
na p53. Nasledkem toho dojde ke zvySeni hladiny p53 v buice a odblokovani
transkripéni aktivity (obr. 2.12).

Samotnd stabilizace proteinu pS53 jes§t€ nezaruCuje odpovidajici reakci burky
na bunéény stres. K aktivaci proteinu p53 je nutna forma tetrameru a teprve zménou
konformace je aktivovan k vazbé na cilové sekvence DNA. Tohoto fizeni aktivity p53
se Ucastni jeho C-koncova regula¢ni doména, kterd byva posttransla¢né fosforylovana

nebo acetylovéna (obr. 2.11).

Aktivovany protein p53 se specificky vaze na sekvence pS3RE, tj. oblasti
v promotorech nebo intronech cilovych gend. Tim spusti jejich transkripci. Proteiny
kodované t¢mito geny vyvolaji zastavu bunééného cyklu v G1 nebo G2 fazi a opravu
poskozené DNA. V ptipadé rozsahlého poskozeni, které nelze opravit, indukuje protein
pS3 apoptozu, a tak zabrani prenosu poskozené genetické informace do dcefinych
bun€k. Pfesny mechanizmus vedouci k vybéru mezi témito dvémi moZnostmi zatim
neni znam. Typ odpovédi je zavisly na bunééném typu, povaze a rozsahu poSkozeni
DNA a mnozstvi proteinu p53 (HARRIS 1996, VOUSDEN 2000, ROBBINS
a ITZKOWITZ 2002, ULDRIAN et al. 2002, http://p53.free.fr).

Kromé uvedenych stresovych faktori mize byt pS53 aktivovan také onkogeny
(napf. K-RAS), které aktivuji protein pl14"*F a ten inhibuje MDM2. Opét je tak
zabranéno degradaci proteinu p53 (obr. 2.12) (ULDRIJAN et al. 2002).
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Obr. 2.12 Funkce proteinu p53 v normalni a ve stresované butice (ULDRIJAN et al. 2002)

2.4.2.2 Mutace genu TP53 v neoplastickych tkanich

Mutace genu TP53 se objevuji u50 % polypli s vysokym stupném displazie,
nefunkéni gen TPS3 se vyskytuje u 75 % sporadickych KR-CA. Ztrata funkce je typicka
pro pfechod od pozdniho adenomu k ¢asnému karcinomu (obr. 2.4). Delece 17.
chromozému je nejcastéjsi ztrata alely u KR-CA. Vétsina zmén genu TP53 jsou bodové
mutace nebo inzerce a delece nékolika nukleotidi (BOLAND 1997, KIRSCH
a KASTAN 1998, KRESSNER et al. 1999, CALVERT a FRUCHT 2002).

U KP je gen TP53 inaktivovan v 50-75 %. Témét ve vSech piipadech je piicinou
ztrata jedné alely spojena s intragenovou mutaci na druhé alele (BARTON et al. 1991,
BEROZPE et al. 1994, PELEGATA et al 1994, ROZENBLUM et al 1997,
NAKAMORI et al. 1998, HRUBAN et al. 2001b, SEEMANN et al. 2004).

Zmény genu TP53 vedou k syntéze mutantniho proteinu (90 %), nebo protein neni
vibec syntetizovan (10 %). Neschopnost nékterych mutantnich forem proteinu p53
aktivovat syntézu MDM2 vede k jejich akumulaci v nddorovych burikdch ve velkém
mnozstvi. Toto hromadéni proteinu p53 muze byt také zplisobeno mutantnim proteinem
MDM2, napiiklad v pfipadé mutace v sekvenci pro export z jadra (ULDRIJAN et al.
2002).
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Mutace TP53 v burikéch nejcastéji postihuji centralni oblast proteinu v exonech 5—
8, které vSechny koduji vazebnou doménu (graf 2.1). Tato oblast je ter¢em ptiblizné 90
% vSech mutaci TP53 nalezenych u rakoviny ¢lovéka. Mutovany TP53 se nemtize vazat
na DNA a ztraci tak schopnost branit $iteni mutaci. Zbyvajicich 10 % mutaci je

lokalizovéno pfedevsim v exonech 4, 9 a 10.

V mnoha ptipadech jedna alela genu TP53 nese mutaci a u druhé je zjisténa ztrata
(loss of heterozygosity — LOH), cozZ je divod, pro¢ je gen TP53 fazen mezi klasické
tumor-supresorové geny. Na druhé stran¢ fada studii ukazuje, Ze ztrata funk¢énosti jedné
alely je postacujici k abnormalnimu bunéénému fenotypu. Je tedy docela dobie mozné,

Ze inaktivace zbyvajici zdravé alely neni nezbytna ke vzniku tumoru (http://p53.free.fr).
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Graf 2.1 Frekvence mutaci (%) genu TP53 u karcinomu pankreatu (http://p53.free.fr)

243 GenDCC
2.4.3.1 Struktura a funkce genu DCC

Gen DCC (deleted in colorectal carcinoma) je tumor-supresorovy gen, nachdzejici
se na 18. chromozomu, konkrétn¢ 18q21.1—q21.3. DCC je hodn¢ velky, pfiblizné 1,2
Mbp, mRNA asi 4,6 kbp. Obsahuje 29 exonii (obr. 2.13), pfi¢emz vétSina exond

se nachazi na konci genu (www.dsi.univ-parisS.fr/genatlas/). Na chromozému 18

se v blizkosti DCC nachazeji dal$i tumor-supresorové geny, napf. DPC4 (FEARON
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et al. 1990a, VOGELSTEIN er al. 1988, ROBBINS a ITZKOWITZ 2002).

~.1.

Obr. 2.13 Struktura genu DCC (www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/ )

Protein Dcc se sklada z 1447 aminokyselin a je velky 158,5 kDa. Je to
transmembranovy protein se Ctyfmi extracelulimimi doménami podobnymi
charakteristickym imunoglobulinovym doméndm (jde tedy o adhezivni protein
imunoglobulinové skupiny), Sesti extracelularnimi doménami vazicimi slozku
mezibunéné hmoty fibronektin, jednoduchou pteklenovaci oblasti v cytoplazmatické

membrané a cytoplazmatickou ¢asti (www.dsi.univ-paris3.fr/genatlas/ ).

Protein Dcc slouzi jako adhezivni molekula zajist'ujici kontakt mezi sousednimi
burikami a vazbu na slozku mezibunééné hmoty — fibronektin. Svou roli hraje také

v indukci apoptdzy.

Pokud neni na Dcc receptor navazan jeho ligand NTN1 (netrin-1), indukuje Dcc
apoptdzu pies drahu zahrnujici kaspazu 9 mechanizmem nezavislym na mitochondrialni
apoptotické draze. Dcc interaguje s kaspazami 3 a 9. Protein Dcc je aktivovan
roz§tépenim kaspazami. V pfipadé¢ navazani ligandu NTNI1 je apoptdza inhibovéana
azarovein je aktivovina MAP-kindzova draha (www.dsi.univ-parisS.fr/genatlas/,

ROBBINS a ITZKOWITZ 2002).

2.4.3.2 Mutace genu DCC v neoplastickych tkdnich

U genu DCC dochazi pfedevsim k delecim (www.dsi.univ-parisS.fr/genatlas/). Je

inaktivovan u 13 % malych polypi a v70 % KR-CA, jeho ztrita se projevuje
v ptechodu od stfedniho k pozdnimu adenomu (obr. 2.4), (FEARON et al. 1990a,
ROBBINS a ITZKOWITZ 2002).

Gen DCC koduje receptor bunéné adheze, mutovany tedy ziejmé hraje roli
v invazivit¢ nadorovych buné¢k ave vzniku metastaz (SUN et al 1999, CALVERT
a FRUCHT 2002, ROBBINS a ITZKOWITZ 2002).
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244 Gen DPC4/SMADA4
2.4.4.1 Struktura a funkce genu DPC4

Gen DPC4 (deleted in pancreatic cancer) je tumor-supresorovy gen, nachazejici
sena 18. chromozomu v blizkosti genu DCC, jeho pozice je 18q21.1 (CALVERT
a FRUCHT 2002). Je velky piiblizn¢ 50 kbp, mRNA asi 3,2 kbp. Obsahuje 13 exont

(www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/ ).

Protein Dpc4 se sklada z 552 aminokyselin a je velky 60,4 kDa. Nachazi
se v cytoplazmé i v jadie. U Dpc4 lze rozlisit n€kolik funkénich domén a motivl —
DNA vazebnou doménu, jaderny Ilokaliza¢ni faktor, heterodimeriza¢ni oblast
a transaktivaéni doménu. Protein Dpc4 se vyskytuje jako trimer nebo v komplexu

s riznymi proteiny, napf. serin-treonin kindzou 11 (www.dsi.univ-paris3.fr/genatlas/).

Protein Dpc4 je sekvenéné specificky transkripéni faktor. Jde o dilezity pfenasec

signalu drédhy iniciované transformujicim rustovym faktorem TGF-B (transforming

growth factor B). Jedna z hlavnich funkci TGF-8 je inhibice mitdézy (www.dsi.univ-
paris5.fr/genatlas/, HOREJS{ a BARTUNKOVA 2002).

2.4.4.2 Mutace genu DPC4 v neoplastickych tkanich

Gen DPC4 je inaktivovan v pfiblizné 55 % karcinomil pankreatu. Ve 35 % se tak
déje prostfednictvim homozygotni delece, ve zbyvajicich 20 % je jedna alela ztracena
a u druhé doslo ke genové mutaci (HAHN S. A. ef al. 1996). Inhibice bunécného ristu
zajiStovana faktorem TGF-B je pfi inaktivaci DPC4 sniZena, ¢imz dochazi
k nadorovému bujeni (HRUBAN et al. 2000). Inaktivace genu DPC4 se projevuje
ve stadiu PanIN-3 (SCHUTTE er al. 1996, HRUBAN et al. 2001b). Nekteti autofi
uvazuji o souvislosti genu DPC4 s KR-CA (CALVERT a FRUCHT 2002).

24.5 GenPl6
2.4.5.1 Struktura a funkce genu P16

Gen P16 je tumor-supresorovy gen, jehoZ pozice je 9p21.3. Gen je velky 27 kbp.
Existuji ¢tyfi typy rizné dlouhych mRNA, podle nichZ pak vzniknou proteiny s riiznym
poctem aminokyselin: P16INK4a-varianta 1 (1218 bp, 16,5 kDa, 156 aa), P16INK4a-
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varianta 2 (897 bp, 11 kDa, 105 aa), P16INK4-varianta 3 (1515 bp, 12 kDa, 116 aa)
a P14ARF-varianta 4 (1275 bp, 18 kDa, 173 aa). P14ARF ma alternativni ¢teci ramec.
Gen P16 obsahuje Ctyfi exony, P14ARF tfi exony. Prvni exon se vyskytuje ve dvou

alternativach. P16INK4 je specificky exprimovan v pankreatu (www.dsi.univ-

paris5.fr/genatlas/).

Protein p16 se vyskytuje jako heterodimer. Nachazi se v komplexu s Cdk4 nebo
Cdk6 (cyklin-dependentni kinazy), ¢imZ znemoziiuje, aby tyto kinazy fosforylovaly Rb
protein. Rb protein funguje jako inhibitor gent a proteind, napt. E2f faktoru, které
zajiStuji prechod burkky z G1 do S faze bunééného cyklu (obr. 2.14), (RUSSO et al.
1998). V neptitomnosti proteinu pl16 je Rb protein fosforylovan a dochazi tak ke ztraté

jeho inhibi¢ni funkce (SELLERS et al. 1995, HRUBAN et al. 2001b).

Obr. 2.14 Funkce proteint p16 a p53

2.4.5.2 Mutace genu P16 v neoplastickych tkanich

[ 24

ke zméndm béhem vyvoje karcinomu pankreatu. Inaktivace genu P16 je typicka
pro stadium PanIN-2, u adenokarcinomi pankreatu je inaktivovan v piiblizné 95 %
(BARTSCH et al. 1995, HU et al. 1997). Tyto inaktivace jsou ve 40 % zplsobeny

Mrxe
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s genovou mutaci na druhé alele a 15 % adenokarcinomil pankreatu vznika v disledku
hypermetylace promotoru genu P16 (CALDAS et al. 1994, ROZENBLUM et al. 1997,
SCHUTTE et al. 1997). Inaktivace genu P16 dereguluje dulezity kontrolni bod
bunééného cyklu, coZ vede k nekontrolovatelnému bunénému déleni a ristu

(HRUBAN et al. 2001b).

2.5 Onkogeny v karcinogenezi kolorekta a pankreatu
2.5.1 GenK-RAS

2.5.1.1 Struktura a funkce genu K-RAS

Gen K-RAS (Kirsten rat sarcoma) je protoonkogen, nachazejici se
na 12. chromozomu, piesnéji 12pl12.1. Je velky pfiblizné¢ 42 kbp, mRNA 1486 bp.

Obsahuje Sest exonu (obr. 2.15) (www.dsi.univ-parisS.fr/genatlas/).

L
s SPY)

1V
Lo
o

Obr. 2.15 Struktura genu K-RAS (www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/)

Gen K-RAS koduje maly G-protein, coz znamend, Ze¢ ma vazebné misto
pro GTP/GDP. Protein ma malou molekulovou hmotnost — 21 kDa a byva oznaCovan
p21™., Sklada se ze 189 aminokyselin. Patii do Ras rodiny monomernich GTPaz.

1" funguje jako pfepina¢ mezi dvémi riznymi konformaénimi stavy — aktivni

Protein p2
v ptipadé, Ze je navazan GTP a inaktivni, kdyZ je navazan GDP (obr. 2.16). Aktivita
proteinu p21™ je regulovana dvéma druhy proteini. Proteiny GAP (GTPase-activating
lras

proteins) podporuji hydrolyzu GTP navazaného na p21™, coZz sméfuje k inaktivaci

ras

proteinu p21™. V nestimulovanych burikach udrZuji proteiny GAP vét§inu proteinu
p21™ (asi 95 %) v inaktivnim stavu. Proteiny GEF (guanine nucleotide exchange
factors) aktivuji p21™ prostfednictvim stimulace disociace navazaného GDP.
Koncentrace GTP v cytoplazmé je pfiblizn¢ 10x vy$$i nez koncentrace GDP, takze

jakmile se GDP z proteinu p21™ uvolni, je navazan GTP a p21™ je aktivovan.
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Obr. 2.16 Regulace proteinu p21ras (ALBERTS 2002)

1 ras

Protein p2 obsahuje kovalentné vézanou lipidovou skupinu, pomoci niZ je
zakotven v cytoplazmatické membrané — v tomto ptipad¢€ z cytoplazmatické strany, kde
protein funguje (obr. 2.17). Je soucasti drahy slouzici k ptenosu signali z bunééného

povrchu do ostatnich ¢asti buriky (WALDMANN a RABES 1996, ALBERTS 2002).

Navézani ligandu (ristového faktoru) na receptor (cytoplazmatickd doména
receptoru ma aktivitu protein tyrozin-kinazy, tj. jde o receptorovou kinazu) zpasobi jeho
dimerizaci a tim vzajemné ptibliZeni cytoplazmatickych kinazovych domén (obr. 2.17).
Ty se za¢nou navzdjem fosforylovat na ne€kolika tyrozinovych zbytcich.
Autofosforylace receptoru odhali vazebné misto pro SH2 doménu tak zvaného
adaptorového proteinu (napt. Grb-2), ktery zaroven vaze skrze svou SH3 doménu
protein GEF (zvany Sos). Komplex receptor-Grb-2-Sos umoziiuje proteinu Sos dostat se
do pozice, kdy miZe aktivovat sousedni molekulu proteinu p21™ prostiednictvim

vymény navazaného GDP za GTP.
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Obr. 2.17 Aktivace proteinu p21ras (ALBERTS 2002)

Aktivovany protein p21™ zahajuje tzv. kinazovou kaskadu (obr. 2.18), ktera vede

pres aktivaci serin/treonin-kinazy Raf, pfes dal$i protein-kindzu Mek, ta fosforylaéné

aktivuje dal§i protein-kindzzu MAP-K (téz zvanou Erk). Tato aktivovana kindza

stimuluje dal$i kinazy, které reguluji nékteré metabolické dé&je, nebo aktivuje

transkripéni faktory gent kddujicich napt. G1 cykliny, jenz jsou potfebné pro bunééné

déleni (WALDMANN a RABES 1996, HOREJSi a BARTUNKOVA 2002, ALBERTS

2002).
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Obr. 2.18 Kinadzova kaskada zahajend aktivovanym proteinem p21ras (ALBERTS 2002)
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2.5.1.2 Mutace genu K-RAS v neoplastickych tkanich

Aktivace genu K-RAS prostiednictvim bodovych mutaci byla zaznamenana
uriaznych druhti tumord. Napfiklad v 75-90 % se vyskytuje u adenokarcinomti
pankreatu, pfiblizné u 10 % polypd mensich nez 1 cm a ve 40-50 % u sporadického
kolorektalniho karcinomu (VOGELSTEIN et al. 1988, BERROZPE et al. 1994,
PELLEGATA et al. 1994, WALDMANN a RABES 1996, TORTOLA et al. 1999,
ROBBINS a ITZKOWITZ 2002). N¢kteti autofi se domnivaji, ze aktivace onkogenu K-
RAS zpisobuje prechod od ¢asného adenomu ke stfednimu (obr. 2.4), (FORGACS
1988, ROBBINS a ITZKOWITZ 2002).

Bodové mutace v kodénech 12, 13 a 61 genu K-RAS vyustuji v permanentni
aktivaci proteinu p21™. Ta je zplsobena nedostate¢nou GTPazovou aktivitou mutantni
formy proteinu. Takovy stav miiZe znamenat staly ptenos rustovych signali do buriky
a nasledné nekontrolované déleni vedouci ke vzniku tumoru (BOS J. L. 1989,
WALDMANN a RABES 1996). Typ a pocet mutaci mizZe ovlivnit biologické chovani
tumoru, jak se ukazalo u kolorektalniho karcinomu. Zatimco G-A tranzice u kodonu 12
prevlada u stadia Dukes B, G-T nebo G-C transverze byly nalezeny ve stadiu Dukes C
spojené s vét§im vyskytem metastiz (MOERKERK er al. 1994). Dale se naptiklad
ukazalo, Ze u vétSiny mutaci genu K-RAS jde o tranzice pfedev§im ve druhych bazich
kodénd 12 a 13 — u kodonu 13 G-A tranzice, u kodonu 12 G-A tranzice a G-T 1 G-C
transverze (SMITH er al. 2002). Podle né€kterych autorii jde u mutaci genu K-RAS
pfedevsim o tranzici v kodénu 12 (CHUNXIA et al. 2003).

2.6 Experimentilni metody vySetfovani somatickych DNA poruch

V poslednim desetileti doSlo k vyraznému rozvoji genetickych a molekuldrné
biologickych poznatki o genetickych abnormalitich nadorovych tkéni. Zatimco
napiiklad v roce 1988 byla jedinou signifikantni genetickou alteraci identifikovanou
u karcinomu pankreatu mutace v genu K-RAS, pfedstavuje poslednich 10 let explozi
poznatk o dalSich genech ucastnicich se karcinogeneze. VySetfovani genovych poruch
nastavajicich v postiZzené tkani se tak stava nepostradatelnym néstrojem pro ¢asnou
diagnostiku, sledovani pribé¢hu a agresivity nadoru, pfipadné pro odhad jeho chovani
a moZnosti u¢inné volby terapie. Zatimco vrozené mutace lze vySetfit analyzou DNA
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z periferni krve, pfi studiu somatickych mutaci je tfeba vySetfovat vzdy piimo tkan
daného nadoru ziskanou naptiklad z biopsie ¢i resekatu. U €asnych stadii vznikajicich
karcinoml byva DNA mutovana pouze u ¢asti bun€k ze ziskaného preparatu, a proto je

vvvvvv

metody.
2.6.1 Laserova mikrodisekce

Velmi ¢astym problémem vzorkovani nadorovych tkani je fakt, Ze nadorové buriky
mohou byt pfi nasledném vySetfeni "kontaminovany" pfitomnosti bun¢k normalnich.
Takova situace je velmi ¢asta naptiklad u bioptickych preparati ¢asnych 1ézi, kde byva
malé mnoZstvi mutovanych bun€k (<5%) zastinéno pfitomnosti nadbytku bunék
normalniho epitelu, lymfocytd atd. Tento problém je nejvice znatelny v piipadé
kvantitativnich stanoveni, jakymi jsou naptiklad vysetieni alelickych ztrat zjistovanim
ztrat heterozygozity nebo meéfeni rozdild hladin genové a proteinové exprese. Pro

takové aplikace je ziskani homogenni buné¢né populace zcela zasadni.

Resenim popsaného problému je metoda, kterd s pouzitim laserového fezani
umoznuje selektivni extrakci velmi malych oblasti vzorki jdoucich az na uroven
jednotlivych bun€k. Obecné se takovy postup sklada ze dvou krokt. V prvnim kroku je
vzorek obarven a laserem je piislu$né misto oddé€leno od ostatni tkan€. Ve druhém
kroku je oddé€lené misto ze vzorku vynato a pteneseno pro dalsi zpracovani. Laserova
mikrodisekce je cCasto aplikovana u archivovanych preparatt, jako jsou sklicka

s bunéénymi naté€ry nebo histologické parafinové fezy.
2.6.2 Detekce genovych mutaci

V souCasné dobé existuje celd fada metod pro detekci somatickych mutaci.
Nejvétsi oblibu ma klasické DNA sekvenovani, které je povaZovano za "zlaty
standard", avSak v pfipadech, kdy je frakce mutovanych molekul nizka, sekvenovani
mutaci neodhali (PROSSER 1993). Z tohoto diivodu byva ¢asto vyuZita fada nepfimych
metod, kde je pfitomnost mutace detekovana na zakladé specifické PCR amplifikace,
specifického §tépeni DNA nebo pomoci elektroforetické nebo chromatografické
separace normalni a mutantni DNA. Jednou zucinnych metod je separace
heteroduplext v cyklujicim teplotnim gradientu. Princip této metody spo€iva v rtizné

rychlé elektroforetické migraci normalnich a mutantnich DNA fragmentd v ddsledku
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rozdild v jejich sekundarni struktufe. Mutantni fragment je vice denaturovan a tim i vice
zadrzovan pii migraci v gelu ve srovnani s méné¢ denaturovanym nemutovanym

fragmentem.

2.6.3 Detekce ztraty heterozygozity (LOH)

Inaktivace gent v disledku jejich delece je jednim z klasickych molekulérnich
mechanizmt probihajicich v nadorové tkéani. Tyto ztraty lze sledovat pomoci analyzy
pfitomnosti mikrosatelitnich markeri. Mikrosatelity jsou kratké opakujici se useky
DNA (short tandem repeats, STR), napt. [CATG],, kde n je pocet opakovéni. Tyto
nekodujici sekvence vykazuji vysoky stupeil variability opakovani n pro kazdou z alel,
a proto pii pouziti soucasné analyzy vice mikrosatelitnich markert 1ze téméf vzdy nalézt
heterozygotni stav, pii kterém se na aleldch vyskytuji sekvence sriznym poctem
opakovani produkujici PCR amplifikaty s riznou délkou. Tento heterozygotni stav je
nejprve vysledovan pii vySetfeni leukocytd z periferni krve pacienta, u kterych se
absence alely nepfedpoklada. Nasledné je heterozygotni marker u stejného pacienta
vySetfen v nadorové tkani a ziskané elektroforetické profily jsou porovnany. Ptitomnost
alelické delece je indikovéna sniZenim intenzity, piipadné kompletnim vymizenim
nékterého =z charakteristickych PCR produkti. Nachazel-li se pouZity marker
v dostate¢né blizkosti k tumor-supresorovému genu, je velmi pravdépodobné,
Ze spole¢né s prislu§nym mikrosatelitnim usekem byl deletovan i usek nesouci pfislusny

gen.
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3 Materiil a metodika

3.1 Materidl
3.1.1 Biologicky material

Odbéry vzorkil tumorti kolorekta a slinivky pomoci endoskopie byly provadény
na pracovisti Subkatedry gastroenterologie IPVZ, nall. internim odd&leni Ustiedni
vojenské nemocnice (UVN) v Praze StfeSovicich. Operace pacienti s karcinomem

pankreatu nebo chronickou pankreatitidou probihaly na Chirurgickém oddéleni UVN.,

U 26 pacientd snalezem polypu v tlustém stfevé a koneéniku byla b&hem
kolonoskopie provedena endoskopicka polypektomie a soucasné¢ odebrany biopsie
ze vzdalenosti 1 cm od polypu. DalSich 29 pacientl snormalnim nalezem b&hem
kolonoskopie tvoti kontrolni skupinu, u které byly odebrany kontrolni biopsie zdravych
tkani. Od kazdé osoby byla zaroven odebrana krev do zkumavky s protisrazlivym
roztokem (K;EDTA). U vzorkli odebiranych polypt a biopsii bylo provedeno
histologické vySetieni. Thned po odbéru byly vzorky uchovavany pfi teploté —20°C.

Do studie karcinomu pankreatu bylo zahrnuto celkem 111 pacientd, z toho u 92
pacientd byla nasledné potvrzena konec¢na diagnéza karcinomu a u 19 pacientii byl
potvrzen benigni zanét. Béhem endosonografického vySetfeni byly ziskdny vzorky
biopsii pomoci tenké jehly. Ze vzorku byla pfipravena cytologicka sklicka natfenim
na mikroskopickd skla a naslednym barvenim Giemsou. Pokud byla u pacienta
provedena operace, byl také odebran vzorek z resekatu pankreatické tkané€ a nésledné
zamrazen. VSem pacientim byla odebrana krev do zkumavky s protisrazlivym roztokem

(K.EDTA).
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3.1.2 Chemikalie, kity a enzymy
3.1.2.1 Izolace DNA

GMC blood DNA isolation kit (Genomac, CR)
GMC tissue DNA isolation kit (Genomac, CR)
Ethylalkohol pro UV spektroskopii C;H¢O (Lach-Ner, s.r.0., CR)

3.1.2.2 Gelova elekroforéza

10x koncentrovany TBE pufr long run (Fluka, CR)

10mg/ml PCR ethidium bromid'™® (Top-Bio, CR)

PCR agar6za' (Top-Bio, CR)

PCR vkladaci pufr'™® (Top-Bio, CR)

1kbp DNA ladderGeneRuler™, ready-to-use (Fermentas, Kanada)

3.1.2.3 PCR a sekvenace

PPP Master Mix + Mg®* (Top-Bio, s.r.o., CR)

PCR H,0 (Top-Bio, s.r.0., CR)

Sekvenaéni premix (Amersham, USA)

Exonuclease I — Exol (Genomac, CR)

Shrimp Alkaline Phosphatase — Sap (Genomac, CR)
Sample desalting 96-well filter plates (Genomac, CR)

3.1.2.4 Kapildrni elektroforéza

Denaturing matrix for sequencing and genotyping (Genomac, CR)
CE buffer (Genomac, CR)
GMC GeneTrace 500 fluorescent DNA (Genomac, CR)

3.1.3 Primery

Piehled pouzitych primert (VBC-GENOMICS, Rakousko) je uveden v tab. 3.1.
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3.1.4 Pocitacové programy

MegaBACE™ configuration selector - MBCS™ (Genomac, CR)
MegaBACE™ Cycling Temperature Gradient Generator - MBTG™ (Genomac)
Genetic Profiler™ (GE Biosciences, USA)
Sequence Analyzer™ (GE Biosciences, USA)
Sequencher™ (Gene Codes Corporation, USA)

3.1.5 Ptistroje

Zatizeni na ptipravu demineralizované vody Ultrapur 10 Super (Watrex, CR)
Biohazardni box s UV svétlem (PBI International, Italie)

Vertikalni laminarni PCR box s UV svétlem (ESCO, USA)

Centrifuga MIKRO 20 (Hettich, Velka Britanie)

Centrifuga Universal 32 s rotorem pro 2x PCR desti¢ku (Hettich, Velka Britanie)
Minicentrifuga (Eppendorf, Velka Britanie)

Inkubator Delta Chrom™ Temperature Control Unit (Watrex, CR)

Inkubdtor Dry Bath incubator (Bio-Tech, Italie)

Aparatura pro gelovou elektroforézu Mini Gel Unit (Scie-Plas, Velka Britanie)
Transiluminator UVT-14M, 312 nm (Herolab, Némecko)

Zdroj stejnosmérného el. napéti ELITE 300 PLUS (WEALTEC, USA)

Vortex VELPg (SCIENTIFICA, Velka Britanie)

Jednokandlové pipety Research 2,5; 10; 100 a 1000 ul (Eppendorf, Némecko)
Osmikanalova pipeta 10 ul (Eppendorf, Némecko)

Elektronick4 osmikanalova pipeta Finnpipette 300 ul (Labsystems, Velké Britanie)
Gradientovy termocykler PTC-200 (MJ Research, USA)

DNA analyzator MegaBACETM 1000 (GE Biosciences, USA)

Mikrodisektor (P.A.L.M. Microlaser, Némecko) s inverznim mikroskopem Zeiss
AX25 (okular 10x, objektivy: 10x/0,5 a 40x/0,6)
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3.2 Metodika
3.2.1 Uchovavani vzorku

Krevni a tkanové vzorky jsem dlouhodobé¢ uchovavala v umélohmotnych
zkumavkach se zavitem pfi teploté¢ —20 °C. Skli¢ka s bunéénymi natéry a parafinovymi

fezy jsem skladovala v krabickach pii laboratorni teploté.
3.2.2 lzolace DNA

V prvni fazi izolace jsem uvolnila genomovou DNA bun¢k a odd¢lila od vSech
pfitomnych proteind. Ve druhé fazi jsem pak DNA precistila pies kolonky a eluovala

pufrem nebo vodou.
3.2.2.1 Izolace DNA z krve
Izolaéni kit: GMC blood DNA isolation kit

Do 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala 200 ul T2 roztoku, ptidala 100 ul
nesrazené krve a peclivé jsem vSe promichala. Pak jsem ptidala 25 ul proteinazy K
(20 mg/ml), opét jsem smés promichala a nechala inkubovat 10 minut pii 70°C. Poté
jsem vse béhem 1 minuty ochladila v mrazaku. Dale jsem piidala 200 ul ledového 96%
ethanolu, rychle a dikladn¢ promichala. Po promichani jsem smés opatrné pienesla
na kolonku a centrifugovala 1 minutu pfi 10 000 x g. Po centrifugaci jsem zkumavku
pod kolonkou vyprdzdnila, na kolonku napipetovala 500 ul TX a centrifugovala
1 minutu pfi 10 000 x g. Opét jsem vyprazdnila zkumavku pod kolonkou, na kolonku
jsem napipetovala 500 ul T3 roztoku a centrifugovala 1 minutu pii 10 000 x g. Opét
jsem vyprazdnila zkumavku pod kolonkou a centrifugovala 2 minuty pii 12 000 x g.
Po centrifugaci jsem zkumavku pod kolonkou vyhodila a kolonku vloZila do sterilni
1,5 ml zkumavky. Na stfed kolonky jsem napipetovala 100 ul eluatu (demi H,O nebo
eluéni pufr 10 mM Tris-HCI, pH 9,0 ohtaté na 70°C) a nechala inkubovat 1 minutu
pfi pokojové teploté. Nasledné jsem zkumavky centrifugovala 2 minuty p#i 10 000 x g.
Mnozstvi vyizolované DNA jsem analyzovala pomoci horizontalni gelové elektroforézy

(kapitola 3.2.4 Horizontalni elektroforéza v agar6zovém gelu).
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3.2.2.2 Izolace DNA ze tkané
Izola¢ni kit: GMC tissue DNA isolation kit

Do 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala 200 ul T1 roztoku. Sterilni Ziletkou jsem
odfizla vzorek tkang o velikosti asi 3 mm’ a pfidala do zkumavky. K nému jsem
pfipipetovala 25 ul proteinazy K (20 mg/ml), peclivé promichala a nechala inkubovat
pfes noc pifi 56°C. Dobu inkubace jsem mohla zkratit az na 2 hodiny, po inkubaci vSak
musel byt roztok homogenni. Pfidala jsem 200 ul T2 roztoku, peélivé promichala
a nechala inkubovat 10 minut pfi 70°C. Poté jsem smés béhem 1 minuty ochladila
v mrazéku. Dalsi postup je totozny s postupem izolace DNA z krve, DNA jsem eluovala

200 ul demi H,0 nebo eluéniho pufru 10 mM Tris-HCI (pH 9,0).
3.2.2.3 Izolace DNA ze sklicek barvenych Giemsou
Izola¢ni kit: GMC tissue DNA isolation kit

Do 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala 200 ul T1 roztoku, z toho jsem asi 50 ul
nanesla pipetou na skli¢ko, natér nechala rozpustit a promichala $pi¢kou. Smés jsem
prepipetovala do eppendorky s T1 roztokem, ptidala 25 ul proteinazy K, zvortexovala
a nechala inkubovat 1 hodinu pti 56°C. Po inkubaci jsem ptidala 200 ul T2 roztoku,
peclivé promichala a nechala inkubovat 10 minut pti 70°C. Poté jsem smés b&¢hem
1 minuty ochladila v mrazaku. DalSi postup je totozny s postupem izolace DNA z krve,
DNA jsem eluovala 50 ul demi H,O nebo eluéniho pufru 10 mM Tris-HCI (pH 9,0).
Vzhledem k velmi nizkému vyt€Zku vyizolované DNA z tohoto typu vzorkid jsem

neprovadéla kontrolni gelovou elektroforézu.
3.2.2.4 Izolace DNA z parafinovych Fezii na sklicku
[zola¢ni kit: GMC tissue DNA isolation kit

Skalpelem jsem seSkrabala parafinovy fez do 1,5 ml zkumavky s 200 ul roztoku
T1. Dalsi postup je totoZny s postupem izolace DNA ze tkan¢, DNA jsem eluovala 40 ul
demi H,O nebo eluéniho pufru 10 mM Tris-HCI (pH 9,0). Vzhledem k velmi nizkému
vytézku vyizolované DNA z tohoto typu vzorkl jsem neprovadéla kontrolni gelovou

elektroforézu.
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3.2.3 Laserova mikrodisekce

Sklicko barvené Giemsou jsem pfi nastaveném zvétSeni objektivu 10x diikladné
prohlédla pod mikroskopem, ktery je souéasti mikrodisektoru a zaméfila na nadorové
buriky. Pii zvétSeni objektivu 40x jsem oznadila jednotlivé nadorové buiiky. Do vicka
0,2 ml PCR zkumavky jsem napipetovala 40 ul PPP Master Mix + Mg®" a zkumavku
opatrné ukotvila vickem doli do kovového drzédku na mikrodisektoru. Zkumavku jsem
umistila vickem té€sné€ nad sklicko a pomoci laserového pulsu do n€j postupné vysttilela
vSechny oznafené nadorové buriky. Poté jsem zkumavku oddalila od skli¢ka, opatrné
vyndala z drzaku a zavtela. Zvortexovala jsem ji vickem smérem doll a centrifugovala
2 minuty pfi 12 000 x g. Doplnila jsem demi H,O do 40 ul a nechala inkubovat
10 minut pfi 95°C. Do nové 0,2 ml PCR zkumavky jsem odpipetovala 10 ul, a provedla
PCR (kapitola 3.2.5 PCR a tvorba heteroduplextt).

3.2.4 Horizontalni elektroforéza v agar6zovém gelu

TBE pufr jsem 20x nafedila demi H,O. Do Erlenmayerovy bariky jsem odméfila
25 ml nafedéného TBE pufru a pfidala 1 odmérku agardzy (250 mg). Suspenzi jsem
pfivedla k varu na elektrickém vati¢i a poté nechala ochladit pfi laboratorni teploté
na 50-60°C. Do krajnich zafezi v elektroforetické vang jsem vlozila boéni plastové
sttny a do vzniklého prostoru nalila rozpusténou agarézu. Do agardézy jsem
napipetovala 5 ul ethidium bromidu a pomoci $pi¢ky diikladn€é rozmichala do celého
objemu. Do vnitinich zafez v elektroforetické vané jsem vlozila hiebeny a nechala
agarozu ztuhnout asi 15 minut. Poté jsem do vany nalila nafedény TBE pufr asi 0,3 cm
pod horni okraj vany a vyjmula hiebeny a plastové stény. Vzdy k 1 ul vkladaciho pufru
jsem pfidala 3 ul vzorku, promichala a napipetovala do vzniklych jamek po hiebenu.
Do jedné jamky jsem napipetovala 1ul DNA velikostniho standardu. Pfipojila jsem oba
vodiée ke zdroji elektrického napéti a zdroj zapnula. Rychlost pohybu vzorki
v elektrickém poli jsem kontrolovala sledovanim modrého barviva bromfenolové modfi
obsazeného ve vkladacim pufru. Po skonéeni elektroforézy jsem vypnula zdroj

elektrického napéti a odpojila vodice.

Koncentraci PCR produktu jsem stanovovala porovnanim intenzity prouzku PCR
produktu a prouzku jednoho z fragmentd velikostniho standardu, ktery mél velikost

pfiblizn¢ stejnou jako analyzovany PCR produkt. Vizualizace bylo dosaZeno
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pfitomnosti interkala¢niho ¢inidla ethidium bromidu v gelu, ktery v UV svétle sviti
oranzové. Podobné jsem urcovala i koncentraci vyizolované DNA porovnanim s DNA

0 znamé koncentraci.

Dale jsem pouzivala tuto metodu k ur€eni velikosti PCR produktu porovnanim
rychlosti jeho pohybu v elektrickém poli s fragmenty DNA velikostniho standardu

o znamych délkach.
3.2.5 Polymerazova fetézova reakce (PCR) a tvorba heteroduplext

Do PCR smési o vysledném objemu 10 ul jsem napipetovala PPP Master Mix +
Mg®*, PCR H,O0, ptislusny levy primer a pravy primer a 100 ng DNA (1, 2 nebo 3 ul
DNA nafedéné na koncentraci 100, 50 nebo 33 ng/ul) (tab 3.2). V ptipadé¢ DNA
izolované ze skli¢ek nebo parafinovych fezli jsem davala do reakce 3 ul nefedéné DNA
a pokud byl vysledny PCR produkt nedetekovatelny pomoci gelové elektroforézy, PCR
reakci jsem zopakovala se 3 ul PCR produktu jako templatem. Smés jsem zvortexovala,
kratce zcentrifugovala a umistila do termocykleru, kde jsem spustila vybrany PCR

program (tab. 3.3).

PCR produkty jsem pak nanesla na elektroforeticky gel, abych zkontrolovala, zda
PCR produkt skute¢né vznikl, zda je spravné délky, zda neobsahuje vedlejsi produkty
azda v negativnich kontrolach bez DNA Zadny produkt nevznikl — tj. Ze nedoslo

ke kontaminaci nebo jiné chybé.

Slozka Objem Teplota| Cas |Poget cykli
PPP Master Mix + Mg 5ul 95°C | 5 min 1x
Primer left Tul (5 uM) 94°C | 30s

Primer right Tul (5 uM) 54°C | 30s 35x
Demi H,O 0-2 ul 72°C | 1 min

DNA templat 1-3 ul 72°C |10 min 1x
Celkem 10 ul 15°C {16 hod 1x

Tab. 3.2 SloZeni PCR smési Tab. 3.3 Teplotni program HET54
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Program HETS54 jsem pouzivala u PCR pro markery K-ras, APC1, APC2,
TP53 exon7, TP53 exon8, D9S157, D9S171, D9S1748.

PCR program HET60 se 1isi od programu HETS54 pouze annealing teplotou, ktera
je uprogramu HET60 60°C. PouzZivala jsem ho u PCR pro markery D18S474,
D18S363.

PCR program HET61 se 1isi od programu HET54 pouze annealing teplotou, ktera
je uprogramu HET61 61°C. Pouzivala jsem ho u PCR pro markery TP53 exon$,
TP53_exon6.

U PCR produkti uréenych k heteroduplexni analyze v teplotnim gradientu

nasledoval program pro tvorbu heteroduplext (tab. 3.4).

Teplota| Cas | Pocet cykl
95°C | 8 min 1x
65°C | 60 min 1x
15°C | 16 hod 1x

R =0,1°C/s

Tab. 3.4 Heteroduplexni program HT8min

3.2.6 Sekvenovani Sangerovou metodou

Metoda slouZi ke zji§téni pofadi jednotlivych nukleotidi ur¢itého useku DNA. Je
zalozena na PCR namnoZeni vybraného useku genu s naslednou sekvena¢ni reakci,
pfi niz vznika smés rizné dlouhych fragmenti lisicich se navzajem o jeden nukleotid
(obr. 3.2). Tyto fragmenty, charakterizujici jednotlivé nukleotidy v sekvenci, jsou
detekovatelné pti elektroforetické separaci, naptiklad za pomoci kapilarni gelové
elektroforézy. Z potadi, v jakém jsou pii prichodu kapilarou detekovany laserem, se da

urcit pofadi nukleotidd v sekvenci.

PCR produkt:

sekvena¢ni produkty:

A

Obr. 3.2 Typy produktl vznikajicich pti sekvena¢ni reakci
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PCR produkt jsem nejprve enzymaticky piecistila, poté provedla sekvena¢ni reakci
a produkt odsolila. V kone¢né fazi jsem pouzila kapilarni gelovou elektroforézu
vyhodnotila pomoci pocitaovych programi Analyzer

a vysledky Sequence

a Sequencher.
3.2.6.1 Enzymatické precisténi PCR produktii

Piipravila jsem smés exonukleazy I (Exo) a alkalické fosfatazy (Sap) smichanim
obou enzymii v poméru 1:1. Do 0.2 ul PCR zkumavky s 10 ul PCR produktu
o koncentraci 20 ng/ul jsem napipetovala 0.75 ul Exo/Sap smési. Obsah zkumavky jsem
dikladné promichala pomoci $picky a kratce zcentrifugovala. Zkumavku jsem umistila
do termocykleru a spustila program EXOSAP (tab 3.5). Po skon¢eni programu jsem

zkumavky se smési uchovavala pii —20°C.

Teplota| Cas | Pocet cykla
37°C | 30min 1x
85°C | 15min Ix

Tab. 3.5 Program EXOSAP

3.2.6.2 Sekvenacni reakce

Do 0.2 ul zkumavky jsem namichala smés SEQ premixu a pfislusného

neznafeného primeru, pfidala pfe€istény PCR produkt (tab. 3.6), zvortexovala a kratce

zcentrifugovala. Poté jsem zkumavku umistila do termocykleru, kde jsem spustila
program SEQUEMBRI (tab. 3.7).

Tab. 3.6 Sekvena¢ni reakce

Slozka Objem Teplota| Cas | Poget cykli
SEQ premix 4 ul 96°C | 15s 1x
[Neznaeny primer lul (5 uM) 96°C | 15s
PCR produkt S5l 50°C 15s 35x
celkem 10 ul 60°C | 4 min

15°C | 16 hod 1x

Tab. 3.7 Program SEQUEMBRI
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3.2.6.3 Odsoleni sekvenacnich produkti

Sekvenaéni produkty je tfeba zbavit iontd a volnych nukleotidd, které jsou
neZzadouci pfi davkovani na kapilarni elektroforézu. Odsoleni sekvenaénich produktt

jsem provadéla pomoci gelové filtrace na sephadexu.

Z desticky pro odsolovani DNA (Sample desalting 96—well filter plate) jsem
odstranila izola¢ni lepici pasku a desticku 10 minut inkubovala pfi laboratorni teploté.
Pod desticku jsem izola¢ni péaskou pfilepila odpadni desticku, vyvazila
a zcentrifugovala 5 minut pfi 910 x g. Tim se odstranila pfebyte¢na voda
ze sephadexovych sloupec¢kt v jednotlivych jamkéach. K 10 ul sekvenaéni smési jsem
pfidala 10 ul deionizované vody, zamichala a cely objem nanesla do jamky
na sephadexovy sloupecek. Desti¢ku jsem umistila na sterilni 96—jamkovou desticku,
pfipevnila lepici paskou a vyvazila. Desticky jsem centrifugovala 5 minut pti 910 x g.
K precisténému sekvenaénimu produktu, ktery protekl do 96—jamkové desti¢ky, jsem

pak pted davkovanim na kapilarni elektroforézu ptidala 2 ul demi H,O.
3.2.7 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza se pouziva k separaci DNA fragmentll. Metoda je zaloZena
na pohybu nabitych molekul gelovou matrici v elektrickém poli. Gel slouzi jako
molekulové sito, takZe vetsi molekuly jsou pomalejsi. Znacené fragmenty DNA jsou

bé&hem pohybu v kapilate detekovany pomoci laseru a data dale zpracovéna.
3.2.7.1 Kapilarni elektroforéza sekvenacnich produktii

Odsolené a natfedéné sekvenacni produkty jsem rozpipetovala po 10 ul do 96—
jamkové desti¢ky. Na DNA analyzatoru jsem nastavila metodu pro sekvenaéni analyzu.
Desti¢ku se vzorky jsem 2 minuty inkubovala pfi 95°C, nasledné rychle zchladila,
vlozila do pfistroje a spustila analyzu. Po skonceni analyzy jsem data oteviela
v programu Sequence Analyzer a "hruba" data pfevedla do formatu abi. Tato data jsem

nasledné vyhodnotila v programu Sequencher.
3.2.7.2 Kapildrni elektroforéza v cyklujicim teplotnim gradientu

Princip kapilarni elektroforézy v cyklujicim teplotnim gradientu (CGCE) je

analogicky klasické elektroforéze v gelu obsahujici denatura¢ni gradient. K separaci
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fragmentl dochazi v dasledku jejich ¢asteéné denaturace vyvolané zvysujici se teplotou
béhem jejich migrace v gelu. U fragmentl s niZs§i denaturacni teplotou (heteroduplexy)
dochazi k vétSimu zadrZzovani v gelu v disledku c¢asteéného rozplétani jejich
jednofetézcl. Naopak fragmenty s vy$§i denaturaéni teplotou (homoduplexy) ziistavaji
v konformaci dvojsroubovice, kterd gelem hladce prochazi. Pti pouziti vicekapilarniho
systému se ukazuje jako idealni pouzit teplotni program, béhem kterého se teplota

periodicky zvysuje a sniZuje s frekvenci cca 1-3 x za minutu (MINARIK et al. 2003).

PCR produkty jsem po heteroduplexnim programu nafedila vodou 100x
a rozpipetovala po 10 ul do 96—jamkové desticky. Na DNA analyzatoru jsem nastavila
metodu pro analyzu heteroduplextt s cyklovanim teploty v kapildrach v intervalu
] minuty v rozmezi 2°C. Ptehled teplot pro jednotlivé markery jsou uvedeny
v tabulce 3.8. Desticku s PCR produkty jsem vlozila do pfistroje a spustila analyzu.
Po skon€eni analyzy jsem data oteviela v programu Genetic Profiler a vyhodnotila.
Vzorky, u kterych byl detekovan pouze jeden pik (pfedstavujici homoduplex
nemutované DNA) jsem vyhodnotila jako bez mutace (obr. 3.3), vzorek obsahujici ¢tyfi
piky (ptedstavujici homoduplex nemutované DNA, homoduplex mutované DNA a dva
heteroduplexy nemutované/mutované DNA) jsem vyhodnotila jako vzorek obsahujici

mutaci (obr. 3.4).

Marker Teploty (°C)
APCl1 50—48-50
APC2 50-48-50

TP53_exon5 52-50-52
TP53_exon6 52-50-52
TP53_exon7 54-52-54
TP53 exon8 54-52-54
K-RAS 50-48-50

Tab. 3.8 Ptehled teplot pro jednotlivé markery pii CGCE
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Obr. 3.4 Vzorek obsahujici mutaci

3.2.7.3 Kapildrni elektroforéza mikrosatelitii pro detekci LOH

Mikrosatelitni useky jsou ¢&asti periodicky se opakujicich kratkych sekvenci,
oznacované také jako tzv. short tandem repeats (STR). Po PCR amplifikaci je mozZné
tyto useky elektroforeticky rozdélit podle velikosti. ProtoZe pocet opakovani
se v jednotlivych alelach muze lisit (heterozygotni stav), lze po separaci rozlisit
mikrosatelitni Useky zjedné a druhé alely a sledovat i jejich relativni intenzity.
Pii vySetfovani alelickych deleci testem na ztratu heterozygozity jsou porovnavany
vzajemné poméry alel pomoci srovnani intenzit separovanych mikrosatelitnich

fragmentq.

PCR produkty pfipravené pro detekci LOH jsem nafedila vodou 100x
49



a rozpipetovala po 10 ul do 96—jamkové desti¢ky. Do jamek jsem pak pfipipetovala 1 ul
velikostniho standardu GMC GeneTrace 500 fluorescent DNA. Na DNA analyzatoru
jsem nastavila metodu pro fragmenta¢ni analyzu. Desti¢ku se vzorky jsem 2 minuty
inkubovala pti 95°C, nésledné rychle zchladila, vlozila do pfistroje a spustila analyzu.
Po skonfeni analyzy jsem data oteviela v programu Genetic Profiler a na zakladé
pfitomnosti pikti velikostniho standardu jsem vysledné piky zarovnala. Daéle jsem
odecetla velikosti pikii obou alel a to ve vzorku tkdné (alely jsem oznacila T1 a T2)
a v krevnim vzorku téhoz pacienta (alely jsem oznacila N1 a N2). Poté jsem spocetla
pomér vySky piku alel pro krevni a zkoumany vzorek podle vzorce (T1:T2) / (N1:N2),
kde T1 a N1 jsou vysky kratsich alel, T2 a N2 jsou vysky delSich alel (obr. 3.5, 3.6).
JestliZe se vypocteny pomér nachazel mimo interval (0,6;1,67), vysledek jsem stanovila

jako LOH (CANZIAN et al. 1996, LASSUS et al. 2001).
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4 Vysledky

4.1 Izolace genetického materidlu

Piehled jednotlivych typt vzorki, u kterych jsem provadéla extrakci genetického
materialu, je uveden v tabulce 4.1. Celkem se jednalo o 101 krevnich vzorkd a 149
tkanovych vzorki, zahrnujicich biopsie ziskané b&hem kolonoskopického vysetieni
tlustého stieva a resekaty ziskané béhem operativniho zakroku na slinivce. Kromé toho
jsem provadéla izolaci DNA ze 115 archivovanych preparati ve formé cytologickych
sklicek. Tyto byly v 76 piipadech zpracovany metodou laserové mikrodisekce

za ucelem maximalizace zachytu pfipadnych mutaci a pfedevsim LOH.

Typ vzorku Kolorektal| Slinivka | Celkem
Krev 25 76 101
Biopsie 103 0 103
Resekat 0 46 46
Cytologické skli¢ko 0 115 115
Celkem 128 237 365

Tab. 4.1 Ptehled jednotlivych typl vzorki, u nichz byla provedena izolace DNA

4.2 Kolorektilni karcinom
4.2.1 Piehled pacienti zahrnutych do studie kolorektalniho karcinomu

Vtomto projektu jsem analyzovala vzorky pacienti podstupujicich
kolonoskopické vySetteni. Celkem zde bylo zahrnuto 28 pacienti s polypem,
v kontrolni skupiné bez polypu bylo 30 osob. Vzorky S pacienti jsem neanalyzovala

z diivodu chybéjici dokumentace, netplnosti sady vzork nebo znehodnoceni vzorku.
4.2.2 Vyskyt mutaci geni APC, K-RAS, TP53

Piehled vysledkd vySetfeni somatickych zmén v polypu a jeho nejbliZz§im okoli
u pacientd s polypem a dale u pacientd zahrnutych do kontrolni skupiny je uveden

v tabulce 4.2. OranZové je oznaCena senzitivita testu, modie jeho specificita.
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yp vzorku [Vysledek APC | % APC |K-RAS|% K-RAS| TP53 | % TP53
Pozitivni 3 12% 8 31% 1 4%
Polyp Negativni 23 88% 18 69% 25 96%
Nevyhodnotitelné 2 2 2
Pozitivni 0 0% 0 0% 0 0%
Okoli polypu [Negativni 27 100% 27 100% 27 100%
Nevyhodnotitelné 1 1 1
Pozitivni 0 0% 0 0% 0 0%
K ontrolni
_ Negativni 28 100% 28 100% 28 100%
skupina
Nevyhodnotitelné 2 2 2

Tab. 4.2 Prehled vysledki vySetfeni somatickych zmén u pacientil s polypem a pacientil v kontrolni
skuping

U 3 pacientti jsem nalezla v polypu somatickou mutaci genu APC, coz pfedstavuje
12 % ze viech pacientd spolypem. U 2 pacientd spolypem byly vysledky
nevyhodnotitelné. V okoli polypu u téchto pacientd i u pacientti v kontrolni skupiné
jsem zadnou somatickou mutaci nedetekovala. V okoli polypu se nedaly vyhodnotit

vysledky u 1 pacienta, v kontrolni skupiné u 2 pacientt.

U genu K-RAS byl geneticky test pozitivni u 8 pacientt, tj. u 31 % ze vSech
pacientl s polypem. V okoli polypu u téchto pacientli i u pacienti v kontrolni skupiné
jsem zadnou somatickou mutaci nedetekovala. Poéty nevyhodnotitelnych vzorkt jsou

stejné jako u genu APC.

Mutaci genu TP53 jsem prokéazala u 1 pacienta v exonu 6, coZ pfedstavuje 4 % ze
vSech pacienti s polypem. V okoli polypu u téchto pacientli i u pacienti v kontrolni
skupiné byl vysledek negativni. Poéty nevyhodnotitelnych vzorkd jsou stejné jako
u genu APC. U 9 pacientli jsem nalezla v polypu somatickou mutaci alespori jednoho
zgeni APC, K-RAS a TP53, coz piedstavuje 35% ze vSech pacientd s polypem.
V okoli polypu u téchto pacientdi i u pacienti v kontrolni skupiné jsem Zadnou
somatickou mutaci nedetekovala. Po¢ty nevyhodnotitelnych vzorkt jsou stejné jako

u samotného genu APC.

V tvodu projektu jsem ovéfovala moznost identifikace nalezenych mutaci DNA

sekvenovanim. Celkem jsem provedla 15 takovych sekvenaci zahrnujicich: 1 K-RAS
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pozitivni kontrolu, 1 K-RAS negativni kontrolu, 6 K-RAS vzork se zachycenou mutaci
a dale 1 APC pozitivni kontrolu, 1 APC negativni kontrolu a 1 vzorek z polypu
se zachycenou APC mutaci. Z divodu nizké citlivosti sekvenovani (obr. 4.1-4.4),

(WILKENING et al. 2005) jsem dalsi vzorky takto neanalyzovala (viz 5§ Diskuze).

kodon 12 kodon 13

Obr. 4.1 Sekvenéni analyza genu K-RAS: kod6ny 12, 13 (GGT GGC) jsou bez mutace

kodén 12 kodén 13

j

:CTHEAG
dA 11

G:G CG T A
11 d1 AR T

D~

/

G>A

Obr. 4.2 Sekvenéni analyza genu K-RAS: v kodénu 13 je pfitomna mutace (GGC > GAC)
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kodon 12 kodon 13
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Obr. 4.3 Sekventni analyza genu K-RAS: v kodénu 13 je ptitomna mutace (GGC > TGC)

kodén 12 kodon 13
2 THMG T G GCCG T
d A J1A1JdddnN

A
T

G>T

Obr. 4.4 Sekven¢nf analyza genu K-RAS: v kod6nu 12 je pfitomna mutace (GGT > TGT)

4.2.3 Srovnani vyskytu mutaci gend se stupni displazie polypu

V tabulkéach 4.3—4.5 jsou pro jednotlivé stupné displazie polypu uvedeny &etnosti
a relativni Cetnosti vyskytu somatickych mutaci genu APC, K-RAS a TP53, tabulka 4.6
dava ptehled vyskytu somatickych mutaci alesponi jednoho z vySe uvedenych geni

pro jednotlivé stupné displazie polypu.
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Stupen displazie Pozitivni |% pozitivni | Negativni |% negativni
74dna 0 0% 6 100%
Mirna 0 0% 5 100%
Mirna az stiedni 2 25% 6 75%
Stredni 1 33% 2 67%
Stredni az t¢zka 0 0% 3 100%
Tézka az karcinom] 0 0% 1 100%
Celkem 3 12% 23 88%

Tab. 4.3 Srovnani vyskytu mutaci genu APC se stupni displazie polypu

Stupeni displazie Pozitivni | % pozitivni| Negativni |% negativni
74dna 1 17% 5 83%
Mirna 1 20% 4 80%
Mirna az stiedni 3 38% 5 63%
Stredni 2 67% 1 33%
Stredni az té¢zka 1 33% 2 67%
Tézka az karcinom 0 0% 1 100%
Celkem 8 31% 18 69%

Tab. 4.4 Srovnani vyskytu mutaci genu K-RAS se stupni displazie polypu

Stupen displazie | Pozitivni |% pozitivni| Negativni |% negativni
Z4dna 0 0% 6 100%
Mirna 0 0% 100%
Mirna az stfedni 0 0% 8 100%
Stredni 0 0% 3 100%
Stredni az t€zka 1 33% 2 67%
Tézk4 az karcinom| 0 0% 1 100%
Celkem 1 4% 25 96%

Tab. 4.5 Srovnani vyskytu mutaci genu TPS53 se stupni displazie polypu
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Stupeni displazie | Pozitivni |% pozitivni| Negativni |% negativni
Zadna 1 17% 5 83%
Mirna 1 20% 4 80%
Mirna az stfedni 4 50% 4 50%
Stredni 2 67% 1 33%
Stredni az té¢zka 1 33% 2 67%
T¢zka az karcinom| 0 0% 1 100%
Celkem 9 35% 17 65%

Tab. 4.6 Srovnani vyskytu mutaci alespoil jednoho z genii APC, K-RAS a TP53 se stupni

displazie polypu

Pro zjisténi souvislosti mezi stupném displazie polypu a vyskytem somatickych

mutaci jsem Zadny statisticky test nepouZila, protoZe polty pacienti v jednotlivych

skupinéach rozdé€lenych podle stupné displazie jsou pfili$ nizké.

4.2.4 Heterogenita mutaci v ramci jednoho polypu

U 11 pacient s polypem jsem méla k dispozici dvé nebo tii ¢asti téhoZ polypu.

U 27 % pacientt byly molekularné-biologické nalezy v riznych &astech stejného polypu

rizné, tj. polypy byly heterogenni (tab. 4.7). Zbylych 73 % vzorkl vykazovalo

v riznych ¢astech téhoz polypu stejné nalezy, tj. polypy byly homogenni.

Polyp Cast polypu Mutace
¢ast 1 K-RAS
Polyp 1
¢ast 2 Zadna
¢ast 1 K-RAS, TP53_exon7
Polyp 2
cast 2 TP53_exonS
cast 1 APC
Polyp 3
¢ast 2 K-RAS

Tab. 4.7 Ptehled nalezenych mutaci v riznych ¢&astech heterogennich polypti
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4.3 Karcinom pankreatu

4.3.1 Ptehled pacientli zahrnutych do studie karcinomu pankreatu

Do studie karcinomu pankreatu bylo zahrnuto celkem 110 pacientti, z toho 92

pacientd s kone¢nou diagnézou karcinom pankreatu a 18 pacientii s chronickou

pankreatitidou (zanét) tvofilo kontrolni skupinu.

4.3.2 Vyskyt somatickych mutaci genti K-RAS a TP53 a LOH 9p al8q

Piehled vysledku vySetfeni somatickych zmén u pacientt s karcinomem pankreatu

a zanétem slinivky je uveden v tabulce 4.8. OranZové je oznaena senzitivita testu,

modte jeho specificita.

K-RAS TPS53 LOH9p|{ LOH LOH 18q

Vysledek K-RAS | (%) TP53 (%) |LOHO9p| (%) 18q (%)
g [Pozitivni 59 64% 21 23% 43 83% 40 80%
£ [Negativni | 33 | 36% | 69 | 77% | 9 17% | 10 | 20%
'51 Nevyhodn. 0 2 40 42

[Pozitivni 0 0% 0 0% 4 33% 4 44%
% [Negativai | 18 | 100% | 18 | 100% | 8 | 67% | 5 | se%
N Nevyhodn. 0 0 6 9

Tab. 4.8 Prehled vysledki vy$etfeni somatickych zmé&n u pacientti s karcinomem pankreatu a zanétem
slinivky

Z 92 pacienti s koneénou diagnézou karcinom pankreatu jsem u 59 pacienti
(64 %) detekovala somatickou mutaci genu K-RAS. U zbyvajicich 33 pacientt
s karcinomem pankreatu (36 %) byl nalez negativni, tj. nebyla nalezena somaticka
mutace. VSech 18 pacientli se zanétem slinivky (kontrolni skupina) mélo vysledky

molekularné-biologického testu pro gen K-RAS negativni.

21 pacientld s karcinomem pankreatu mélo pozitivni vysledek vysetfeni mutace
genu TP53 (23 %), u 69 pacienti (77 %) jsem somatickou mutaci tohoto genu
nedetekovala. Vzorky dvou pacienti nebyly vyhodnotitelné. V kontrolni skupiné

pacientu se zanétem slinivky byl vysledek u vSech 18 pacientd negativni (100 %).

Deleci 9p jsem nalezla ve 43 ptipadech (83 %) pacienti s karcinomem slinivky,
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v 9 ptipadech (17 %) byl nalez negativni. Pro 40 pacientl s karcinomem pankreatu jsem
vysledky nemohla vyhodnotit. Nejcastéj§im divodem byl homozygotni stav
u sledovanych STR markerti, v mens$i mife pak nejednotny vysledek pfi porovnavani
signald alel u riznych markert téhoz chromosomu. U 4 pacientd se zanétem slinivky
jsem detekovala ztratu 9p ve 4 ptipadech (33 %) a u 8 pacientd byl vysledek testu LOH
negativni (67 %). U 6 pacientl byly vysledky testu nevyhodnotitelné.

V 18q jsem zjistila LOH u 40 pacientd skarcinomem slinivky (80 %),
u 10 pacientt (20 %) ztrata heterozygozity detekovana nebyla. Pro 42 pacientd nemohly
byt vysledky testu LOH vyhodnoceny. V kontrolni skupiné méli 4 pacienti (44 %) test
pozitivni a 5 negativni (56 %). U 9 pacientli byly vysledky nevyhodnotitelné.

4.3.3 Srovnani vyskytu somatickych mutaci genu TP53 podle exontd

V ramci vySetfeni somatickych mutaci genu TP53 jsem analyzovala rozsah exond
5-8, vysledky jsou v grafu 4.1. Somatickou mutaci genu TPS53 jsem detekovala
u 21 pacientli s karcinomem pankreatu, ztoho u 4 pacienti vexonu 5 (19 %),
u 5 pacienti v exonu 6 (24 %), v 5 pfipadech se mutace nachazela v exonu 7 (24 %)

a v 7 ptipadech byla mutace v exonu 8§ (33 %).

Poéet mutacii
O =~ N W dHh O O N ©

Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8
Exon

Graf 4.1 Srovnani vyskytu somatickych mutaci genu TP53 podle exonti
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4.3.4 Potvrzeni vysoké citlivosti diagnostiky karcinomu pankreatu pfi kombinaci

cytologického vysetieni (FNAB) a molekularné-genetického testu

U skupiny pacientd (77) s kone¢nou diagndzou karcinom pankreatu, ktera byla
potvrzena dal$im sledovanim vyvoje onemocnéni, byl vysledek cytologického vySetieni
v 66 piipadech pozitivni a u 15 pacienti byly vzorky nevyhodnotitelné. U této
podskupiny 15 pacientd bez diagndzy stanovené cytologickym vySetfenim byl karcinom
potvrzen genetickym testem, kde jako pozitivni byl oznaen vzorek, ktery vykazoval
kteroukoli z mutaci (K-RAS, LOH 9p, LOH18q nebo TP53). Po tomto vyhodnoceni jiz
nebylo mozné vyhodnotit pouze 2 pacienty, ktefi vykazovali homozygotni stav

u sledovanych LOH markert.

U skupiny 6 pacienti s kone¢nou diagnézou zanét slinivky, byla tato diagnéza
v 5 ptipadech stanovena pomoci cytologického vySetfeni a v 1 ptipad€, kde cytologii

neslo vyhodnotit, byla doplnéna molekuldrné-genetickym testem.
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5 Diskuze

S.1 Izolace genetického materidlu

Izolaci genetického materidlu z tkatiovych vzorkti zahrnujicich biopsie tlustého
stteva aresekaty slinivky jsem provadéla standardni metodou s pie€isténim pies
kolonky (kapitola 3.2.2 Izolace DNA). Vysledna celkova dosazena uspé$nost odpovida
srovnatelnym pracim publikovanym v literatufe. Ve srovnani s klasickym fenol-
chloroformovym sraZenim je metoda precisténi ptes kolonky drazsi, av§ak soucasné je
velmi robustni a méné pracnd, a proto u rozsahlejSich projektii zahrnuyjicich stovky

vzorkl poskytuje nesporné vyhody.

Déale jsem provadéla izolaci DNA =z archivovanych preparati ve formé
cytologickych sklicek. V bunéénych natérech se Casto vyskytovalo jen malé mnoZstvi
bunék, navic jsem se snaZila o zachyceni co nejvét§iho podilu nadorovych bunék
stirdnim oblasti oznaCenych patologem, takze vytézky byly v nékterych piipadech
nizké. Presto se tato metoda ukazala jako vhodna pti kombinaci tohoto zpiisobu ziskéani

vzorki a nasledné analyzy DNA mutaci.

Na rozdil od detekce mutaci, které¢ je kvalitativnim stanovenim, je sledovéni
alelickych ztrat testem kvantitativnim, kde jsou mnozZstvi alel ve vzorku postizené tkané
porovnana s mnoZstvim odpovidajicich alel z perifernich leukocytti, kde se ocekavaji
ob¢ alely ve stejném mnoZstvi. Obecnym pravidlem pro pozitivni nalez LOH je Groven
signali alel v poméru minimalné 3:5, kde mensi intenzita odpovida ztracené alele
(CANZIAN et al. 1996, LASSUS et al. 2001). Vysledek tak muze byt ovlivnén
pfitomnosti zdravych nenadorovych bunék, které zakryji sniZeni signilu deletované
alely v buiikach nadorovych. Pro dosaZeni pfesnych odectl byl proto v pribéhu feseni
projektu pouzit laserovy mikrodisektor. Ukézalo se, Ze pomoci mikrodisektoru je mozné
vybrat skuteéné jen nadorové buriky a po nasledné genetické analyze obdrzet
prokazatelné vysledky pfitomnosti ¢i nepfitomnosti LOH. Tato jednozna¢nost vysledki
byla oviem dosaZena na UKor sniZzeného mnoZstvi biologického materidlu, ze kterého

bylo mozné izolovat DNA.

Pro ugely detekce LOH jsem také izolovala DNA z periferni krve. Zajimavé
zjisténi bylo, Ze pfi b&Zné eluci izolované DNA do stabilizaéniho pufru dochazi
k nereprodukovatelné variabilité poméru alel, a proto je tento postup pro LOH vy3etfeni
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nevhodny. Po sérii experimentl jsem zjistila, Ze optimalni zplisob eluce DNA je
do H,O, kde v nékolika paralelné zpracovavanych vzorcich zistal pomér alel
reprodukovatelné nezménén. Pti eluci izolované DNA do vody je vSak tfeba mit
na pamé&ti moznost jeji degradace, a proto veskeré nasledné kroky (PCR atd.) provadét

v pfimé navaznosti na izolaci.
5.2 Kolorektilni karcinom

U pacienti podstupujicich kolonoskopické vySetfeni jsem provadéla detekci
somatickych mutaci geni APC, K-RAS a TP53. Podle o¢ekavani jsem v biopsiich
z kontrolni skupiny zdravych osob ani ve tkani z nejbliz§iho okoli polypl u pacientt

zadnou somatickou mutaci nenalezla.

Ve vlastnich vzorcich polypd jsem detekovala somatické mutace vSech tii
sledovanych gent. Uvodni pokusy identifikovat nalezené mutace sekvenovanim
nepfinesly ocekavané vysledky, nebot ve vét§iné¢ piipadi se mi nepodatilo
sekvenovanim danou mutaci vibec zachytit. Jak bylo v literatufe nékolikrat popsano
(MINARIK et al. 2004, WILKENING et al. 2005), sekvenovanim je mozno zachytit
mutaci pouze v pfipadé€, Ze celkové mnozstvi mutovanych kopii je minimalné 30 %.
Z tohoto divodu jsem dale identifikaci mutaci neprovadé€la. Z hlediska klinického
dopadu byl dostacujici vysledek ve smyslu prosté pozitivity ¢i negativity hledané

mutace.

Vzhledem k nejvys§imu procentudlnimu zastoupeni somatickych mutaci genu K-
RAS by se mohlo na prvni pohled zdat, ze v ¢asnych stadiich kolorektalniho karcinomu
byva v prvni fazi mutovan pravé tento gen (graf 5.1). OvSem je tfeba si uvédomit,
Ze zatimco u genu K-RAS jsou mutace lokalizovany v jediném misté (hotspots
zahrnujici kodény 12 a 13) (BOS J. L. 1989, WALDMANN a RABES 1996), u genu
APC je rozsah mutované oblasti (mutation cluster region) znateln€ §irSi, a proto je
mozné, Ze n¢které mutace APC zlstaly neodhaleny. Pro nalezeni somatickych mutaci
genu APC jsem vysetfovala dva tseky exonu 15, kde dochazi ke genetickym zménam
nejéastéji (BEROUD a SOUSSI 1996). Pokud si uvédomime, Ze délka genu, kde
by mohlo dojit k somatické mutaci, nékolikanasobn¢ prevySuje délku analyzovaného
useku, pak miZeme ptedpokladat i vyrazné vét§i skutecny podil somatickych mutaci

tohoto genu. Ziskany vysledek tedy zcela nevylucuje moznost, Ze dochazi nejprve
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ke genetickym zménadm genu APC a poté k somatickym mutacim genu K-RAS, jak
se predpoklada i v tzv. Vogelsteinové modelu (HEROLD 2000, BOLAND 2002). U
genu TP53 mutace u kolorektalnich karcinomid v 90 % postihuji exony 5-8
(http://p53.free.fr), které jsem vySetfovala. Nizké procento nalezenych somatickych
mutaci genu TP53 mohu spojovat s pozd€j$im nastupem vzniku mutaci tohoto genu
ve vyvoji kolorektalniho karcinomu, coZ opét odpovida vyse uvedenému modelu, nebot’

vySetfovany byly adenomy, tedy prekurzory, nikoli rozvinuta stadia karcinomd.
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Graf 5.1 Procentudlni podil somatickych mutaci v polypech

Pti srovnani vyskytu somatickych mutaci genli se stupni displazie polypu nelze
pfimo testovat korelaci, protoZe ziskané poéty pacientd v jednotlivych skupinach
rozdélenych podle stupné displazie jsou piili§ nizké. Z grafu 5.2 procentuélniho
zastoupeni somatickych mutaci genu K-RAS u jednotlivych stupiit displazie polypu je
vSak patrné vzristajici tendence podilu polypl s mutaci K-RAS. ZvySujici se frekvence
je také patrna pti celkovém sledovani procentudlniho zastoupeni nalezenych mutaci
alesponi u jednoho z genit APC, K-RAS a TP53 (graf 5.3). Vezmu-li v uvahu vieobecné
uznavanou teorii o rozvoji nadorového onemocnéni v disledku postupné akumulace
genetickych zmén DNA (BOLAND 2002), mél by tento graf vykazovat v zavislosti
na pokroéilej§im stupni displazie rostouci ¢etnosti detekovanych somatickych mutaci

genu. NiZsi Getnosti mutaci v kategoriich pacientd se stfedni az té¢Zkou displazii a téZkou
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displazii az karcinomem jsou ziejmé zpUsobeny jiZ zmiflovanymi nizkymi poéty
pacientll v jednotlivych skupinach. Stejné lze jisté zdivodnit podobny stav u genu K-

RAS.

Somatickou mutaci genu TP53 jsem detekovala jedinou, a to v polypu se stiedni
az té¢Zkou displazii, coz odpovidad publikovanym udajlim, Ze ztrata funkce genu je
typickd pro ptechod od pozdniho adenomu k ¢asnému karcinomu (CALVERT
a FRUCHT 2002).
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Graf 5.2 Procentuélni zastoupeni mutaci genu K-RAS u jednotlivych stupiili displazie polypu
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Graf 5.3 Procentualni zastoupeni mutaci alespoii jednoho z genlt APC, K-RAS a TP53 u jednotlivych
stupiif displazie polypu
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Dal3im z nepfimych parametri pokrocilosti nadorovych procesii je i samotna
velikost polypu. U vétSich polypt jsem provadéla déleni a izolaci z jednotlivych ¢asti.
Pti té prilezitosti jsem po srovnani vysledkl vySetfeni vSech €asti téhoZ polypu dosla
k zajimavému zavéru, ze v kazdé ¢asti polypu je mozné identifikovat mutace odliSnych
genu a nebo rizné mutace t¢hoZ genu, neboli Ze je polyp z hlediska somatickych mutaci
heterogenni. Toto zjisténi odpovida vSeobecné uznavané teorii o postupné akumulaci
genetickych zmén v pivodné zdravé tkani vedouci ke vzniku nadorového onemocnéni

(BOLAND 2002).

V souvislosti s témito vysledky by jist¢ bylo pfinosné zabyvat se podrobnéji
moznostmi paralelnich vySetfeni vice €asti téhoz polypu z diivodu zjisténi prostorového
rozmisténi somatickych mutaci v polypu. Toto by mohlo pfispét k dikladnéjsimu
pochopeni jeho riistu a diferenciace a uplatnilo by se pfi technice odstranovani polypt
bé&hem kolonoskopického vysetfeni. Jeden ze zplsobi, jak studovat topologii polypu,
jsem jiz vyzkouSela na nékolika vzorcich — jde o analyzu fezd z archivovanych
parafinovych blo¢kd. Piestoze byla DNA vyizolovana z parafinu zna¢né degradovana
a vytézky byly nizké, tato metoda se ukdzala jako vhodna pfi kombinaci tohoto zptisobu
ziskani vzorkd a nasledné analyzy genetickych zmén pomoci vysoce citlivé metody

separace heteroduplexti v teplotnim gradientu (MINARIK et al. 2004).
5.3 Karcinom pankreatu

U bioptickych vzorkl a resekati jsem provadéla analyzu somatickych bodovych
mutaci genii K-RAS a TP53 a alelickych deleci chromozomu 9 a 18, kde se nachazeji
geny P16 a DPC4. U v8ech sledovanych pacienti bylo mozno na konci projektu
stanovit kone¢nou diagnézu (vétSinou na zakladé popitevniho patologického vySetieni)

a tim i ovéfit citlivost a specificitu testli provadénych v jeho prabéhu.

Procento nalezenych somatickych bodovych mutaci genu K-RAS u karcinomi
pankreatu (64 %) v podstaté odpovida udajim uvadénym v literatuie (75-90 %)
(WALDMANN a RABES 1996, ROBBINS a ITZKOWITZ 2002). DosaZend specificita
testu je 100 %, coz sice zcela neodpovida klasickému modelu, av§ak koresponduje
naptiklad s nedavnou praci japonskych autorit (TAKAHASHI et al. 2005). Tato vysoka
specificita nabizi vyuziti tohoto markeru napfiklad pro plo$né skriningové programy.
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U genu TP53 jsem provadéla analyzu exont 5-8, které predstavuji, stejné jako

u kacinomu kolorekta, pfiblizn¢ 90% vSech mutaci tohoto genu. (http:/pS3.free.fr)
V literatufe se uvadi, Ze u KP je gen TP53 inaktivovan v 50-75 % (BARTON et al.
1991, BEROZPE et al. 1994, PELEGATA et al. 1994, ROZENBLUM et al. 1997,
NAKAMORI ef al. 1998, HRUBAN ef al. 2001b, SEEMANN et al. 2004).
To znamena, Ze by 90 % z 50-75 %, tj. ptiblizn¢ 45-68 % karcinomu pankreatu mélo
obsahovat mutaci genu TP53. Podle mych vysledki ma 23 % pacientl s karcinomem
somatickou bodovou mutaci genu TP53. OvSem je tfeba si uvédomit, ze u dalSich
pacienti mohlo dojit k TP53 deleci, kterou jsem nevySetfovala. Vyskyt mutaci
v jednotlivych exonech genu TP53 vykazuje pomérné rovnomérné rozloZeni, coz také

odpovida udajim v literatufe (http://pS3.free.fr). Specificita testu predstavuje opét 100

%, neboli Zadny z benignich kontrol mutaci genu TP53 nevykazoval. Toto zji§téni neni

vzhledem k zavaZnosti poruch genu TP53 nijak ptekvapujici.

Vysledky vySetteni deleci kratkého ramene chromozomu 9, kde se nachazi gen
P16, vykazuji pomérné vysokou senzitivitu 83 %. Vyskyt LOH u benignich zanéta je
vSak na urovni 33 %, ¢imZ je sniZena jeho specificita. V literatufe se uvadi,
Ze u adenokarcinomu pankreatu je gen P16 inaktivovan pfiblizné v 95 %(BARTSCH et
al. 1995, HU et al. 1997). Tyto inaktivace jsou ve 40 % zpisobeny homozygotnimi
na druhé alele (CALDAS et al. 1994, ROZENBLUM et al. 1997, SCHUTTE et al.
1997). To znamena, Ze pokud by mé vysledky odpovidaly udajim v odborné literatufe,
méla bych pfi pouziti zvolenych metod ziskat priblizné¢ 40-80 % pozitivnich vysledka
v zavislosti na tom, zda pii izolaci DNA ¢i mikrodisekei byly zachyceny buriky,
kde byla deletovana jen jedna alela. Pokud by ziskany geneticky materidl pochazel
pouze z buné€k s chybé&jicimi obéma alelami (nebo s ptimési DNA zdravé tkan¢), LOH

bych nezjistila.

Pii vySetieni alelickych deleci 18. chromozému, kde se nachazi gen DPC4, jsem
ziskala 80 % pozitivit u pacientl s karcinomem pankreatu a 44 % u benignich zanéti.
Hodnoty senzitivity i specificity jsou tedy obdobné jako u 9p. Podle odborné literatury
je gen DPC4 inaktivovan v pfiblizné 55 % karcinomui pankreatu. Ve 35 % se tak d¢je
prostiednictvim homozygotni delece, ve zbyvajicich 20 % je jedna alela ztracena

a u druhé doslo ke genové mutaci (HAHN S. A. et al. 1996). Pii pouZziti zvolené metody
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bych tedy méla detekovat 20-55 % LOH.

Vysetfovani alelickych ztrat nepochybné piedstavuje vyrazné slozitejsi metodicky
problém ve srovnani s detekci bodovych mutaci. Kromé jiZ zminénych kvantitativnich
aspektl je dal$im problémem i fakt, Ze podminkou pro odecitani je heterozygotni stav
dané¢ho markeru. Z tohoto divodu je vzdy tfeba vySetfovat sadu né€kolika markera
najednou. V této praci jsem vySetfovala celkem 3 markery chromozému 9p a 2 markery
chromozému 18q. Jako hodnotitelny vysledek jsem oznacovala pouze vzorky, kde dva
z vySetfovanych markeri davaly shodnou odpovéd’. Z téchto diivodi byla nasledné
téméf polovina vzorkd nevyhodnotitelna. Pokud by na tento pilotni projekt navazoval
dal8i zaméfeny na plo$ny skrining, bylo by zfejmé& nutno pocet vysetfovanych markert
dale rozsifit. Z klinického hlediska je zajimavy relativné vysoky vyskyt alelickych ztrat
obou lokaci u benignich pankreatickych zanétli, ktery naznacuje stfedné pokrocily
stupefi vrozmezi stupiii modelu pankreatické neoplazie oznafenych jako PanIN-2
az PanIN-3. Vzhledem k absenci definovanych pozitivnich kontrol je vSak také tieba
vzit vuavahu moznost vyskytu faleSnych pozitivit v dasledku pouZitych
metodologickych postupii. Pfedevsim se jedna o vlastni izolaci genetického materialu,

naslednou amplifikaci a davkovani pfi kapilarni elektroforéze.

Jako hlavni klinicky vystup lze pouzit vyhodnoceni pozitivity vzorki
pfi sou¢asném posouzeni vice markeri najednou a jejich porovnani u malignich
karcinoma a benignich zanéti prezentovanych v grafu 5.4. Z tohoto vyhodnoceni je
zcela zretelny niZ$i podil vyskytu sledovanych somatickych abnormalit u chronickych

zanétl pankreatu ve srovnani s pankreatickymi karcinomy.

| OK-RAS MBLOHSp OLOH18q OTP53
i
|

-

Karcinom Zanét

Graf 5.4 Podil somatickych zmé&n u karcinomil a zanét slinivky
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U 11 pacientd byl k dispozici vzorek biopsie ziskany béhem diagnostického
vySetfeni 1 vzorek resekatu ziskaného béhem nésledné operace. U té€chto pacientl jsem
zjiStovala, do jaké miry si odpovida vysledek molekuldrné-biologického testu v obou
typech vzorki. U genu K-RAS byl molekularné-biologicky nalez shodny v 85 %,
u genu DPC4 byl shodny v 62 %, u genu P16 byl shodny v 38 % a u genu TP53 byl
shodny ve 100 %. Rozdily ve vysledcich pfislusnych ke vzorkiim jednoho pacienta
mohly byt zpiisobeny pfedev§im faleSnou negativitou u resekati, kde ¢asto mutace
nebyla zachycena. Nejpravdépodobnéj$im divodem byl fakt, Ze u biopsii bylo vySetieni
zaméfeno na disektované nadorové buriky, zatimco u resekati mikrodisekce provadéna

nebyla.

Na zavér jsem ovéfovala mozZnost zvySeni citlivosti diagnostiky karcinomu
pankreatu pfi kombinaci klasicky pouzivaného cytologického vySetfeni vzorkl biopsii
nabiranych tenkou jehlou (fine needle aspiration biopsy, FNAB) a molekularné-
genetického testu zaloZeného na sledovani pfitomnosti vybranych somatickych mutaci.
Cytologickd metoda obecné vykazuje vysokou miru citlivosti i senzitivity, av§ak 15—
25 % vzorkl zistava nevyhodnotitelnych (Prim. MUDr. Petr Hrabal, Histopatologické
oddgleni UVN Praha, osobni sdéleni). Na zakladé zde ziskanych vysledkd se ukazuje,
Ze pravé u skupiny vzorkl nevyhodnotitelnych cytologickym vySetfenim je mozné pro
stanoveni diagndzy s uspéchem pouzit molekularné-genetické vySetfeni pfi pouZiti
kombinace K-RAS, LOH 9p, LOH 18q a TP53 markerti. U této skupiny nedoslo
ani v jednom piipad¢ k nezachyceni karcinomu a pouze vzorky dvou pacientli ziistaly
i po molekularné-genetickém vySetieni jako nevyhodnotitelné vlivem negativniho
nalezu K-RAS anevyhodnotitelného vysledku LOH testd (napf. v dusledku
homozygozity pro vySetfované markery). Na zakladé tohoto vysledku se dvoustupriova
kombinace cytologického a molekularné-genetického vysetfeni ukazuje jako nadé&jna

metoda pro efektivni diagnostickou praxi.
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6 Souhrn

Podminky extrakce DNA z Cerstvych i archivovanych klinickych vzork jsem
optimalizovala pro néaslednou mutaéni analyzu pomoci vysoce citlivé multikapilarni
elektroforézy. Zjistila jsem, Ze pro ucely detekce LOH je optimalni zptisob eluce DNA
ziskané z periferni krve do H,0O, kdy pomérné kvantitativni zastoupeni obou alel
zustavd  reprodukovatelné  nezménéno. Laserova  mikrodisekce aplikovana
u archivovanych preparatt, jako jsou cytologicka skli¢ka nebo histologické parafinové
fezy, je velmi vhodnou metodou pro ziskani mutovanych bunék z preparatii ¢asnych

1ézi, kde je velmi maly podil nddorové tkan¢.

Ze vzorkd nadorovych tkani jsem vySetfila vybrané typy somatickych poruch,
zahrnujici bodové genové mutace aalelické delece hlavnich gend ucastnicich
se karcinogeneze. Celkem jsem b¢hem té€chto molekularné-genetickych vySetieni

provedla 2483 amplifikaci s naslednou analyzou PCR produkta.

Ziskané frekvence mutaci u pacientli podstupujicich polypektomii odpovidaji
ofekavanym hodnotdm, avSak pfimou korelaci Cetnosti nalezenych mutaci a fazeni
vzorkll podle stupné dysplazie potvrdit nelze zdivodu malych poéti pacientl
v jednotlivych skupinach. Neovéftila jsem tedy ani vSeobecné uvadény Vogelsteinliv
model progrese kolorektalniho karcinomu. Vyznamnym vysledkem je zjisténi
heterogenity rozloZeni mutaci v adenomatozni tkéni. V souvislosti s témito vysledky
by jisté bylo ptinosné zabyvat se podrobnéji molekularné-genetickou topologii polypu.
Znalost prostorového rozmisténi somatickych mutaci v polypu by pfispéla
k dikladné&jsimu pochopeni jeho ristu a diferenciace a uplatnila by se pfi odstrafiovani

polypt béhem kolonoskopického vysetteni.

Frekvence nalezenych somatickych mutaci vybranych gend ucastnicich
se karcinogeneze u pacientl s karcinomem pankreatu piiblizn¢ odpovidaji udajim
v odborné literatufe. Oproti puivodnimu zaméru nebyla patologem stanovena stadia
pankratické intraepitelidlni neoplazie (PanIN), a proto nebylo mozné porovnat vyskyt
somatickych mutaci s jejich histopatologickym obrazem ani ovéfit model progrese
karcinomu pankreatu (tzv. PanIN model). Velmi zajimava je vSak dosazena specificita
testu na detekci somatickych mutaci gent K-RAS a TP53, kterd je na rozdil od vétsiny

publikovanych udajia 100 %. Tento vysledek vSak miize byt do jisté miry ovlivnén
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relativné malym poctem pacientt v kontrolni skupiné benignich zanétu.

Potvrdila jsem vysokou citlivost diagnostiky karcinomu pankreatu pfi kombinaci
cytologického vySetfeni (fine needle aspiration biopsy — FNAB) a molekularng-
genetického testu na pfitomnost vybranych somatickych mutaci (bodovych mutaci
a alelickych deleci). Na zaklad¢ tohoto vysledku se dvoustupriovd kombinace
cytologického a molekularné-genetického vySetfeni ukazuje jako nadéjnd metoda
pro efektivni diagnostickou praxi. Ve svém disledku by prostfednictvim zkvalitnéni
diagnostiky méla ptispét k pozitivnimu ovlivnéni délky preziti pacienti a sniZeni

nakladu na lé¢bu.

Piedkladana prace pfedstavuje uceleny piehled moznosti molekuldrné-genetickych
vySetfeni v klinické praxi zaméfenych pfedevSim na detekci somatickych mutaci.
Ziskané vysledky odpovidaji sou¢asnym poznatkiim publikovanym v odborné literatuie.
Cast vysledkt byla prezentovana 18. 3. 2006 na piednasce ESCI v Praze: S. Suchének,
M. Zavoral, L. BeneSova, L. Kasperova, P. Hrabal, M. Mindrik: High-sensitive
detection of early somatic mutations in and around adenomatous polyps. Cast vysledki
bude prezentovana 8. 9. 2006 na VI. bménském pankreatologickém dni v Brné:
C. Salek, L. Benesova, L. Fantova, L. Kasperova, B. Bel§anova, V. Nosek, P. Hrabal,
E. Traboulsi, M. Minarik, M. Zavoral: Genové variace v ¢asném karcinomu pankratu —
vysledky prospektivni studie 120 pacientli. V soucasné dobé je dokoncovana publikace:
Salek C., BeneSova L., Zavoral M., Nosek V., Kasperova L., Ryska M., Traboulsi E.,
Minarik M.: Evaluation of clinical relevance of examining K-ras, pl6 and p53
mutations along with allelic losses at 9p and 18q in EUS-guided fine needle aspiration

samples of patients with chronic pancreatitis and pancreatic cancer.
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