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Abstrakt

Rakovina tlustého stfeva a kone¢niku (kolorektalni karcinom, CRC) patii mezi
zavazna a nejcastéji se vyskytujici zhoubna onemocnéni ve stiedni i zapadni Evropé€.
CRC je jedna z nejb&zngjsich piidin imrti na rakovinu v zipadnim svété. V Ceské
republice je tato choroba nejfrekventovanéjsim nadorovym onemocnénim.

CRC vdnesni dobé predstavuje jeden z nejlépe prostudovanych procest
Z pohledu molekularni genetiky, ktery otvird i moznosti pro vyzkum genetickych zmén
dalSich onemocnéni.

V této praci sledujeme frekvenci vyskytu mikrosatelitové instability (MSI) a
ztraty heterozygosity (LOH) v danych lokusech v souboru 121 pacientli pochazejicim
z Komplexniho onkologického centra v Novém Ji¢ing. MSI a LOH jsou dvé zékladni
piredpokladané cesty vzniku sporadickych forem CRC. MSI je dasledkem chybné
replikace ,,koktajicich* repetitivnich sekvenci v genomu, ktera je zptisobena mutacemi
v genech zodpovédnych za opravu téchto chyb. LOH zplsobuje vyrazeni funkce
klicovych, zejména tumor-supresorovych gend.

Pti analyse DNA ziskané z nddorové a nenddorové tkané pacienti a po jejich
vzdjemném porovnani jsme zjistili 32,23% frekvenci vyskytu MSI. LOH byla
detekovana s celkovou frekvenci 26,45%. Nejvice LOH bylo nalezeno v lokusu D5S346
(14,88%) a dale v lokusech D18S35 (9,92%), D5S299 (9,09%), D17S250 (2,48%) a
D2S123 (0,83%).

Ziskané vysledky viceméné koresponduji s vysledky publikovanymi v odborné
literatuie. Rozdily mezi nasimi a publikovanymi vysledky kromé objektivnich
skutecnosti vysvétlujeme velikosti analysovaného souboru a citlivosti pouzivanych
metod.

Nase vysledky budou dale vyuzivany a doplnény dalsimi analysami v Laboratofi
molekularni biologie P&R LAB a.s., kde nasSe prace vznikla. Laboratotf molekularni
biologie P&R LAB a.s. je soucasti Komplexniho onkologického centra v Novém Ji¢ing,

kde je problematika CRC feSena nejenom rutinné, ale i vyzkumné.

Kli¢ova slova: rakovina; tlusté stfevo; sporadicky kolorektdlni karcinom;

mikrosatelitova instabilita; ztrata heterozygosity; Fearon-Vogelsteintiv model.
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1. Uvod

Po nemocich kardiovaskuldrniho systému je ve vyspélych zemich rakovina
druhou nejCastéjsi pric¢inou umrti. Onemocnéni postihne pfiblizné¢ kazdého tfetiho
Clovéka. Z diivodu vysoké a stale zvysujici frekvence a zdvaznosti patti onkologicka
onemocnéni mezi nejveétsi zdravotni problémy.

Zvysujici se frekvence nadorovych onemocnéni mtize byt na prvni pohled
alarmujici. Rozvoj mediciny vyznamné prodluzuje vék populace, coz s sebou nese vetsi
naroky pro organismus na zachovani genetické stability 1 jeho delsi vystaveni
nezadoucim dopadiim prostiedi.

Vlivem chyb béhem replikace DNA dochazi v somatickych bunkach ke
kumulaci mutaci. S prodluzujicim se vékem mohou tyto mutace nabyt takového
mnozstvi, ze jejich kombinace mize vyustit ve vznik nadorového onemocnéni. Pti
frekvenci chyb jen pti samotné replikaci DNA 10™ na lokus na d&leni a odhadem 10%
bunéénych déleni v celém organismu za Zivot jsou vysledkem nepiesnosti v replikaci
tisice mutaci v genomu kazdé bunky. Ptipoc¢itame-li k tomu vznik mutaci ptisobenim
mutagent (pochazejicich z okoli) Ize konstatovat, ze zaté¢z organismu je vskutku
obrovska.

Vznik nadoru je tedy vysledkem akumulace rozdilnych genetickych a
epigenetickych zmén, které se objevuji na urovni chromosomii a DNA, coz se potom
odrazi ve zménéném expresnim profilu nadorové bunky. Tento vicekrokovy proces je
charakterisovan inaktivaci tumor-supresort, aktivaci protoonkogeni prostiednictvim
mutaci, ztratou alel nebo deficienci genti opravného mechanismu.

Zrozeni zivota a jeho zéanik jsou vzajemné se dopliujici pfirozené procesy.
Jakmile se jednou na tento svét narodime, mame predurceno, ze z né¢j budeme muset
jednou i odejit. Otazkou zistava, kdy to nastane a za jakych okolnosti to probéhne.

Molekularné genetickd diagnostika se na jedné strané stava nedilnou soucésti
mediciny a na druhé prohlubuje problémy se zachovdnim lékarského tajemstvi a
vyvolava vyznamné etické otazky, n€kdy i dokonce paniku ve spole€nosti. Nicméné
ziskané molekularné genetické a molekuldrné biologické poznatky pfinesly vyrazny
pokrok a nelze pochybovat o tom, ze obrovska investice do zakladniho a aplikovaného
vyzkumu nadort se vyplaci.

Tato prace si klade za cil odhalit, jakou mirou zasahuje poSkozeni MMR
systému sporadické formy CRC a jaky je podil ztraty heterozygosity na tomto procesu

tumorigenese. Krealisaci vyuzivime metody molekularni genetiky na analysu



vybranych osmi vysoce polymorfnich lokusti v genomu, ve kterych budeme sledovat a

vzajemn¢ porovnavat genotypy nadorové a nenddorové tkane.



2. Teoreticka ¢ast

2.1.  Anatomie, histologie a fysiologie tlustého streva
a konec¢niku

Tlusté stfevo je posledni usek travici trubice navazujici na posledni ¢ast tenkého
stfeva, ileum. Délka se pohybuje kolem 1,2 - 1,5 m, $ifka cca 4 - 7 cm. V tlustém stievé
za sebou nasleduji: caecum (stievo slepé), colon (tra¢nik) a rectum (konecnik).

Colon se déli na tyto casti: colon ascendens (tracnik vzestupny), colon
transversum (tracnik pficny), colon descendens (traénik sestupny) a colon
sigmoideum (esovita klicka). Mezi tseky trac¢niku jsou typicka ohbi: flexura coli
dextra (pravé ohbi) a flexura coli sinistra (levé ohbi).

Posledni usek stfeva v malé panvi vyuast'uje navenek otvorem zvanym anus (fit).

Obrazek 1 - tlusté stievo a jeho poloha viici tenkému stievu
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1) caecum s appendixem
2) colon ascendens

3) flexuracoli dextra

4) colon transversum

5) flexura coli sinistra

6) colon descendens

7) colon sigmoideum

8) rectum



Sténa tlustého stieva se sklada ze 4 vrstev charakteristickych pro travici trubici:
sliznice, podslizni¢ni vazivo, svalova vrstva a povrchova vnéjsi vrstva. Sliznice
tlustého stieva je bledd, zlutava, nenese klky a je kryta jednovrstevnym cylindrickym
epithelem. Jednotlivé bunky sliznice jsou enterocyty, poharkové buiiky, M-buriky,
chomackové buiiky, nediferencované (kmenové) builky a endokrinni buriky.
(CIHAK, 1988)

Colon ma dvé hlavni funkce, a to reservoarovou - skladovani stolice az do
defekace, a resorp¢ni - vstiebavani vody, sodnych kationtt a dalSich minerali. Do
tlustého stieva se denné dostava asi 1,5 1 tekuté traveniny, jeZ je koncentrovana a za
spolupiisobeni sttevnich mikroorganismti pfeménéna na stolici s obsahem pouze 60 -
120 ml vody.

Stolice je normalné¢ ze 75% tvofena vodou. Zbytek obsahuje 10 - 20%
anorganickych latek, kolem 30% mrtvych bakterii, 2 - 3% bilkovin, 10 - 20% tukt
z bakterii a oloupanych epithelialnich bunék, nerozlozenou hrubou vlakninu z potravy a
¢ast travicich st'av.

Bakterie $té€pi pomérné velké mnozstvi rostlinné vlakniny a jejich aktivitou
vznikaji i n¢které vitaminy (riboflavin, thiamin, kobalamin, vitamin K). Pfi zivotnich
pochodech vznikaji jejich ¢innosti nékteré plyny, jako je oxid uhli¢ity, vodik, methan,
sulfan.

Doba stievni pasaze je vyrazné ovlivnéna sloZzenim stravy. Pfechod
nestravenych castic od ileocaekalni chlopné po rectum trva obvykle 2 - 3 dny.
U Evropani s minimalnim podilem nestravitelnych slozek v potravé (celulosa,
hemicelulosa, lignin, pektiny apod.) i déle nez uvedeny primér a naopak u africkych
vesnicand, kde vldknina tvoii vétSinu objemu potravy, jen okolo 36 hodin. S tim souvisi
i vice nez Ctyfnasobna hmotnost jejich stolice, ktera dosahuje az 480 g. (GANONG,
1997, TROJAN et al., 2003)

2.2.  Biologické aspekty vzniku rakoviny

2.2.1. Charakteristické rysy rakoviny

Rakovinu lze definovat jako soubor ptiznakd, jejichz spoleénym znakem je
nekontrolovany rust bungk, ktery se vymyka koordina¢nim déjim v zivém organismu.
Tento proces, tedy preména zdravé somatické builky v nddorovou, se oznacuje jako
neoplasticka transformace.

Prestoze mnohé¢ detaily vzniku rakoviny zlstavaji nejasné, zakladnim poznatkem

je to, Ze nadory jsou vysledkem genetickych poruch. Ty vznikaji kumulaci mutaci



v protoonkogenech, tumor-supresorovych genech (viz ptislusné kapitoly) a celkové
naruSenim epigenetické rovnovahy.

Obecné se jako nador (Ci tumor, neoplasma nebo téz novotvar) oznacuje nova a
abnormalni tkan v mnohobunééném organismu, ktera se déli nekontrolovanym
zptisobem. Buiiky primarniho nadoru se $iii do okoli a utlacuji sousedni tkané,
prorustaji do cévniho a mizniho ob&hu a zakladaji nova loziska (metastase, sekundarni
nadory) ve zdravych tkanich a organech, jez jsou ve vice nez 90% ptipadl pri¢inou
smrti pacienta postiZzené¢ho tvorbou malignich nador.

Co do schopnosti metastasovat - infiltrovat se do jiné tkané a proliferovat v ni za
tvorby nového nadoru - se rozliSuji nadory benigni, tedy nezhoubné, které
nemetastasuji, jsou charakteristické pomalym rtstem potlacujicim rozsSifovani okolni
tkan¢, a dale nadory maligni, zhoubné, které se v téle $ifi metastasi a jsou vysledkem
fady po sobé jdoucich mutaci davajicich za vznik klonalni expansi bun¢k s riiznymi
mutacemi. (ROSYPAL, 2002)

Douglas Hanahan a Robert Weinberg popsali $est charakteristickych znaki drah,
které vedou k malignimu nadoru.

1. Nadorové bunky ziskavaji sobésta¢nost v signalisacich, které stimuluji déleni a
rust. V krajnim ptipadé miize bunka vytvofit positivni regulacni smycku tak, ze
reaguje na rustovy signal, ktery sama produkuje.

2. V normalnich bunkéach jsou faktory stimulace a inhibice bunééného rlstu
V rovnovaze, coz umoziuje regulovat bunécny rist. V nadorovych buikach
stimula¢ni drahy prevladaji.

3. Nadorové bunky se dokazi vyhnout programované bunééné smrti, apoptose (Viz
Gen TP53).

4, Nadorové bunky ziskdvaji neomezeny replikacni potencial. Pii kazdém
bunééném déleni dochazi ke zkracovani koncii chromosomi (telomer), jehoz
dusledkem je omezeni poctu déleni. Aktivita enzymu telomerasy, reversni
transkriptasy zodpovédné za prodluZzovani telomer, u diferencovanych bunck
klesa. Nadorové buiiky se dokézi omezenému poctu deleni vyhnout tim, ze
v nich dojde genovou nebo chromosomovou mutaci k obnoveni telomerasové
aktivity a tudiz k zisku neomezeného replika¢niho potencialu.

5. Nadorové bunky vyvinou zplsob jak se vyzivovat. Indukce riistu krevnich cévek
nadorovymi buiikami nazyvana angiogenese je klicovym krokem progrese do
maligniho nadoru. V nadorové tkani je rovnovaha indukujicich a inhibujicich
faktorti vychylena na stranu prvnich jmenovanych.

6. Nadorové bunky ziskaji schopnost pronikat do ostatnich tkani (metastasovat)
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a tim zalozit novy, trvaly a nakonec nékdy az lethalni vztah s mistnimi bunikami.
(SNUSTAD et al., 2009)

2.2.2. Mutace

Mutace je definovana jako jakakoliv zména v nukleotidové sekvenci nebo
v uspofadani DNA. (NUSSBAUM et al., 2004) Jedna se o nahodnou zménu. Pokud
genetické variability v populaci. Z hlediska popula¢né genetického mohou byt mutace
vyhodné, neutralni nebo Skodlivé. Z hlediska jedince zpusobuji Skodlivé mutace
zdravotni potiZe a mohou byt do konce i lethalni. (BODAY et al., 2009a)

Z hlediska Sir§itho mutace mizeme dé¢lit na genomové, které postihuji pocet
chromosomti, chromosomové, které méni strukturu jednotlivych chromosomi, a
genové, které pozménuji jednotlivé geny. (NUSSBAUM et al., 2004)

Pokud vznikne mutace vV zarode¢nych bunkach, mluvime 0 zarodecné
(germinalni) mutaci. V piipad¢, Ze se tato mutace prenese na potomka a neni lethalni
pied dovrsenim fertilniho v€ku (nebo neomezuje reprodukci), stdva se dédicnou.

Mutace vzniklé v jakékoli jiné bunice neZz v zarode¢né jsou somatické a nejsou
dédi¢né. Tyto sporadické mutace jsou vzacné spontanni, vétSinou indukované vnéjSimi
faktory - karcinogeny. (ROSYPAL, 2002)

2.2.3. Genetika nadoru

Z genetického hlediska rozliSujeme nadory dédicné (cca 5% vSech nadorli) a
sporadické (95% ptipadll). Sporadické nadory se objevuji v pokrocilejSim véku a
vznikaji v téch mistech v organismu, jako napi. epithelialni tkan¢, kde dochazi k casté
nahrad¢ bun¢k a tudiz k ¢astému déleni bunék a replikaci DNA.

Zdédéné germindlni mutace mohou piispivat ke vzniku dédi¢nych
(hereditarnich) forem rakoviny a davaji tak genetickou dominantni dédi¢nou
predisposici ke vzniku nadoru. Mutace somatické, které mohou ovlivnit vznik
sporadickych (nehereditarnich) forem rakoviny, zpisobuji vétsi procento vSech druht
rakovin. (ROSYPAL, 2002)

2.2.4. Polymorfismy

V kazdém useku nekodujici sekvence DNA dlouhém ptiblizné 1000 part basi se
najde primérné jen jeden par basi, ktery se mezi dvéma ptisluSniky populace li§i. Riizné
varianty urc¢ité sekvence DNA na urcitém lokusu jsou nazyvany alely.

Nachazi-li se jedna alela na vice nez 1% chromosomu v celé populaci, tvofi
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geneticky polymorfismus. Alely s frekvenci nizsi nez 1% v populaci jsou tzv. vzacné
varianty.

Polymorfismy v intronech, tj. nekédujicich sekvencich, nemaji vliv na funk¢nost
zadného genu, ale polymorfismy v kodujicich sekvencich (exonech) mohou vést k ostie
rozdilnym fenotyptim.

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP - single nucleotide polymorphism)
jsou odlisnosti dvou alel v jednom nukleotidu. Podskupinou SNP je RFLP (restriction
fragment length polymorphism, polymorfismus délky restrikéich fragmentt), kde
pritomnost SNP rusi nebo vytvaii §t€pné misto pro danou restrikéni endonukleasu.

Polymorfismy mikrosateliti jsou kratké variabilni oddily o 2 - 4 basich
opakujicich se 2 - 10krat za sebou. Kazda alela je definovana ¢islem repetic.

Polymorfismy minisatelitd, také nazyvané VNTR (variable number of tandem
repeats), jsou tvofeny tandemovou inserci nékolika kopii sekvence DNA o délce 20 az
500 part basi. (NUSSBAUM et al., 2004, PASSARGE, 2007)

2.2.5. Protoonkogeny

Protoonkogen je bunéény strukturni gen, jehoz produkt, protoonkoprotein, se
funk¢éné ucastni na stimulaci bunééného déleni a diferenciaci bunky. Ztrata ptivodni
funkce v téchto genech se nazyva aktivace protoonkogenu a muze k ni dojit mutaci
(genovou, chromosomovou), amplifikaci genu nebo inseréni mutagenesi v dusledku
inserce viru. Tato alelicka varianta protoonkogenu se nazyva onkogen a jeho produkt
onkoprotein. Onkogen ptsobi dominantné, tudiz jedna mutovand alela muze ptivést
buniku blize k maligni transformaci. Tyto mutace az na vyjimky nevznikaji
v zarodeénych burikach a tudiz nejsou dédi¢né. (ROSYPAL, 2002)

2.2.6. Tumor-supresoroveé geny

Tumor-supresorové geny (téZ antionkogeny) koduji proteiny, jejichz funkci je
inhibovat nebo brzdit bunéény rist a déleni. Poskozeni tumor-supresorovych gent
vyfazuje jeden nebo n€kolik kontrolnich bod bunééného cyklu.

Mutace supresoru mohou nastat v somatickych i v zarode¢nych bunkach. Na
rozdil od protoonkogenli, mutace v jedné alele tumor-supresorového genu nema plny
vliv na zménu fenotypu, ma tedy recesivni G¢inek. Jedna mutace, at’ uz zdédéna c¢i
somatickd, dava pouze predisposici k nadorové transformaci. Kompletni inaktivace
supresoru je realisovana ztratou heterozygosity (loss of heterozygosity - LOH),
hypermethylaci pivodni zdravé alely nebo jinymi vzacnymi zasahy. Tyto geny tedy

12



ptispivaji k malignit¢ az prostiednictvim ztraty funkce obou alel urcitého genu.
(ROSYPAL, 2002)

Tumor-supresory davaji vzniknout stejnym nebo podobnym fenotyptim riznymi
genetickymi mechanismy, rozd€luji se proto na tzv. gatekeepers - piimo zapojeny do
regulace bunééného cyklu nebo kontaktni inhibice ristu (napf. gen APC, TP53) a
caretakers. Ty se zapojuji do opravy poSkozeni DNA a udrzuji integritu genomu (napf.
hMSH2 a hMLH1). Vznik hereditarnich i nehereditarnich nadorovych onemocnéni
vysvétluje Knudsonova hypothesa dvou zasahti. (NUSSBAUM et al., 2004)

2.3. Karcinom tlustého streva a kone¢niku

2.3.1. Epidemiologie CRC

Kolorektalni karcinom se povazuje za zavazné civilisatni onemocnéni.
Celosvétova incidence je rozdilnd v zavislosti na vyspélosti dané zemé&, napt. Nigérie
3,4 onemocnéni na 100 000 obyvatel, USA 35,8 na 100 000 obyvatel. Z dosavadnich
studii jednoznacné vyplyva vyrazné vysSi vyskyt tohoto onemocnéni ve vyspélych
statech, coz miize byt spojeno se specifickymi stravovacimi navyky (viz Vliv prostiedi
na vznik CRC), stejné jako s nedostatkem pohybové aktivity, sedavym zptisobem
Zivota, obesitou a koufenim. (KYSELOVA & BODAY, 2009, VYZULA 2009)

V nasi populaci je CRC nejcastéjsim zhoubnym onemocnénim traviciho traktu a
soucasn¢ nejfrekventovanéjsi typem ndadorového bujeni u obou pohlavi. Incidence
tohoto onemocnéni se v CR od roku 1977 trvale zvySovala, od roku 2003 stagnuje a
mortalita dokonce mirné klesa (Obrazek 2, DUSEK et al., 2007), i piesto jsou Cesi na
pirednich mistech ve svétovych zebiiCcich: u muzi na druhém misté (Obrazek 3,
DUSEK, et al., 2007) a na sedmém misté u Zzen (Obrazek 4, DUSEK et al., 2007).

U muzl se vyskytuje Castéji neZ u Zen, a to obvykle po piekroceni 70. roku
zivota. Vincidenci lze také pozorovat jisté regionalni rozdily. Nejvyssi vyskyt je
zaznamenan v kraji Plzeniském a Jihoeském (Obrazek 5, DUSEK et al., 2007).
(VYZULA, 2009)

Obecné se da fici, Ze riziko vzniku nddoru piirozené¢ koreluje s rostoucim
vékem, protoZe se hromadi rizné genetické abnormality, starne imunitni systém, roste
celkové opotiebeni a klesaji celkové reservy organismu. Svoji roli hraji jak hereditarni
predisposice (viz dale), tak i vlivy prostiedi. (DIENSTBIER & STAHALOVA, 2009,
HOLCATOVA, 2011)

Cesta vedouci ke vzniku CRC je dlouhd a mimo exogennich faktord, jejichz
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podil na vzniku naddorovych onemocnéni obecné mize byt az 50%, je také ovlivnéna
»genetickym pozadim® organismu, ¢imz myslime napt. geny kodujici enzymy piisobici
béhem metabolismu xenobiotik (enzymy detoxikaéni faze I a II), kritickou individualni
kapacitu DNA opravy apod. Uplatiuji se zde polymorfismy i mutace, zvysujici, ¢i
snizujici aktivitu danych enzymi. (BODAY, 2011)

Obrizek 2 - ¢asovy vyvoj incidence a mortality CRC v CR
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Obrazek 4 - srovnani incidence CRC u ¢eskych Zen s ostatnimi zemémi svéta

C18-C21 - Tlusté strewvo a konecnik, Zeny

srovndni incidence w ER = ostatnimi zemémi svéta, pfepofet na 100 000 ozob
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Obrizek 5 - regionalni incidence CRC v CR
C18-C21 - ZN tlustého streva a kone¢niku - Incidence

potet pripadi na 100000 osoh v krajich za ohdobi 1977-2007
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Vyzivové zvyklosti hraji nesporné vyznamnou ulohu. Dlouho se diskutuje o

mnozstvi a pravidelnosti stravy, podilu zeleniny a ovoce, poméru mezi bilkovinami a

vlakninou, mezi Cervenym a bilym masem, o skladovani, konservaci potravin apod.

Vldknina ma velmi rozmanité chemické sloZeni, takZe pisobi na sliznici stfev rizné

v zavislosti na druhu. SniZzuje koncentraci ZluCovych kyselin a zvySuje frekvenci

vyprazdiiovani stiev. Celulosa zadrzuje vodu, ¢imZ roste objem stolice, zied'uje
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potencialni karcinogeny a snizuje dobu plsobeni karcinogenu na sliznici. Za mozny
protektivni faktor se povazuje konsumace rybiho masa diky pfitomnosti mastnych
kyselin v jejich tuku.

Nadmérné pozivani alkoholu usnadiiuje transport karcinogenii do kmenovych
bunék.

Dalsimi faktory zvysujicimi riziko vzniku CRC mohou byt sedavy zptsob zivota
a koufeni cigaret. Vyzkumy poukazuji na vyznamné zvySeni rizika pii koufeni vice nez
35 balickdl cigaret/rok u muzi. (DIENSTBIER & STAHALOVA, 2009, VYZULA,
2009)

2.3.3. Morfologie a klinicka stadia

Ptiblizné 90 - 95% malignich tumort traviciho traktu vychézi ze stfevnich nebo
zaludec¢nich epithelovych bun€k (karcinomy). Zhoubné nadory tra¢niku jsou odvozeny
témet vyluéné z jeho Zzlazového epithelu (adenokarcinomy) a vznikaji v pribéhu
dlouhého ¢asového obdobi 10 - 15 let. (JUNQUEIRA et al., 1997, ADAM et al., 2010)
Malé procento vznika bez prokazatelného stadia adenomu de novo kancerogenesi.
Kolorektalni karcinomy maji tvar polyposnich tutvart, které v rtizné mife infiltruji
sttevni sténu a pripadné ptilehlé okoli. Histologicky grading adenokarcinomu rozlisuje
3 kategorie: dobfe, stiedné a nediferencované karcinomy, coz ma prognosticky vyznam.
(ADAM et al., 2010)

2.3.4. Prevence, screening a kontrola rakoviny

Primarni prevence je sniZeni risikovych vlivii prostfedi, zména Zivotniho stylu a
je otazkou dlouhodobé intervence, prevazné v populaci détské a dorostové.

Sekundarni prevence kolorektalniho karcinomu je cilena na populaci
asymptomatickych jedincd, u kterych vzhledem k véku stoupa risiko vzniku tohoto
nadorového onemocnéni. Ve vétsing zemi, véetné Ceské republiky, se ve screeningu
pouziva vySetfeni okultniho krvaceni ve stolici (TOKS). Tato metoda je populaci
dobie akceptovana, levna a snadno proveditelna. Jedinci s positivnim nalezem absolvuji
kolonoskopické vySetieni k urCeni etiologie krevnich ztrat.

Dalsimi metodami jsou flexibilni sigmoideoskopie (FSS) a virtualni
kolografie, ktera vyuziva modernich zobrazovacich metod - pocitacové tomografie a
magnetické resonance. (ZAVORAL, 2007)

Terciarni prevence si klade za cil zachytit pfipadny navrat nadorového
onemocnéni po primarni lécbé, dispensarisace pacienti. (DIENSTBIER &
STAHALOVA, 2009)
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2.3.5. Terapie karcinomu tlustého stieva

Pro kolorektalni karcinom je zakladem lécby chirurgicka resekce samotného
nadoru a piipadnych solitarnich metastas. Totéz plati i pro lécbu recidivy nadoru.
Chemoterapie ma misto v adjuvantni a v paliativni 1é¢bé. Pouziti radioterapie je

omezeno na oblast rekta.

Chemoterapie

Jiz od roku 1957 je pilitem chemoterapie 5-fluorouracil (5FU). Chemoterapie 5-
fluorouracilem je velmi dobie tolerovana. Spektrum a intensita nezadoucich ucinkt

z&visi na zpiisobu aplikace, coz souvisi s odliSnym mechanismem w¢inku.

Biologicka lécba

V [é¢bé nddori exprimujicich EGFR je indikovana 1écba chemoterapii
v kombinaci s cetuximabem, coz je chimérickd monoklonalni protilatka zaméfena proti
receptoru epidermalniho rustového faktoru (EGFR). Nadprodukce EGFR je popisovana
ve vice nez 85% nadoru tlustého stfeva a konecniku. Cetuximab blokuje a inhibuje
funkci EGFR receptoru, ¢imz blokuje bunécénou proliferaci a indukuje apoptosu.

V soucasné dob¢ se jako predikator resistence na 1éCbu cetuximabem jevi pfitomnost
mutace K-Ras. (ADAM, 2010)

2.3.6. Dédicnost CRC

Vétsina karcinomi tlustého stieva (75-80%) patii mezi sporadické formy, Které
se objevuji v ptiblizn€ 90% piipadl po 50. roce véku.

Asi u 25% kolorektalnich karcinomt Ize vysledovat vyskyt v rodiné. Familialni
forma se vyskytuje s frekvenci 15-20% a svou roli zde hraji i stejné navyky Vv ramci
rodiny - napf. vyziva, koufeni a pohyb. Pouze asi 5% kolorektalnich karcinomu je
hereditarnich, jsou tedy zptisobeny vrozenou predisposici ve formé dédi¢né pienasené
genové poruchy. Charakteristicky je nizky vék pacienta v dob¢ diagnosy (pod 50 let).

Dosud byly podrobné popsany dva hlavni syndromy s predisposici ke vzniku
karcinomu tlustého stieva: familialni adenomatosni polyposa (FAP), Lynchiv
syndrom (HNPCC) a nékolik daldich vzacnych syndromi. (BODAY, 2011,
KYSELOVA & BODAY, 2009)
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Familialni adenomatosni polyposa (FAP), MYH asociovana polyposa
(MAP)

FAP je autosomalné dominantni onemocnéni s frekvenci 1/7000 narozenych.
Projevuje se vyskytem nékolika set az tisici adenomatosnich polypi podél tlustého
stieva, které se zacinaji tvofit mezi 40. - 50. rokem vé€ku jedince. U nemocnych s FAP
se objevuji nejen nadory tlustého stieva a konecniku, ale 1 kraniofacidlni osteomy,
epidermalni cysty, gastroduodenalni polyposy, nadory mozku, hepatoblastomy a
sarkomy. (EELES et al., 2004) Jestlize nejsou v¢as odstranény, je zde témér 100%
pravdépodobnost, Ze se posléze jeden z nich vyvine v maligni tumor.

Pfic¢inou FAP je zdédéna mutace tumor-supresorového genu APC (viz Gen
APC). Druhd mutace vznikne somaticky.

Ptiznaky podobné FAP zptsobuje i zarode¢na mutace v genu MYH (viz Gen
MYH), pak se toto onemocnéni nazyvd MYH asociovand polyposa (MAP). Nadory
postizenych pacientti vykazuji somatickou transversi zpusobenou 8-0x0-7,8-dihydroxy-
2’-deoxyguanosinem (8-0xoG) v genu APC, jenz se timto zasahem stava nefunkéni. To
vysvétluje priznaky podobné FAP. (NUSSBAUM et al., 2004, ROSYPAL, 2002,
SNUSTAD et al., 2009, STEKROVA et al., 2006)

Hereditarni nepolyposni kolorektalni karcinom (HNPCC)

Lynchtiv syndrom je nejCastéjsi hereditarni predisposici pro vznik karcinomu
tlustého stieva, nemocni s HNPCC tvoii asi 2% ze vSech nemocnych s kolorektalnim
tumorem. Primérny vék nemocnych v dobé diagnosy CRC je 42 - 44 let, tedy o dvacet
let méné nez u bézné populace.

Karcinomu nepfedchazi mnohocetna polyposa jako u FAP. Kromé toho byva
U pacientll positivnich na HNPCC castéjsi vyskyt nddorti endometria, Zzaludku,
hepatobilidrniho traktu, tenkého stfeva, pankreatu, ovarii, ureteru, ledvinné panvicky a
mozku. (EELES, 2004)

Dnes zname né¢kolik gentl, jeZ jsou zodpovédné za vznik HNPCC. Jsou to
hMSH2 (lokalisace 2p16), hMLH1 (3p21), hMSH6 (2p16), hPMS2 (7g22) a hPMS1
(2931). V8echny tyto geny koduji dulezité proteiny, které se zucastni oprav chyb DNA,
tzv. mismatch repair proteins (viz MMR systém). Pro pacienty s Lynchovym
syndromem je typicka mikrosatelitova instabilita, ktera se vyskytuje s 90% frekvenci.
Pacienti s CRC spojenym s HNPCC mivaji lep$i prognosu s ohledem na stadium a vék

nez pacienti s FAP, coZ pravdépodobné souvisi s genetickou nestabilitou, ktera mlize
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vést ke zméndm uz v nadorové bunce, ktera neni kompatibilni s ristem nadoru.
(KREPELOVA et al., 2006, NUSSBAUM et al., 2004, ROSYPAL, 2002)

Juvenilni polyposa

Jde o autosomaln¢ dominantni onemocnéni s netuplnou penetranci a manifestuje
polypy v tracniku, tenkém stieve a zaludku. Nastup onemocnéni byva velmi ¢asny, a to
i pfed dovrsenim 10. roku véku. Zarode¢na mutace byva v pripad¢ této nemoci na
chromosomu 18g v genu SMAD4/DPCA4.

Peutz-Jaghersuv syndrom (PJS)

PJS je vzacné autosomdlné dominantni onemocnéni s nizkou penetranci. Je
charakteristické vyvojem polypu v gastrointestinalnim traktu a 95% pacientti s PJS miva
melaninové skvrny na rtech a tstni sliznici. Gen zodpovédny za vznik PJS byl objeven
v lokusu 19p13.3, jeho mutace se vyskytuje v fadé rodin. Koduje serin/threoninkinasu a
byl pojmenovan zkratkou LKB1 (n€kdy také STK11), je vyznamny pro signalisaci a
diferenciaci bunék. (EELES et al., 2004)

2.3.7. Vznik kolorektalniho karcinomu - Fearon-
Vogelsteiniiv model

V roce 1990 Fearon a Vogelstein presentovali dikazy o né€kolikastupiiovém
modelu formace sporadického kolorektalniho karcinomu. Tento model vyvoje
kolorektéalniho karcinomu z adenomovych polypt popisuje postupny vznik somatickych
mutaci u nékolika protoonkogeni a tumor-supresorovych geni. U protoonkogent
dochazi v dusledku mutaci k aktivaci, u tumor-supresorti naopak k deaktivaci (Obrazek
6). Tento model také predpoklada sekven¢ni akumulaci chyb, pii které k nékterym
mutacim dochdzi v ¢asné a k jinym v pozd¢jsi fazi transformace.

Geny, které jsou na pocatku této drahy, jsou tumor-supresorovy gen APC a
onkogen K-Ras. Tumor-supresor APC (viz Gen APC) koduje protein s funkci bunééné
adhese a byva mutovan u témét poloviny sporadickych nadort kolorekta, pticemz
mutace nastavaji vétSinou v jinych oblastech nez pii FAP. Mutace K-Ras
protoonkogenu, jehoz produkt se ucastni intracelularni signalisace, jsou detekovany u
40 - 60% sporadickych kolorektalnich karcinomul.

Typickym projevem v pozdni fazi vyvoje jsou delece na chromosomu 18q v
oblasti genu DCC. Poslednim z geni mutujicich dle tohoto modelu je tumor-supresor
TPS3, ktery kdduje transkripéni faktor, ktery ma zasadni funkci pfi regulaci bunééného
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cyklu a pfi apoptose. Finalni fazi Fearon-Vogelsteinova modelu je nekontrolovany rust
buné€k a vznik metastas.

Béhem dvaceti let se Fearon-Vogelsteiniv model doplnil a upfesnil. Byly
odhaleny dalsi geny a mechanismy c¢astnici se kancerogenese CRC, které zapadaji do
koncepce tohoto modelu. (MINARIK & MINARIKOVA, 2005)

Genomova a epigeneticka instabilita je hlavnim charakteristickym znakem
kolorektalni karcinogenese. Pro kolorektalni karcinomy byly popsany nejméné ctyti
typy téchto instabilit, a to chromosomova instabilita (CIN), mikrosatelitova
instabilita (MSI), methylace CpG ostrova (CpG island methylator phenotype - CIMP)
a globalni DNA hypomethylace. (PRITCHARD & GRADY, 2010)

Obrazek 6 - Klasicky Fearon-Vogelsteiniv model kolorektalni karcinogenese

mutace APC
v
HYPERPLAZIE

ztraty alel na chromozomu 5

w
MIKROADENOIM

mutace K-ras

w
ADENOM

ztraty alel na chromozému 18
mutace DCC

w
VELKY ADENOM

ztraty alel na chromozomu 17
mutace p53

w
KARCINOMM

Mutace v nékterém dilezitém genu buiiky (napi. APC) vede k hyperplasii bunék sliznice, ke vzniku
polypti. Dalsi mutace (K-Ras) vedou Kk tvorbé postupné benigniho adenomu, dale sttedniho adenomu a
dalgiho, ktery je charakterisovany inaktivaci DCC. Ztrata funkce genu TP53 vede k malignimu

karcinomu.

Chromosomova instabilita

Je nejbéznéjsi formou genomové instability, 1ze ji identifikovat asi v 85% vsech

kolorektalnich karcinomt. Je definovana jako pfitomnost n¢kolika chromosomovych
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zmén nebo nekolika strukturnich aberaci. Navzdory vysoké frekvenci vyskytu CIN
zustavaji mechanismy zapficinujici vznik CIN v tumorové progresi stale neobjasnény.
Existuje dikaz ukazujici, Ze CIN podporuje progresi rakoviny zvySovanim diversity
klont. Z klinického hlediska je dulezité, ze tumory S CIN vykazuji Spatnou prognosu.
(PRITCHARD & GRADY, 2010)

Jednou z forem chromosomové instability je ztrata heterozygosity (loss of
heterozygosity - LOH), zminéna jiz u tumor-supresorovych genti. Pokud se v néjaké
somatické butice nachazi heterozygosita pro urcity tumor-supresorovy gen, muze byt
inaktivace tohoto tumor-supersoru realisovana ztratou druhé (zdravé) alely, tedy ztratou
heterozygosity. Tato udalost mize mit nékolik pii¢in, mezi néz patii nondisjunkce
(ztrata chromosomu se zdravou alelou), nondisjunkce spojena s duplikaci chromosomu
s aberantni alelou, mitoticka rekombinace, delece nebo bodova mutace. (ROSYPAL,
2002)

Mikrosatelitova instabilita

Mikrosatelitové nestabilni tumory (viz MMR systém), které tvoii 15%
sporadickych forem kolorektalnich karcinomti, vykazuji nestabilitu v mono- a
dinukleotidovych repetitivnich sekvencich DNA. Podle poctu lokust, ve kterych je
objevena mikrosatelitova instabilita, se nadory s MSI ¢leni na mikrosatelitové stabilni
(MSS), MSI-low (MSI-L) a MSI-high (MSI-H). Tumor je klasifikovan jako MSS tehdy,
kdyZ je MSI objevena v mén¢ nez 10% lokusi. V ptipadé MSI-L je to 10 - 29% lokust
a od 30% se klasifikuje jako MSI-H.

Na rozdil od CIN zakladni mechanismus MSI je relativné dobfe znam a obnasi
inaktivaci geni kodujicich MMR systém, bud’ aberantni methylaci nebo somatickou
mutaci. MSI-L nadory se 1i$i svymi klinicko-patologickymi vlastnostmi jen velmi malo
od MSS tumor a pravdépodobné vznikaji ztratou heterozygosity (LOH) v MMR
genech. Naproti tomu vysoky stupent MSI vypovida spiSe o vzniku epigenetickym
uml¢ovanim MMR systému methylaci. (PAWLIK et al., 2004, PRITCHARD &
GRADY, 2010)

Hypermethylace

Epigenetickd  instabilita v kolorektalni  karcinogenesi se  projevuje
hypermethylaci genovych promotort obsahujici CpG ostrovy (CpG island methylator
phenotype).
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Globalni DNA hypomethylace

Snizeni Grovn¢ methylace bylo nalezeno v mnohych CRC a je tésné¢ spojeno
s CIN tumory. Je ovSem nezbytny dal$i vyzkum pro uréeni méfitelnosti globalni DNA
hypomethylace, které by mé¢lo klinické vyuziti. (PRITCHARD & GRADY, 2010)

2.3.8. Kratky prehled genii souvisejicich se vznikem CRC

Gen APC

8500 basi dlouhy gen APC je lokalisovan na dlouhém raménku chromosomu 5
(5921 - 5g22), pticemz je jeho struktura organisovana do 15 exonti. (ROSYPAL, 2002)

Funkci proteinového produktu genu APC je vazat protein P-katenin, ktery se
nachazi v cytoplasmé. [B-katenin se pfirozené¢ vaze i1 k dalSim proteinim, vcetné
transkripénich faktort, které umoziuji piepis gend, jejichz proteinové produkty
podporuji bunécné déleni. Interakce s témito faktory jsou uptednostiiovany tehdy, kdyz
povrch buniky zasahuji signaly, jez ji podécuji k déleni. V nepifitomnosti téchto signala
tvofti protein pAPC komplex s B-kateninem, ktery je nasledné¢ odbouravan. Touto cestou
se koncentrace B-kateninu v cytoplasmé udrzuje na nizké urovni a B-katenin tak nemuize
interagovat s transkripénimi faktory, které vedou bunku k déleni. Buiky s mutovanym
pAPC ztraceji schopnost kontrolovat hladinu B-kateninu. Tim zlstavaji neustale ve
stavu déleni a mohou tvofit adenomy. (SNUSTAD et al., 2009)

Gen K-Ras

Protoonkogen K-Ras koduje monomerni G-protein s GTPasovou aktivitou, ktery
urcuje osud buiiky pfevzetim signalu z aktivovanych receptorti s naslednym predavanim
svym efektorim, ¢imz zplsobuje rozdilné bunééné odpovédi, jako je proliferace,
diferenciace a pfeziti bun¢k.

K-Ras protoonkogen (c-Ki-Ras-2) byl lokalisovan na chromosomu 12 v oblasti
12p12.1 a ma $est exontl. (BODAY et al., 2009b)

Protein Ras je ¢lenem velké rodiny malych GTP-vazajicich proteint s jedinou
podjednotkou. Ras funguje jako molekulovy pifepinac. Cyklicky prochdzi dvéma
riznymi konformaénimi stavy: aktivnim, kdyZ je navazan GTP, a neaktivnim, kdyz je
navazan GDP. Interakce s aktivujicim proteinem zptsobi vyménu GDP v molekule Ras
za GTP, tedy piechod do aktivniho stavu. Po chvili je Ras znovu vypojen hydrolysou
GTP na GDP. Ras je spfazen s receptorovou tyrosinkinasou kratkymi tseky spojovacich

proteintl, z nichZ posledni je protein aktivujici Ras.
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V aktivnim stavu zahajuje Ras aktivaci fosforyla¢ni kaskady, ve které se
postupné fosforyluje fada proteinkinas a signal se tak piendsi az po regulacni proteiny
ur¢itych genil, coz ovliviiuje jejich piepis. Vysledkem je zména v modelu genové
exprese. To muze stimulovat proliferaci bunék, prodluzovat preziti buniky, nebo fidit
diferenciaci bunky. (ALBERTS et al., 1998)

Mutanty obsahujici onkogen Ras nehydrolysuji GTP. Proto je v takovém ptipad¢
Ras protein v trvale aktivni GTP-vazané formé a neustale puisobi na cilové proteiny,

¢imz muzZe navozovat onkogenni proces. (ROSYPAL, 2002)

Gen DCC

Nachézi se na dlouhém raménku 18. chromosomu (18q21.1). Sestava z 29
exond, jeho proteinovy produkt se sklada z 1447 aminokyselin.

DCC-protein hraje dutlezitou roli coby adhesni molekula. Bunécné adhesni
molekuly zprostfedkovavaji ptenos signalu k diferenciaci buiiky. Ztratou DCC proteinu
se ziejmé zastavuje prenos signdlu k diferenciaci, coZ nuti buitku do deregulovaného
déleni. (KUBACKOVA et al., 2000, ROSYPAL, 2002)

Gen TP53

Je lokalisovan na chromosomu 17 Vv oblasti 17pl. Je dlouhy 20 000 basi a
sestavd z 11 exond. Protein p53 se nachazi ve vSech tkanich a jeho funkce je
mnohostrannd. Byl obrazné nazvan jako ,,strdzce genomu®, jelikoz chrani DNA pred
poskozenim radiaci a chemickymi kancerogeny. Ochrany genomu dosahuje tim, ze
koordinované zastavuje déleni buiiky se stimulaci oprav DNA a apoptosy. Inaktivace
tohoto genu vede K neoplastické transformaci a vzniku nadort rdzného typu.
Z rozmanitosti téchto naddorovych onemocnéni S mutovanym TP53 vyplyva, ze p53
neurcuje néjaky tkanoveé specificky déj, ale ma obecnéjsi a SirSi dosah tykajici se
regulace bunééného déleni. (ROSYPAL, 2002)

MMR systém (mismatch repair systém)

DNA polymerasa je enzym fungujici s vysokou piesnosti, frekvence chyb pti
replikaci DNA je 1 chyba na 10" vloZenych nukleotidii. Piesto ji viak nékteré chyby
uniknou a v DNA zistavaji nékteré nespravné se parujici nukleotidy. Opravou téchto
chyb se zabyva DNA MMR systém (DNA mismatch repair system). Tento systém
zvySuje presnost replikace asi 1000x. Kromé replikacnich chyb opravuje i chyby DNA
vzniklé kontinudlnim poSkozovanim z vnéjSiho prostiedi (UV zéafeni a jiné fysikalni
vlivy, mutageny, metabolity, radikaly apod.). (ALBERTS et al., 1998)
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Mezi MMR geny patfi naptiklad tyto: hMSH2 (2p16), hMLH1 (3p21), hMSH6
(2p16), hPMS2 (7922) a hPMS1 (2q31). Produkty téchto genti tvofi multienzymové
komplexy, které se jiz ptimo z(castnuji oprav DNA. (ROSYPAL, 2002)

Pokud jeden ztéchto genii zmutuje, je oprava chyby v DNA znemoznéna.
Dusledkem ztraty funkce tohoto opravného systému se az o tfi fady zvysi frekvence
vzniku mutaci v postizenych dcefinych bunkach. Pfimy dasledek pak zavisi na umisténi
dané mutace. Nespravné parovani nukleotidii se objevuje v prubéhu replikace DNA
hlavné v jednoduchych repetitivnich sekvencich, napt. mikrosatelitech. Postihne-li tuto
oblast genomu, nema funk¢éni vyznam, ale mizeme ji prokdzat molekuldrné genetickym
testem jako mikrosatelitovou instabilitu (MSI) v nadorové tkani. Postihne-li mutace
kodujici oblast né€jakého genu, kde se takova citliva repetitivni sekvence vyskytuje,

miize to byt jeden ze stupiitl ke vzniku karcinomu. (KREPELOVA et al., 2006)
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3. Metodika a material

3.1.  Soubor pacientu

V této praci jsme analysovali metodami molekularni genetiky MSI a LOH u 121
pacientti. Kazdy pacient pted chirurgickym zakrokem podepsal informovany souhlas
umoznujici molekuldrné genetickou analysu s ndslednym zapojenim do aplikovaného
vyzkumu a anonymni publikaci vysledki.

Biologickym materidlem byla nadorova tkan (TU), nenadorova tkan (NT) a
nesrazliva krev.

Vzorky podrobené analyse v této praci byly ziskdny z Bioptické a cytologicke
laboratofe P&R Lab a.s., Oddéleni patologie, NsP Novy Ji¢in, pattici do Komplexniho
onkologického centra, Novy Ji¢in.

3.2.  Pouzivané metody

Ze vzorka nadorovych a nenadorovych tkani jsme isolovali DNA za pouziti kitu
QuickGene DNA Tissue Kit S (DT-S) (FUJIFILM Corp.) na membranach
s pomoci ptistroje FUJIFILM Quick-Gene 80.

U 11 pacientt, jejichz nenadorova tkan nebyla k disposici, jsme provedli isolaci
DNA z plné krve vysolovaci metodou za pouziti Kit Gentra (Quiagen, Germany).

Isolovana DNA byla nasledn¢ pouzita pro polymerasovou fetézovou reakci (PCR),
ktera byla provedena v termocykleru Biometra (Schoeller, Germany).

Analysa PCR produkti byla provedena za pouziti DNA ¢ipi na piistroji
Bioanalyzer 2100 (Agilent, USA) a pomoci denatura¢ni polyakrylamidové
elektroforesy.

Znafen¢ PCR produkty urcené pro fragmentacni analysu byly fragmentovany

Vv piistroji 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

3.3.  Sledované vysoce polymorfni lokusy

V této praci jsme analysovali 8 vysoce polymorfnich lokusti, za ucelem odhaleni
MSI a LOH. PouZzivané polymorfismy jsou doporuc¢eny na seznamt lokusii pro citlivou
a jasnou detekci a definovani MSI statusu organisacemi HNPCC Cancer Study Group in
Germany, American Joint Commission on Cancer a International Collaborative Group
on HNPCC. (BOLAND et al. 1998)
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Tabulka 1 - pirehled nami pouZivanych lokusu

Polymorfismus Lokus Blizko leZici gen
D5S346 5021 - 5922 APC
D5S299 5q15 - 5023 APC
D17S250 17q11.2 - 17912 BRCAL lokus
D25123 2p21 - 2p22 hMSH2
D18S35 18021.1 - 18q21.31 DCC
BAT25 4912 intron genu KIT
BAT26 2pl6 intron genu hMSH2
BAT40 1p13.1 intron genu HSD3B1

Polymorfismy BAT25, BAT26 a BAT40 jsou mononukleotidové repeaty (A)n.
Zbyvajici polymorfismy jsou dinukleotidové repetice (CA)n.

3.4.

Na zékladé¢ porovnani genotypu ziskanych po molekularné genetické analyse

Zpisob hodnoceni

z nadorové a nenadorové tkané jsme urcili pfitomnost MSS (nador s mikrosatelitovou
stabilitou), MSI (nador s mikrosatelitovou instabilitou) nebo LOH (nador vznikly
ztratou heterozygosity).

Nadory, které vykazovaly MSI, jsme rozd¢lili do dvou skupin.

Nadory, ve kterych jsme nalezli MSI v jednom az dvou lokusech, byly oznaceny
MSI-L (low mikrosatellite instability - nizka mikrosatelitova instabilita).

Jako MSI-H (high microsatellite instability - vysoka mikrosatelitova instabilita)

byly oznaceny tumory, v jejichz DNA byla nalezena MSI ve tfech a vice lokusech.

3.5. Isolace DNA z tkané

(modifikovany protokol: Protocol QuickGene DNA tissue kit S (DT-S), FUJIFILM
Corporation, Tokio, Japan)
Priprava lysatu tkané
1. Homogenisovat asi 5 mg tkané pomoci skalpelu a pinzety. Vzorek pienést do 2
ml mikrozkumavky.
Ptidat 180 pl roztoku MDT a nasledné 20 pl EDT. Inkubovat pii 55 °C pfes noc.
(V pripad¢ nedostate¢ného rozpusténi tkan¢ 1ze zdvojnasobit mnozstvi MDT a EDT
v mikrozkumavce.)
2. Centrifugovat 3 min pti 10 000 rpm pii pokojové teploté.
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Odsat 200 pl lysatu do nové 1,5 ml mikrozkumavky a pfidat 180 pl LDT.
Vortexovat.

Inkubovat 10 min pti 70 °C.

Ptidat 240 ul 98% ethanolu.

Vortexovat. (Lysat 1ze v tomto stavu skladovat pii 4 °C a pied pokracovanim je

N o g bk~ oow

nutné jej temperovat pii 37°C cca 10-20 min.)
Isolace na pristroji
1. Kratce centrifugovat. Do stojanu pfistroje ptipravit odpadni nddobku a kasetovy
zasobnik (cartridge). Stojan postavit do piedni fady ptistroje (pro promyvani).
Cely lysat prenést do ptipraveného zasobniku ve stojanu pfistroje.
Ptistroj spustit a nechat bézet, dokud veskery obsah neprojde ptes filtr.
Do zéasobniku pipetovat 750 pl roztoku WDT.
Ptistroj spustit a nechat bézet, dokud veskery obsah neprojde ptes filtr.
Do zéasobniku pipetovat 750 pl roztoku WDT.
Pfistroj spustit a nechat bézet, dokud veskery obsah neprojde ptes filtr.
Do zéasobniku pipetovat 750 pl roztoku WDT.

© ©® N o gk wDd

Ptistroj spustit a nechat bézet, dokud veskery obsah neprojde ptes filtr.

[N
o

. Stojan pfesunout do zadni strany (pro eluci DNA).

. Do zésobniku piidat 100 ul roztoku CDT.

. Pfistroj spustit a nechat bézet, dokud veskery obsah neprojde ptes filtr.
. Genomickou DNA skladovat pti 4 °C.

el e
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3.6. Isolace genomické DNA z krve

(protokol Kit PUREGENE, Gentra, Qiagen, Diisseldorf, Germany)
DNA pacientt byla ziskana z 300 pl nesrazlivé krve s EDTA vysolovaci metodou.
Postup:
1. Pienést 300 pl krve do 1,5 ml mikrozkumavky.
2. Pfidat 900 pl RBC Lysis Solution, zamichat a inkubovat 10 minut pfi pokojové
teploté.
3. Centrifugovat pti 13 000 - 16 000 rpm/20 sekund.
4. QOdsat supernatant tak, aby nad peletem zistalo 10 - 20 ul tekutiny.
5. Ptidat 300 pl Cell Lysis Solution, zamichat a inkubovat 1 - 5 minut pti pokojové
teploté.
K precipitaci proteinti pfidat 100 pl Protein Precipitation Solution.
7. Vortexovat 20 sekund.
8. Centrifugovat pii 13 000 - 16 000 rpm/3 minuty.
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9. Prenést supernatant do mikrozkumavky obsahujici 300 ul 100% isopropanolu.

10. Obracet mikrozkumavku (50x) a sledovat srazeni DNA.

11. Centrifugovat pti 13 000 - 16 000 rpm/1 minutu.

12. Opatrné odsat supernatant.

13. Ptidat 300 pul 70% ethanolu.

14. Centrifugovat pti 13 000 - 16 000 rpm/1 minutu.

15. Opatrné odsat supernatant.

16. DNA vysusit pti 60°C n¢kolik minut.

17. Rozpustit DNA v 20 - 100 ul DNA Hydratation Solution (pfi rozpusténi ve 100
ul je koncentrace 100 pg/ml, celkové mnozstvi DNA je 5-15 pg).

3.7.  Polymerasova ietézova reakce vybranych
vysoce polymorfnich lokusu

3.7.1. Polymerasova retézova reakce S neznacenymi
primery

Sekvence pouzivanych primeru:

D5S346

Forward: 5>-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3’
Reverse: 5-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3’
D17S250

Forward: 5>-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3’
Reverse: 5-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3
D2S123

Forward: 5>-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3’
Reverse: 5>-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3’
D5S299

Forward: 5'-GCTATTCTCTCAGGATCTTG-3'
Reverse: 5'-GTAAGCCAGGACAAGATGACAG-3'
D18S35

Forward: 5-AGCTAGATTTTTACTTCTCTG-3'
5-CTGGTTGTACATGCCTGAC-3'

Zdroje sekvenci primert:
http://ajcp.ascpjournals.org/content/115/6/900.full.pdf
http://www.qub.ac.uk/neph-res/Methods/DN%20Screen%20methods/6000_Markers.xls
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PCR byla provadéna ve findlnim objemu 20 pl do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml.
Vedle master mixu byl ptipravovan navic jeden blank a jeden vzorek kvili ztraté pfi

pipetovani.
Tabulka 2 - sloZeni Master Mixu pro PCR

Master Mix pro 1 reakci

injek¢éni H,O 12,2 ul

pufr (10x) 2ul

MgCl, (50 mM) 0,6 ul

dNTPs (2 mM) (Bioline, England) 2ul

primer F (10 pmol/ul) 1wl

primer R (10 pmol/ul) 1l

Tag DNA pol (BioTag, Bioline, England) 0,2 ul

DNA (1 ul)

celkem (bez DNA) 20 pl (19 pl bez DNA)

3.7.2. Polymerasova retézova reakce se znacenym F
primerem pro fragmentacni analysu

Sekvence pouzivanych primeru:

BAT40:

Forward: 5’-TET-ATTAACTTCCTACACCACAAC-3’
Reverse: 5>-GTAGAGCAAGACCACCTTG-3’

BAT26

Forward: 5’-TET-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’
Reverse: 5’-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3’
BAT25

Forward: 5°-HEX-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3’
Reverse: 5’>-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3’

PCR byla provadéna ve finalnim objemu 20 pl do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml.

Vedle master mixu byl pfipravovan navic jeden blank a jeden vzorek kvili ztraté pti

pipetovani. F-primery byly fluorescenéné znaceny.
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Tabulka 3 - sloZeni Master Mixu pro PCR

Master Mix pro 1 reakci

injek¢éni H,O 12,7 ul

pufr (10x) 2ul

MgCl, (50 mM) 0,6 ul

dNTPs (2 mM) (Bioline, England) 2ul

primer F (10 pmol/ul) 1wl

primer R (10 pmol/ul) 1l

Tag DNA pol (BioTaqg, Bioline, England) 0,2 ul

DNA (0,5 ub)

celkem (bez DNA) 20 pl (19,5 pl bez DNA)

3.8.  Separace a analysa PCR produkti

3.8.1. Separace neznac¢enych PCR produktii na DNA cipech
- Agilent DNA 1000 Assay protokol

(protokol ptistroje Bioanalyzer 2100, Agilent, California, USA)
(analysované lokusy: D2S123, D5S299, DS346, D17S5250, D18S35)
Piiprava gel-dye mixu
Pouzivané roztoky chranit ptred svétlem.
1. Pfed manipulaci temperovat DNA Dye concentrate a DNA gel matrix pfi
pokojové teploté po dobu 30 min.
2. Vortexovat DNA Dye concentrate a ptidat 25 pl této latky do DNA gel matrix.
3. Vortexovat roztok a odstfedit kratce ke dnu a pifenést do filtratni jednotky
ptilozené mikrozkumavky.
4. Centrifugovat pii 2240 g + 20% na 15 min. Skladovat pii 4 °C.
Nanaseni gel-dye mixu na ¢ip
1. Gel-dye mix po vyjmuti z lednice pied pouzitim temperovat po dobu 30 min.
Vlozit novy DNA ¢ip do piipravné stanice.
Pipetovat 9 pl gel-dye mixu do otvoru oznageného @.
Nastavit pist pfipravné stanice na objem 1 ml a stojan uzavfit.
Pist stlacit aZ po zarazku.

Cekat 60 s, poté uvolnit zarazku.

N o oA w N

Cekat 5 s. Pomalu vytdhnout pist na objem 1 ml.
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8. Otevrit ptipravnou stanici a pipetovat 9 pl gel-dye mixu do 2 otvorti oznac¢enych
G .
NanaSeni markeru na ¢ip
1. Pipetovat 5 ul DNA markeru (ohraniCujici separacni prostor) do vSech 12 otvora
pro vzorky a do otvoru pro zebiik.
NanasSeni Zeb¥iku a vzorki na ¢ip
1. Pipetovat 1 pul DNA Zzebiiku (ladder - velikostni marker) do otvoru ozna¢eného
4.
2. Do ptislusnych otvori ¢ipu ocislovanych 1 az 12 nanést PCR produkty o objemu
1 pul (nebo 1 pl deionisované vody).
3. Cip vortexovat 1 min pti 2400 rpm (IKA MS 3 Vortexer, USA).
4. Cip vlozit do piistroje Agilent 2100 Bioanalyzer a spustit piistroj, za pouZiti
programu DNA 1000 series II.

3.8.2. Separace neznac¢enych PCR produktii v denturacni
polyakrylamidové gelové elektroforese (PAGE)

K déleni fragmenti po PCR byla pouzita vertikdlni elektroforesa za pouziti 8%
denaturaéniho polyakrylamidového gelu (7M, AA:NNBISA = 19:1). Analysované
lokusy: D2S123, D5S299, D5S346, D17S5250 a D18S35.
Postup:
1. Piipravit 1 litr zasobniho roztoku denatura¢niho akrylamidu.
SloZeni:
- 380 g akrylamid
- 20 g NN-bisakrylamid
- doplnit destilovanou vodou na 1 litr
2. Umyt a vylestit skla.
Sestavit aparaturu pro vertikalni elektroforesu.
4. Pripravit 8% pracovni roztok akrylamidu.
SlozZeni:
- 420 g mocoviny
- 200 ml 40% zé4sobniho roztoku akrylamidu
- 300 ml destilované vody
- 100 ml TBE pufru (10x)
- po rozpusténi doplnit destilovanou vodou na 1 litr
Na dva gely se pouzije 100 ml 8% pracovniho roztoku akrylamidu a ptida se:
- 200 pul TEMED (tetramethylenethylendiamin)
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- 200 pl APS (persulfat amonny)
Zbytek 8% pracovniho roztoku akrylamidu se skladuje do dalsiho pouziti

V lednici pfi teploté 4 - 8°C.

5. Roztok promichat a pipetou pomalu vlévat mezi skla aparatury. Poté vlozit
hieben pro vytvoreni $térbin. Nechat gel polymerovat.

6. Aparaturu vlozit do naddoby pro elektroforesu, zalit 1x TBE pufrem.

7. Po asi 20 minutach vytdhnout hiebeny a procistit jamky injek¢ni stfikackou s 1X
TBE pufrem.

8. Nanést vzorky za pouziti nanaSeciho pufru (bromfenolova modf a xylencyanol v
80% formamidu) v ur¢eném potadi.

9. Prtiklopit viko a pfipojit ke zdroji stejnosmérného napéti.

10. Spustit zdroj stejnosmerného napéti a nechat bézet asi 1,5 h pii 800 - 1200 V,
tak aby teplota gelu byla 50°C. Kontrolu teploty gelu provadét pomoci
teplotniho c¢idla.

11. Po skonceni elektroforesy vypnout zdroj stejnosmeérného napé€ti, rozebrat
aparaturu a vyjmout gel.

12. Gel dvakrat oplachnout destilovanou vodou v misce.

13. Pfenést gel do 300 ml Ccerstvé piipraveného fixaéniho roztoku (15%
methanol:0,5% kyselina octova v poméru 1:1).

14. Fixovat 10 minut na tiepacce.

15. Opléachnout destilovanou vodou (2 x 30 s).

16. Ptidat 300 ml 0,1% roztoku dusi¢nanu stfibrného a nechat plsobit asi 30 minut
na ttepacce.

17. Oplachnout dvakrat kratce v destilované vodé.

18. Kratce oplachnout v 300 ml 1,5% roztoku hydroxidu sodného.

19. Vyvijet ve vyvojce (300 ml 0,08% tetraboritanu disodného, 300 ml 1,6%
methanalu a 300 ml 1,5% hydroxidu sodného).

20. Pozorovat vyvijeni, po dokonceni vylit vyvojku a fixovat gel po dobu 30 min v

5% kyselin€ octové.

3.8.3. Analysa znacenych PCR produkti

1 ul PCR produktu se smichalo s 15 ul 80% formamidu a fragmentoval se na
sekvenatoru ABI-3100 Avant (Applied Biosystems, USA). Vysledky se analysovaly za
pouZiti software GeneMarker. Analysované lokusy: BAT 25, BAT 26 a BAT 40.
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3.9.  Vysledky

V souboru nasich 121 pacientd jsme nasli mikrosatelitovou instabilitu u 39
pacientii (32,23% z celku) alesponi v jednom ze sledovanych lokusti. U 15,70% naSich
CRC pacientt jsme urcili MSI-L. 16,53% tumord bylo diagnostikovano jako MSI-H
(viz Tabulka 5).

Nejcastéji se vyskytovala MSI v lokusu BAT 26. Bylo to u 25 pacientt
(20,66%). MSI v lokusu D5S299 se vyskytla pouze Sestkrat (4,96%) a je tak lokusem
s nejnizs§im vyskytem MSI (viz Tabulka 4). Celkovy vyskyt MSI je zahrnut v Grafu 2.

17 pacientu (14,05%) mé&lo MSI ve vSech tfech lokusech BAT (viz Tabulka 5).

U 82 pacientt (67,77%) nebyla prokdzana ani jedna mikrosatelitova instabilita a
byli oznaceni jako MSS (Tabulka 6).

32 pacienti (26,45%) ukazalo LOH alespon v jednom lokusu (Tabulka 7). 89
pacientt (73,55%) nemélo tedy ani jednu deleci.

U 7 pacientt (5,79%) se da piedpokladat rozsahla delece na 5. chromosomu,
protoze u nich byla objevena LOH v obou lokusech patého chromosomu (Tabulka 7).
Z toho u Sesti z nich nebyla nalezena ani jedna MSI.

Nejcastéji byl deletovan lokus D5S346. Stalo se tak v 18 ptipadech (14,88%).
Nejméné castym deletovanym lokusem byl D2S123. Byl deletovan pouze u jednoho

pacienta (Tabulka 4). Pfehled deleci v jedlotlivych lokusech je zpracovan v Grafu 3.
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Graf 2 - frekvence MSI
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Graf 3 - frekvence LOH
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Tabulka 4 - f