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1. Souhrn

Idiopatické stfevni zanéty a kolorektalni karcinom predstavuji v celosvétovém métitku zavazny
medicinsky a socio-ekonomicky problém. I pfes vyznamny pokrok v diagnostice téchto
onemocnéni v souc¢asné dobé neni dostupny specificky sérovy marker, ktery by umoznil detekci
rizikovych skupin pacienti. NaSe prace hodnotila vyznam vybranych proteinti S100 v séru
pacientt s idiopatickymi stfevnimi zanéty a kolorektalnimi neoplaziemi. Prace byla rozdélena
do tfech casti, které¢ hodnotily (1) asociaci sérové koncentrace proteinu S100A4 s idiopatickymi
sttevnimi zanéty, ulcerdzni kolitidou a Crohnovou chorobou; (2) asociaci sérové koncentrace
proteinu S100A6, SI00A8, SI00A9 a S100A11 s kolorektalnimi neoplaziemi a (3) asociaci
sérové koncentrace proteinu S100P s kolorektalnim karcinomem. Celkem bylo zahrnuto 253
osob: 40 jedinct ve skupiné kontrol, 16 pacientil s ulcer6zni kolitidou, 93 pacientli s Crohnovou
chorobou, 20 pacienti s nepokrocilym kolorektalnim adenomem, 22 pacienti s pokroc¢ilym
kolorektalnim adenomem a 62 pacientt s kolorektalnim karcinomem. Potvrdili jsme vyznamné
vyssi sérové koncentrace S100A4 proteinu u pacienti s ulcerdézni kolitidou a Crohnovou
chorobou. Pacienti s Crohnovou chorobou vykazovali vyznamné vyssi sérové koncentrace
S100A4 ve skupiné s izolovanym kolonickym a ileokolonickym postizenim ve srovnani
s izolovanym postizenim ilea. Neprokazali jsme asociaci sérovych koncentraci proteinu
S100A4 s fibrostenozujici formou Crohnovy choroby a/nebo pfitomnosti perianalniho
postiZeni. Prace potvrdila vyznamné nizsi sérové koncentrace proteinu SI00A6 a SI00A11 u
pacientt s kolorektadlnim karcinomem. Sérové koncentrace proteinu SI00A8 a S100P byly u
pacientil s kolorektalnim karcinomem vyznamné vyssi. Potvrdili jsme vyznamné vyssi sérové
koncentrace proteinu S100P u pacienti s kolorektalnim karcinomem v klinickém stadiu IV au
karcinom se stiednim stupném diferenciace. Nase prace doklada asociaci vybranych proteinti

S100 s idiopatickymi stievnimi zanéty a kolorektalnim karcinomem.



2. S100 proteins in inflammatory bowel disease and colorectal neoplasia

Inflammatory bowel disease and colorectal cancer represent serious medical and socio-
economic problems worldwide. Despite a significant progress in the diagnostic of both disease
has been made, there is no specific serum maker, which would allow to detect a risk group of
patients. Our paper focused on importance of serum S100 proteins in inflammatory bowel
disease and colorectal neoplasia: (1) association of serum S100A4 with inflammatory bowel
disease, ulcerative colitis and Crohn’s disease, (2) association of serum S100A6, S100AS,
S100A9 and S100A11 with colorectal neoplasia and (3) association of serum S100P with
colorectal cancer. A total of 253 subjects were enrolled: 40 healthy controls, 16 patients with
ulcerative colitis, 93 patients with Crohn’s disease, 20 patients with non-advanced colorectal
adenoma, 20 patients with advanced colorectal adenoma and 62 patients with colorectal cancer.
We confirmed a significantly higher serum concentrations of S100A4 protein in patients with
ulcerative colitis and Crohn’s disease. In Crohn’s disease, serum S100A4 was significantly
higher in patients with colonic and ileocolonic involvement. We did not confirm association of
serum S100A4 with fibrostenosing phenotype of Crohn’s diseases and with perianal
involvement. Our study showed a significantly lower serum S100A6 and S100A11 and
significantly higher ST00AS8 and S100P in patients with colorectal cancer. Serum S100P was
significantly higher in patients with colorectal cancer in the clinical stage IV and in moderately-
differentiated tumours. Association of selected S100 proteins with inflammatory bowel disease

and colorectal cancer was confirmed.



3. Uvod do problematiky
3.1. Sporadicky kolorektalni karcinom

Sporadicky kolorektalni karcinom (CRC) pfedstavuje v celosvétovém meéfitku treti nejCastéjsi
nadorové onemocnéni u muzil (po karcinomu plic a prostaty) a druhé nejcastéjsi nadorové
onemocnéni u Zen (po karcinomu prsu) [1]. V Ceské republice je uvadéna roéni incidence
79/100 tisic (priblizne¢ 8000 nové diagnostikovanych pacientii rocné, 95/100 tisic u muzi,
64/100 tisic u Zen) a mortalita 38/100 tisic (45/100 tisic u muza, 31/100 tisic u Zen) [2].
Dostupna statisticka data poukazuji na pokles incidence a mortality kolorektalniho karcinomu,
ktery mezi lety 2003—2014 ptedstavoval 16 % v ptipad€ incidence kolorektalniho karcinomu a
v ptipadé mortality kolorektalniho karcinomu doslo k poklesu o 37,7 % [3].

Fearon a Vogelstein vroce 1990 definovali sekvenci adenom — karcinom jako geneticky
model pfemény normadlni sliznice tlustého stfeva v nddorovou tkan, podle kterého jsou urcité
faze transformace epitelu tlustého stieva pfimym disledkem konkrétnich mutaci [4]. Zékladni
mutaci, kterd indukuje proces karcinogeneze u vétSiny sporadickych kolorektalnich karcinomd,
predstavuje mutace v APC genu. APC gen (adenomatous polyposis coli) patii mezi tumor
supresorové geny. Jeho produktem je bilkovina, ktera po vazbé s Axin/Axin-2 a GSK-3f
(glycogen synthase kinase 3f) vytvaii komplex, ktery zajiStuje ubikvitinaci B-kateninu.
Ubikvitinace je proces, pii kterém se pomoci ubikvitinacniho komplexu oznaéi konkrétni
bilkovina urcend k degradaci. Somatickd mutace APC genu v oblasti kodonu 1271-1256 (tzv.
mutation cluster region — MCR) ma za nésledek sniZzeni degradace B-kateninu, ktery je nasledné
translokovéan do bunécného jadra, kde indukuje transkripci protoonkogent cyclin-D1 a c-Myc,
které se podileji na regulaci bunééné proliferace, diferenciace a apoptdzy [5, 6]. Progrese
adenomu a nasledny vznik kolorektalniho karcinomu jsou velmi pomalé (zdvojovaci Cas
karcinomu je 620 dni), jedné se o mnohastupniovy proces, ve kterém se kromée aktivace WnT/[3-
kateninové signalni drahy uplatiiuje rovnéZ kumulace dalSich mutaci a epigenetickych zmén
vedoucich k ovlivnéni intraceluldrnich signalnich drah jako jsou p53, Ras-Raf-MAPK,
PI3KCA a TGF-B/Smad signalni draha [7]. Souhrnné se tyto zmény déli do tfech zakladnich

typt oznacovanych jako:

(1) chromozomalni nestabilita (CIN) — vede ke strukturdlnim a numerickym zméndm
chromozomi, které zahrnuji chromozomalni a subchromozomalni aberace nebo amplifikace a
ztratu heterozygozity (LOH — loss of heterozygozity), ktera je zjiSténa az u 3/4 sporadickych
kolorektalnich karcinomta na chromozomech 5q, 17q nebo 18q [8]; je disledkem fady mutaci

vznikajicich v pribéhu ristu adenomu. Klicovymi geny vedoucimi k chromozomalni
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nestabilité jsou mutace v oblasti tumor supresorovych genti jako APC, TP53, TGFBR2 a Smad4
a protoonkogenii KRAS, BRAF a PI3KCA [8, 9].

(2) nestabilita mikrosateliti (MSI) — je odrazem defektni funkce MMR systému (mismatch
repair proteintl), které za normalnich okolnosti zajist'uji opravy drobnych chyb vzniklych pfi
replikaci DNA a u sporadického kolorektalniho karcinomu vznikaji jako disledek somatické
mutace hlavnich komponent tohoto systému. Defektni systém mismatch repair proteinti pak
neni schopen opravy v oblasti mikrosatelitnich lokust, a to vede k narusené syntéze nebo

uplnému zastaveni syntézy produktu takto postizené¢ho genu [7].

(3) CpG metylace — CpG (5'- cytozin — fosfat — guanin — 3") ptredstavuji dinukleotidové
sekvence, které jsou u vice nez poloviny gent lokalizovany obvykle na jejich 5’-konci, kde jsou
oznacovany jako CpG ostrivky [10, 11]. Hypermetylace CpG ostrivku uvniti promotoru tumor
supresorového genu vede k jeho inaktivaci.

V patogeneze kolorektalniho karcinomu hraje klicovou roli sttevni mikrobiom. Bakterie mohou
ovliviiovat stfevni prostfedi svymi enzymatickymi aktivitami, produkci metabolitd jak
s prokancerogennimi, tak i antikancerogennimi ucinky, dale syntézou nebo aktivaci
prokancerogenll (nitrosaminy a dal$i N-nitroso-slou€eniny), ovlivnénim biotransformace
xenobiotik ¢i pfimym piisobenim na sliznici tlustého stieva [12]. Obecné lze konstatovat, ze
nezadouci jsou predevSim baktérie, které¢ svymi metabolickymi aktivitami méni primarni
zluCové kyseliny na sekundéarni nebo baktérie, které jsou schopny meénit sulfaty na sirovodik
[12]. V klinické praxi u kazdého pacienta s nové diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem
urcujeme stupenl histologické diferenciace karcinomu, grading a rozsah postizenych tkani
karcinomem, staging, ktery je posuzovan na zakladé TNM Kklasifikace, kterd urcuje hloubku
invaze primarniho tumoru (T-tumor), postizeni regiondlnich lymfatickych uzlin (N-nodus) a
ptitomnost vzdalenych metastdz (M-metastdza) [ 13]. Pfesné stanoveni stagingu kolorektalniho
karcinomu vede k urceni klinického stadia. Rozsah karcinomu a jeho histologicka diferenciace
patii mezi zdkladni kritéria, podle kterych je zvolena 1éCebnd strategie a urcena progndza

nemocného. V potaz je tieba dale vzit celkovy stav pacienta, jeho vék a preference.
3.2. Idiopatické stievni zanéty

Idiopatické stfevni zanéty (IBD) jsou neinfekéni chronickd zanétlivd stievni onemocnéni
neznadmé etiologie zpiisobené imunologickou dysregulaci. Patii mezi n€ ulcer6zni kolitida (UC)
a Crohnova choroba (CD). Etiopatogeneze idiopatickych stievnich zanéti je multifaktoridlni.

U geneticky predisponovaného jedince dochazi vlivem faktort zevniho prostfedi k naruSeni



rovnovahy a bariérovych slizni¢nich mechanismd, a k abnormalni imunologické odpovédi, coz
ma za nasledek vznik zanétlivé reakce v travicim traktu. Je pfitomna vystupiiovana
imunologické reakce na stfevni mikrobiom, ktery u pacientl s idiopatickymi stievnimi zanéty
vykazuje znamky nestability. Nasledna nadprodukce zanétlivych cytokinu (IL-6, IL-1P3, TNF,
IL-18) bunkami vrozené imunity vede k diferenciaci naivnich T-lymfocytl na efektorové: Thl
lymfocyty (predominantné u Crohnovy choroby), Th2 lymfocyty (predominantné u ulcerdzni
kolitidy), Th9 lymfocyty, Th17 lymfocyty (detekovany jak u ulcerdzni kolitidy 1 u Crohnovy
choroby) a regula¢ni T-lymfocyty (produkujici protizanétlivé cytokiny IL-10, TGF-B) [14].
Produkce zanétlivych cytokinii T-lymfocyty pfispivéa nejen k udrzeni lokalni zanétlivé reakce,
ale produkované cytokiny pasobi chemotakticky na dal$i imunitni buiiky, coz ma za nasledek
jejich prestup do mista zanétu ze systémové cirkulace a vede k dalsi stimulaci zadnétlivé reakce

a poskozeni postizené tkan¢ [15].

V klinické praxi pouzivame k popisu Crohnovy choroby mezinarodn¢ uznavanou
Montrealskou klasifikaci, kterd popisuje ve€k v dobé diagnézy (A — age), lokalizaci (L —
location) a chovani Crohnovy choroby (B — behaviour) [16]. Vyznam klasifikace spociva
predevS§im k odhaleni vysoce rizikovych skupin pacienti s Crohnovou chorobou ur¢enych

k ¢asnému zah4ajeni imunosupresivni nebo biologické 1écby.
3.3. Proteiny S100

Proteiny S100 piedstavuji skupinu malych bilkovin s molekulovou hmotnosti 9-13 kDa. Patii
do rodiny tzv. EF-hand proteint. Zakladni strukturdlni jednotkou je EF-hand motiv, ktery je
sloZzeny ze dvou a-helixt ,,E* (schopného vazat vapenaté ionty) a ,,F*“. Nazev skupiny proteinti
S100 je odvozen od jejich rozpustnosti ve 100% roztoku siranu amonného pii neutrdlnim pH
[17]. Zvlastni postaveni proteini S100 uvnitt EF-hand rodiny je urceno vlastnostmi, které je

odlisuji od ostatnich EF-hand proteini:

e struktura: zatimco oba o-helixy EF-hand proteinil jsou tvofeny 12 aminokyselinami, u
proteinli S100 je tento pocet zachovan pouze u jednoho helixu, ktery je ozna¢ovan jako C-
konec (kanonicky — ,,cannonical®), ktery vaze ionty vapniku stejnym zptisobem jako ostatni
EF-hand proteiny [18]. Druhy, oznacovany jako N-konec (pseudokanonicky — ,,pseudo-
cannonical®) je tvofeny 14 aminokyselinami. Ten je schopen vazby s ionty vapniku obvykle
s nizsi afinitou ve srovnani C-terminalnim koncem, ktera vede ke konforma¢nim zménam

uvnitt daného proteinu S100 [19].



e dimerizace: proteiny S100 vytvareji obvykle homodiméry. Nékteré proteiny S100 jsou
schopny tyto podjednotky navzajem mezi sebou s riznym stupném afinity vyménovat a
vytvaret tak riizné stabilni heterodiméry (S100A8/S100A9).

e exprese: proteiny S100 se vyskytuji vyhradné u obratlovci, jejich exprese je specificka
nejen v zavislosti na konkrétni tkani, ale je specifickd i bunééné a mnohdy 1 v zavislosti na
bunécném cyklu [19, 20]

e schopnost vazby s ionty vapniku: zatimco se EF hand proteiny podileji vyhradné na
intracelularni transdukci vapniku, proteiny S100 jsou schopny zprostfedkovavat
vapnikovymi ionty indukované signaly i mimo buniku [20]

Schopnost vazby s vapenatymi ionty umoziuje proteiniim S100 vstupovat do fady procesi

uvniti bunky i extracelularné. Intracelularné se podileji na regulaci kalciové homeostazy,

bunééného cyklu, vstupuji do procesii bunécného ristu a diferenciace. Extracelularné se
proteiny S100 podileji zejména na regulaci bunééné migrace. Santamaria-Kisiel ve své praci
déli kalcium-dependentni funkce proteintt S100 do péti zakladnich oblasti: (a) regulace

fosforylace zprostfedkované pomoci proteinkinaz, (b) modulace enzymatické aktivity, (c)

regulace bunécné motility a tvaru buiiky, (d) ovliviiovani signdlnich drah, (e) udrzovani

kalciové homeostazy [20]. Zatimco existuje cela fada cilovych receptorii pro jednotlivé
proteiny S100, obracené plati, Ze jeden a ten samy receptor je receptorem pro vice jednotlivych

S100 proteinti. Vzajemna interakce se navzdjem lisSi mistem vazby proteinu S100 na dany

receptor a nasledné typem indukované signalni drahy. Tento typ reakce navic podléha tkanové

a bunécné specificité piisobeni proteinu S100.

4. Cile disertacni prace
4.1. Protein S100A4 u idiopatickych stievnich zanéta

4.1.1. Stanoveni diagnostického prinosu sérové koncentrace proteinu S100A4 u pacienti
s idiopatickymi stfevnimi zanéty

Nulova hypotéza: sérové koncentrace S100A4 pacientii s Crohnovou chorobou a ulcerdzni
kolitidou se nelisi od zdravych kontrolnich osob.

Predpoklad: nulovou hypotézu bude mozno zamitnout.

4.1.2. Urcit diagnosticky prinos sérovych koncentraci proteinu S100A4 v predikci

jednotlivych fenotypii a tiZe idiopatickych stfevnich zanéta



Nulova hypotéza: Sérové koncentrace S100A4 nelze vyuzit v predikci fenotypl a tize
Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy.

Ptedpoklad: nulovou hypotézu bude mozno zamitnout.
4.2. Proteiny S100 u kolorektalnich neoplazii

4.2.1. Ur¢it asociaci proteini S100 (S100A6, S100A8, S100A9, S100A11, S100P) s
nepokrocilou a pokrocilou kolorektalni neoplazii

Nulova hypotéza: Neni asociace mezi jednotlivymi S100 proteiny a kolorektalnimi
neoplaziemi.

Ptedpoklad: nulovou hypotézu bude mozno zamitnout.

4.2.2. Stanovit pozitivni a negativni prediktivni hodnotu proteinii S100 u kolorektalnich

neoplazii a urcit mozné klinické vyuziti jako biomarkeru kolorektalnich neoplazii

5. Material a metodika

Pro stanoveni jednotlivych proteini S100 byly vybrany tfi soubory: pacienti s kolorektalni
neopldzii, nemocni s idiopatickym stfevnim zanétem (ulcerdzni kolitidou a Crohnovou
chorobou) a kontrolni zdravé osoby s normalnim nalezem pti koloskopii. Celkem bylo zahrnuto
253 osob: 40 jedinct ve skupiné€ kontrol, 16 pacienti s ulcerdzni kolitidou, 93 nemocnych
s Crohnovou chorobou, 20 osob s nepokrocilym kolorektalnim adenomem, 22 pacientd
s pokroc¢ilym kolorektadlnim adenomem a 62 nemocnych s kolorektalnim karcinomem. Do
skupiny kontrol byly zatfazeny zdravé osoby s normalnim koloskopickym nalezem. Tito jedinci
méli negativni osobni anamnézu kolorektalni neoplazie a idiopatickych stfevnich zanétl a

patfili do populace s primérnym rizikem pro vznik kolorektalniho karcinomu.
5.1. Charakteristika souboru pro stanoveni proteinu S100A4

Soubor pro méfeni proteinu S100A4 zahrnoval celkem 118 osob, které byly rozdéleny do tii
skupin: kontrolni skupina, kterd zahrnovala 9 osob (2 muzi, 7 Zen ve v€ku 23-74 let, primér 52
+ 17), skupina s Crohnovou chorobou, ktera zahrnovala 93 pacientl (44 muzu, 49 Zen ve veku
22-79 let, prumér 44+14) a skupina s ulcerdzni kolitidou, kterd zahrnovala 16 nemocnych (8
muzl, 8 Zen ve véku 20-74, primér 39+15). Osoby v kontrolni skupiné mély normalni
koloskopicky nalez, negativni osobni anamnézu idiopatickych stfevnich zanétl a kolorektalni
neoplazie. Délka trvani ulcerézni kolitidy byla 3-18 let, primér 10+4. VSichni pacienti

s ulcerdzni kolitidou uZivali preparaty kyseliny S5-aminosalicylové (mesalazin), z nichz tfi



pacienti uzivali souasné imunosupresivni 1é¢bu — azathioprin. Zadny z pacientii s ulcerdzni
kolitidou nebyl 1é¢eny blokatory tumor nekrotizujicitho faktoru o (anti-TNF-a). Trvani
Crohnovy choroby bylo 1-39 let, pramér 15+9. Tti pacienti s Crohnovou chorobou byli v dobé
vysetieni bez farmakoterapie, 46 nemocnych bylo 1éceno kyselinou 5-aminosalicylovou a 44
osob uzivalo imunosupresivni 1é¢bu (systémové glukokortikoidy a/nebo azathioprin a/nebo
protilatky proti tumor nekrotizujicimu faktoru a a/nebo cyklosporin). Celkem 18 % (17/93)
pacienti s Crohnovou chorobou bylo 1éceno blokatory TNF-a: 4 nemocni byli 1éCeni
adalimumabem a 13 osob infliximabem. V dobé odbéru bylo Sest pacientli ze skupiny
s Crohnovou chorobou 1é¢eno antibiotiky (ciprofloxacinem a/nebo metronidazolem): jeden
nemocny ze skupiny lécené mesalazinem a pét osob s konkomitantni imunosupresivni 1é¢bou.
Pacienti s Crohnovou chorobou byli klasifikovani dle Montrealské klasifikace [16] a rozdéleni

do jednotlivych podskupin dle chovéni a lokalizace nemoci.
5.2. Charakteristika souboru pro stanoveni proteini S100A6, S1I00A8, S100A9 a S100A11

V souboru pro stanoveni sérovych koncentraci proteintit SI00A6, SI00AS8, SI00A9 a S100A11
bylo zatazeno celkem 84 jedincl. Byli rozdéleni do ctyi skupin: skupina kontrol, ktera
zahrnovala 20 osob (7 muz a 13 Zen ve véku 23-74 let, primér 55£14), 20 pacientl s
nepokroc¢ilym adenomem (10 muzi a 10 zen ve véku 41-82 let, primér 62+11), 22 nemocnych
s pokroc¢ilym adenomem (15 muzd a 7 Zen ve véku 49-80 let, primér 64+£8) a 22 pacientl s
kolorektalnim karcinomem (12 muzi a 10 Zen ve véku 49-86 let, primér 69+10). Osoby
zahrnuté v kontrolni skupiné mély v dobé odbéru normalni koloskopicky nalez, negativni
anamnézu kolorektalni neoplazie a idiopatického stievniho zanétu. VSichni pattili do populace
s prumérnym rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu. Kritériem pro zafazeni do skupiny
s kolorektalni neopldzii byl aktudlni nalez neoplazie pii koloskopii a/nebo toto onemocnéni
v osobni anamnéze. Pokrocily adenom byl definovén jako jakykoliv adenom velikosti > 10 mm
a/nebo jakykoliv kolorektdlni adenom s potvrzenym vysokym stupném intraepitelialni

neoplazie a/nebo histologicky potvrzenou vilézni komponentou [21].
5.3. Charakteristika souboru pro stanoveni proteinu S100P

Soubor pacienti pro stanoveni sérové koncentrace proteinu S100P zahrnoval celkem 79
jedinct, ktefi byli rozd€leni do skupiny kontrol a skupiny s kolorektadlnim karcinomem.
Kontrolni skupina zahrnovala 36 zdravych jedincii (14 muzi, 22 Zen ve véku 23-80 let, primér
55+14), které méli normalni koloskopicky nélez, negativni osobni anamnézu kolorektalni

neoplazie a/nebo idiopatického stfevniho zanétu a pattili do populace s primérnym rizikem
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kolorektalniho karcinomu. Skupina s kolorektalnim karcinomem zahrnovala 43 pacientii (20
muzl a 23 Zen ve véku 46-86 let, primér 67+11). Podil nemocnych ve skupiné s kolorektalnim
karcinomem lokalizovanym v pravé casti traéniku ptedstavoval 30 % (13/43). Pacienti
s karcinomem v levé ¢asti tracniku tvofili 70 % (30/43) vSech pacientii s kolorektalnim
karcinomem. Za hranici mezi pravym a levym traénikem byla povazovana liendlni flexura.
Pacienti s kolorektdlnim karcinomem byli klasifikovani dle TNM klasifikace, NCCN
guidelines version 4.2018 a stupné¢ diferenciace (gradingu) tumoru [13]. Stupen diferenciace
byl hodnoceny u 74 % (32/43) pacientli z chirurgického resekatu, 19 % (8/43) nemocnych
nebylo indikovanych k radikalni chirurgické resekci a stupen diferenciace byl u téchto pacientt
hodnocen z odebranych bioptickych vzorkt. U 7 % (3/43) pacientl nebyl stupen diferenciace
karcinomu z odebranych bioptickych vzorki primarné hodnotitelny: u dvou osob doslo po
neoadjuvantni 1é€be ke kompletni regresi karcinomu a v resekénim materialu karcinom nebyl
pritomny, u jednoho pacienta byl v resekatu popsan stfedné diferencovany kolorektalni
karcinom v terénu pilovittho adenomu. Tito tfi nemocni ze skupiny s kolorektalnim
karcinomem nebyli do jednotlivych subanalyz dle gradingu onemocnéni zahrnuti. Pti rozdéleni
skupiny s kolorektdlnim karcinomem dle gradingu pfitomného karcinomu jednotlivé
podskupiny zahrnovaly 11 % (5/43) nemocnych s dobie diferencovanym karcinomem (G1), 56
% (24/43) se stredné diferencovanym karcinomem (G2) a 26 % (11/43) s nizkym stupném
diferenciace (G3). U 7 % (3/43) nebyl stupeni diferenciace hodnotitelny (viz vyse). Pii rozdélni
skupiny s kolorektalnim karcinomem podle stagingu onemocnéni jednotlivé podskupiny
zahrnovaly 21 % (9/43) nemocnych v klinickém stadiu I, 16 % (7/43) v klinickém stadiu II, 30
% (13/43) v klinickém stadiu III a 30 % (13/43) v klinickém stadiu IV. Do subanalyzy
podskupin dle klinického stadia kolorektalniho karcinomu nebyl zafazen jeden pacient, u
kterého v dobé statistického zpracovani nebylo mozné dle dostupnych zobrazovacich metod

ptfesné urceni klinického stadia.
5.4. Odbér vzorkii a stanoveni sérové koncentrace proteini S100

Sérové koncentrace jednotlivych proteini S100 byly stanoveny ze vzorkl periferni Zilni krve,
ktera byla odebrana pti zavadéni periferni Zilni kanyly pied diagnostickou a/nebo terapeutickou
koloskopii na oddéleni endoskopii II. interni gastroenterologické kliniky Lékaiské fakulty
v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzorky pro stanoveni proteint
S100A4, SI00A6, SI00AS, S100A9 a SI00A11 byly ihned po odbéru transportovany na Ustav
klinické biochemie a diagnostiky Lékatské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice

Hradec Kralové. Zde byly vzorky centrifugovany (2000 otacek/minutu po dobu 10 minut) a
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ziskana séra byla uskladnéna pii -80°C az do stanoveni. Vzorky periferni Zilni krve pro méteni
proteinu S1I00P byly ihned po odbéru transportovany na Ustav klinické imunologie a
alergologie Lékarské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Zde byla
provedena centrifugace vzorki (2500 otacek/minutu po dobu 15 minut) a ziskana séra byla
uskladnéna pti -30°C do doby stanoveni. Stanoveni sérovych koncentraci proteintt S100 bylo
provedeno metodou ELISA za pouziti souprav Human Protein S100-A4 ELISA Kit (MyBio
Source, San Diego, Kalifornie, USA), ELISA Kit for Calcium Binding Protein A6/S100A6,
A8/S100A8, A9/S100A9, A11/S100A11 (Wuhan USCN, Cina) a CircuLex S100P ELISA Kit
CY-8060 (CycLex Co., Nagano, Japonsko).

5.5. Informovany souhlas a Eticka komise

Vsechny osoby zatfazené do studie podepsaly informovany souhlas, projekt byl schvaleny
Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Realizace studie a zpracovani ziskanych
dat bylo provedeno v souladu s Metodickym ndvodem Ministerstva zdravotnictvi Ceské
republiky (k zabezpeceni a ochrané udajii v informacnich systémech provozovanych ve
zdravotnickych zarizenich uverejnény ve Véstniku MZCR, cdstka 6/1994 s odvolinim na
ustanoveni paragrafu 55 odstavec 2, pismeno d) zdakona 230/1996 Sbirky o péci o zdravi lidu v

platném zneni).
5.6. Statistické zpracovani a hodnoceni

Ziskané vysledky meéfeni proteini S100A4, S100A8, S100A9, S100A11 a S100P byly
hodnoceny metodami popisné statistiky. Skupiny s normalni distribuci dat byly porovnany
pomoci parametrického neparového t-testu. Skupiny snenormalni distribuci dat byly
hodnoceny neparametrickym Mann-Whitneyovym testem. Ke statistickému zpracovani byl
pouzity statisticky software STATISTICA, verze 13, 2013, Tulsa, OK, USA a statisticky
software SigmaStat, verze 3.1., Jandel Corp., Erkrath, Némecko.

6. Vysledky
6.1. Protein S100A4 u pacientu s idiopatickymi stievnimi zanéty

Ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 105+41 ng/ml) byly sérové koncentrace proteinu
S100A4 signifikantné vySsi jak u pacientd s ulcerdzni kolitidou (primér 159+56 ng/ml),
p=0,019, tak i u pacienti s Crohnovou chorobou (primér 154+52 ng/ml), p=0,007. Pti

porovnani vysledkl sérovych koncentraci proteinu SI00A4 u pacienti s ulcerdzni kolitidou a
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Crohnovou chorobou nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil, p=0,771. Po rozdéleni
pacientli s Crohnovou chorobou do podskupin podle chovani a lokalizace Crohnovy choroby
dle Montrealské klasifikace [16] byly sérové koncentrace proteinu S100A4 porovnany
s vysledky proteinu S100A4 v séru pacienti kontrolni skupiny. VSechny podskupiny pfi
rozdéleni podle chovani Crohnovy choroby vykazovaly ve srovnani s kontrolni skupinou
vyznamné vys$i sérové koncentrace proteinu S100A4, p<0,05. Pti porovnani jednotlivych
podskupin se sérové koncentrace proteinu S100A4 mezi podskupinami navzajem statisticky
vyznamné neliSily, p>0,05. Ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 105+41 ng/ml) byly
vyznamné vyssi koncentrace proteinu SI00A4 v podskuping s izolovanym postizenim tlustého
stieva (L2, prumér 145+44 ng/ml), p=0,041 a v podskupiné s ileokolickym postizenim (L3,
primér 163+53 ng/ml), p=0,002. Pfi vzdjemném porovnani podskupin pacientli s Crohnovou
chorobou pfi rozdé€leni podle lokalizace nemoci dle Montrealské klasifikace [16] byl prokédzan
statisticky vyznamny rozdil mezi podskupinou s izolovanym iledlnim postizenim (L1) a
podskupinou L3, p=0,017. Ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 105+41 ng/ml) byly
sérové koncentrace proteinu S100A4 vyznamné vyS$i jak u pacientl bez ptitomného
periandlniho postizeni (primeér 151+48 ng/ml), p=0,008, tak i u pacientl s periandlnim
postizenim (primér 163+61 ng/ml), p=0,011. Sérové koncentrace proteinu S100A4 mezi
obéma skupinami nevykazovaly statisticky signifikantni rozdily, p>0,05. Pacienti s Crohnovou
chorobou bez biologické 1écby (primér 154+49 ng/ml) vykazovali statisticky vyznamné vyssi
sérové koncentrace proteinu S100A4 ve srovnani s kontrolni skupinou (primeér 105+41 ng/ml),
p=0,005. Statisticky vyznamné& vyssi sérové koncentrace proteinu S100A4 byly potvrzeny i u
pacientd s Crohnovou chorobou Ié¢enych biologickou lé¢bou (primér 155+65 ng/ml) ve
srovnani s kontrolni skupinou (pramér 105+41 ng/ml), p=0,049. Sérové koncentrace proteinu

S100A4 se v obou skupinach statisticky vyznamné nelisily, p>0,05.
6.2. Protein S100A6

Ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 11308+2968 pg/ml) byly prokadzany vyznamné nizsi
sérové koncentrace proteinu SI00A6 u pacientl s kolorektalnim karcinomem (skupina CRC-
ST100A, primér 8530+4743 pg/ml), p = 0,035. Primérna sérova koncentrace proteinu S100A6
ve skupin€ s pokro¢ilym adenomem (skupina AA) byla 8715+5376 pg/ml. Tyto hodnoty ve
srovnani s kontrolni skupinou vykazovaly trend ke statistické vyznamnosti, p=0,069 (uvadéna
sila provedeného testu 0,322). Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil pfi srovnani

sérovych koncentraci proteinu S100A6 u pacientii s nepokro¢ilym adenomem (skupina non-
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AA, median 8807 pg/ml, interkvartilové rozpéti (IQR) 5161-12726 pg/ml) a kontrolni skupinou
(median 11156 pg/ml, IQR 9508-13426 pg/ml), p>0,05.

6.3. Proteiny S100A8 a S100A9

Ve srovnani s kontrolni skupinou (median 2513 pg/ml, IQR 2111-4881 pg/ml) byly sérové
koncentrace proteinu S100AS statisticky vyznamné vyssi ve skupiné s pokrocilym adenomem
(median 11955 pg/ml, IQR 2681-34756 pg/ml), p=0,009 a ve skupin¢ s kolorektalnim
karcinomem (median 27532 pg/ml, IQR 6794-35092 pg/ml), p<0,001. Skupina s nepokroc¢ilym
adenomem vykazovala trend smérem ke statistické vyznamnosti (median 19293 pg/ml, IQR
2117-39344 pg/ml) ve srovnani s kontrolami, p=0,058 (sila provedeného testu 0,967).
Vypocitana senzitivita a specificita pro protein S100A8 v séru pacientid s kolorektalnim
karcinomem byla 94 % a 73 %. Pozitivni prediktivni hodnota pro protein S1I00AS8 byla 68 %,
negativni prediktivni hodnota byla 95 %.

Nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily sérovych koncentraci proteinu S100A9 u zadné

ze sledovanych skupin s kolorektalni neoplazii ve srovnani s kontrolni skupinou.
6.4. Protein S100A11

Sérové koncentrace proteinu S100A11 byly statisticky vyznamné niz§i ve skupiné
s nepokroc¢ilym adenomem (pramér 3,5+2.4 ng/ml), p=0,004 a ve skupiné s kolorektalnim
karcinomem (primér 3,4+2.4 ng/ml), p=0,002 ve srovnani s kontrolni skupinou (primeér
5,94£2.5 ng/ml). U skupiny s pokro¢ilym adenomem (primér 4,3+3,0 ng/ml) byl pozorovan
trend ke statistické vyznamnosti ve srovnani se skupinou kontrol, p=0,07 (uvadéna sila

provedeného testu 0,319).

V dalsi c¢asti studie byli pacienti uvnitf jednotlivych skupin (skupina s nepokrocilym a
pokrocilym adenomem, skupina s kolorektalnim karcinomem) rozdéleni na ty, kteti méli
kolorektalni neopldzii aktualné pfitomnou v dobé odbéru a na ty, ktefi méli piisluSnou
kolorektalni neoplazii v osobni anamnéze. Tyto podskupiny byly dale navzajem porovnany. U
zaddného S100 proteinu (S100A6, S100A8, S100A9, S100A11) nebyl prokdzan statisticky

vyznamny rozdil, p>0,05.

Ze statistického hodnoceni byly vylouceny tyto odlehlé¢ hodnoty: u proteinu S100A6 - 62486
pg/ml ze skupiny kontrol a 55086 pg/ml ze skupiny s kolorektalnim karcinomem; u proteinu

ST100A8 - 36080 pg/ml ze skupiny kontrol; u proteinu SI0O0A9 - 166196 pg/ml ze skupiny
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kontrol a 145445 pg/ml ze skupiny s kolorektdlnim karcinomem; u proteinu SI00A11 — 19.2

ng/ml ze skupiny s kolorektalnim karcinomem.
6.5. Protein S100P u pacienti s kolorektalnim karcinomem

Sérové koncentrace proteinu S100P byly statisticky vyznamné vyssi ve skupiné s kolorektalnim
karcinomem (median 1251, IQR 731-1749 ng/l) ve srovnani s kontrolni skupinou (medidn 765,
IQR 545-1158 ng/l), p=0,012. Pti porovnani kontrolni skupiny s podskupinami podle lokalizace
kolorektalniho karcinomu byly ve srovnani s kontrolni skupinou sérové koncentrace S100P
vyznamné vyssi ve skupin€ s kolorektalnim karcinomem v levé ¢asti tracniku (medidn 1426,
IQR 739-1925 ng/l), p=0,005. Sérové koncentrace S100P skupiny s kolorektalnim karcinomem
v pravé casti tlustého stfeva (median 1113, IQR 469-1406 ng/l) nevykazovaly statisticky
vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolni skupinou, p=0,396. Nebyl prokéazan statisticky
vyznamny rozdil pfi srovnani sérovych koncentraci S100P mezi obéma testovanymi

podskupinami (CRC-L a CRC-R), p=0,135.

Pti rozdéleni skupiny s kolorektalnim karcinomem podle urceni klinického stadia onemocnéni
byly sérové koncentrace proteinu S100P signifikantn€ vyssi u pacientd s kolorektalnim
karcinomem v klinickém stadiu IV (mediédn 1622, IQR 778-2154 ng/l) ve srovnani s kontrolni
skupinou (median 765, IQR 545-1158 ng/l), p=0,008. Podskupiny s niz§im klinickym stadiem
nevykazovaly signifikantni rozdily ve srovnani s kontrolni skupinou: p=0,086 pro klinické
stadium I (median 1391, IQR 644-2508 ng/l), p=0,565 pro klinické stadium II (medidn 868,
IQR 650-1544 ng/1) a p=0,282 pro klinické stadium III (medidn 1112, IQR 680-1470 ng/l).

Pt rozdéleni skupiny s kolorektalnim karcinomem podle stupné diferenciace kolorektalniho
karcinomu byly sérové koncentrace S100P signifikantné vyS$8i ve srovnani s kontrolami
(median 765, IQR 545-1158 ng/l) u pacientl se stfedné¢ diferencovanym karcinomem (G2,
median 1318, IQR 853-1879 ng/l), p=0,005. Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil ve
skupin€ G1 (dobie diferencovany karcinom, medidn 812, IQR 582-1570 ng/l), p=0,678 a ve
skupiné G3 (nizce diferencovany karcinom, medidn 1113, IQR 581-2260 ng/l), p=0,253 ve
srovnani se skupinou kontrolni. Byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil ve skupiné¢ G2+G3
(median 1251, IQR 742-1883 ng/l) ve srovnani s kontrolni skupinou (median 765, IQR 545-
1158 ng/l), p=0,007.
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7. Diskuse

7.1. Protein S100A4 u idiopatickych stievnich zanéta

V na$i studii jsme prokazali zvySené hodnoty S100A4 v séru pacientii s idiopatickymi
sttevnimi zanéty. Hodnota S100A4 byla ve srovnani se zdravymi jedinci vyznamné vyssi jak u
pacienti s ulcer6zni kolitidou, tak u pacientti s Crohnovou chorobou. Neprokazali jsme
vyznamny rozdil mezi skupinou s ulcerdzni kolitidou a Crohnovou chorobou. Vysledky naSich
méieni jsou ve shod¢ s dostupnymi daty, které potvrzuji vyznamnou roli proteinu S100A4
v mediaci a regulaci zanétlivych procesii [22]. Zhang et al. nedavno publikovali praci, ve které
demonstrovali vliv S100A4 na vznik Citrobacter rodentium-indukované kolitidy [23]. U
S100A4 7~ deficitnich mysi po infekci Citrobacter rodentium byla pozorovana minimalni
lokdlni a systémova zanétlivd reakce a byla vyznamné niz§i sekrece prozéanétlivych
chemotaktickych faktorti a zanétlivych cytokint: IL-6, IL-17A, IL-27 a IFN-y [23]. Vyznamna
redukce zanétlivé odpovédi ve sliznici tlustého stfeva byla prokdzana i u S100A4 deficitnich
mys$i po expozici DSS (dextransulfat sodny, latka vyuzivana v experimentech k indukci kolitidy
na zvifecich modelech) [24]. Je tedy zfejmé, Ze role proteinu S100A4 v ovlivnéni pribéhu
idiopatického stfevniho zanétu je komplexni. V souvislosti s idiopatickymi stfevnimi zanéty je
vSak ziejmé, ze S100A4 piisobi jednak cestou sekrece prozanétlivych cytokinli v misté zanétu
[24], dale indukuje sekreci chemotaktickych faktort, které umoziiuji migraci imunitnich bunék,
zejména makrofagi, do mista zancétu [25] a pfimo ovliviiuje migra¢ni schopnosti téchto
imunitnich bun¢k [25, 26]. Ve vztahu ke Crohnové chorobé Cunningham et al. zkoumali profil
S100A4 v resekatech termindlniho ilea na souboru vzorkll od 15 pacientt, ktefi podstoupili
chirurgickou resekci pro fibrostenozujici formu Crohnovy choroby [27]: prace potvrdila
vyznamné zvySenou expresi SI00A4 mRNA a proteinu S100A4 v oblastech postiZenych
fibrozou a jizvenim ve srovnani s expresi S1I00A4 mRNA a proteinu S100A4 v prilehlé zdravé
tenkosttevni sliznici. V naSem souboru pacientli s Crohnovou chorobou vSechny podskupiny
pfi rozdéleni podle chovani Crohnovy choroby dle Montrealské klasifikace [16] vykazovaly
vyznamné vyssi sérové koncentrace S100A4 ve srovnani se zdravymi kontrolami. Pfedpoklad,
ze séroveé koncentrace proteinu S100A4 budou vyssi u pacienti se stendzujici formou Crohnovy
choroby, jsme v nasi studii nepotvrdili. Pfi vzdjemném porovnani podskupin pacientd s
Crohnovou chorobou pfi rozdéleni podle chovani nemoci se hladiny proteinu S100A4 vzajemné
vyznamné neliSily. Domnivame se, Ze zvySena exprese S100A4 u fibrostendzujici formy
Crohnovy odrazi lokalni situaci v postizené tkani, zatimco zvySeni S100A4 v séru pacientli

pravdépodobné odpovidd jeho prozéanétlivé aktivité. Toto je v souladu s vysledky studie
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Oslejskove, kterd potvrdila asociaci plazmatickych koncentraci S100A4 s mirou zanétlivé
aktivity u pacientll s revmatoidni artritidou [28]. Autofi této studie dale poukazali na pokles
multimérickych forem S100A4 vlivem 1écby adalimumabem (monoklonalni protilatkou proti
TNFa) u pacientt, kteti doséahli klinické remise po podani biologické 1éCby. Tento pokles byl
vysledkem zmény poméru koncentrace biologicky aktivnich multimérickych forem S100A4 a
mén¢ biologicky aktivnich dimérickych forem [28]. Celkova plazmatickd koncentrace S100A4
u téchto nemocnych se vlivem anti-TNFa 1écby tedy nezménila [28]. Tyto vysledky jsou ve
shod¢ s vysledky naSi studie, ktera nepotvrdila vliv pfitomné biologické 1€cby na sérové
koncentrace proteinu S100A4 u pacientli s Crohnovou chorobou. I pfesto, ze celd skupina
vykazovala vyznamné vyssi hodnoty S100A4 oproti zdravé kontrolni skuping€, v podskupinach
pacientl s a bez biologické 1écby se hodnoty S100A4 v séru vyznamné neliSily. Podobné jsme
neprokazali vliv pfitomného periandlniho postizeni na sérovou koncentraci S100A4 u pacientil
s Crohnovou chorobou. Pii porovnani podskupin uvnitf skupiny pacienti s Crohnovou
chorobou jsme pozorovali vyznamné vyssi hodnoty S100A4 u pacientti s postizenim tlustého
stteva. Hodnoty S100A4 byly ve srovnani s kontrolni skupinou vyznamné vyssi jak u skupiny
s izolovanym postiZzenim tracniku, tak u skupiny s ileokolickym postizenim, kterd vykazovala
statisticky vyznamné vyss$i sérové koncentrace i ve srovnani se skupinou s izolovanym
postizenim ilea. I piesto, ze na zéklad¢ soucasnych poznatkii nemame pro tyto vysledky
jednoznacné vysvétleni, prokazand asociace sérovych koncentraci proteinu S100A4
s postizenim tlustého stfeva idiopatickym stfevnim zénétem, kterou jsme potvrdili jak u
pacientt s ulcerdzni kolitidou, tak u pacientti s Crohnovou chorobou, upozorituje na moznou
souvislost s rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu asociovaného s idiopatickym sttevnim

zanétem.
7.2. Proteiny S100A6, S100A8, S100A9 a S100A11 u kolorektalnich neoplazii

Nase studie navazuje na predchozi prace z naSeho pracovisté, ve kterych byla prokazéana
rozdilnd tkanova exprese proteinu S100A6, S100A8, S100A9 a S100A11 v normalni,
preneoplastické a neoplastické sliznici tlustého stieva [29-31]. Dosazené vysledky ukazuji
vyznamné niz§i hodnoty proteinu SI00A6 v séru pacientl s kolorektalnim karcinomem ve
srovnani s kontrolni skupinou. Ve skupin¢ s pokro¢ilym adenomem jsme pozorovali trend ke
statistické vyznamnosti. V literatufe doposud nebyla publikovand prace, kterd by se zabyvala
studiem sérovych koncentraci proteinu SI00A6 ve vztahu ke kolorektalnimu karcinomu. Feng
et al. ve své studii na tkanovych kulturach lidského kolorektalniho karcinomu potvrdili funkci

proteinu S100A6, ktery zajiStuje kalcium dependentni translokaci CacyBP/SIP (calcium
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binding protein/Siah-1 interacting protein) z cytoplasmy do bunééného jadra [32]. CacyBP/SIP
je soucasti komplexu zajistujiciho ubikvitinaci (tzn. oznac¢eni proteinti ur¢enych k odbourani)
a degradaci B-kateninu. Vazba S100A6 s CacyBP/SIP a translokace tohoto komplexu do
bunécného jadra tak vede k aktivaci WnT/ B-kateninové dréhy, ktera predstavuje jeden ze
zakladnich procest iniciace kolorektalni karcinogeneze. Tato translokace proteinu S100A6
v priubehu vzniku kolorektalniho karcinomu by mohla vysvétlit paradoxné zvysené tkanové
exprese proteinu SI00A6 a souCasné normalni ¢i dokonce snizené¢ hodnoty SI00A6 v séru

pacientt s kolorektalni neoplézii, které¢ byly pozorovany i v ramci nasi studie.

Vyznamné niz$i sérové koncentrace u pacientl s kolorektdlnim karcinomem jsme prokézali i
skupin€ s nepokrocilym kolorektdlnim adenomem. Skupina s pokro€ilym kolorektdlnim
adenomem vykazovala trend ke statistické vyznamnosti. Vztah S100A11 ke kolorektalni
karcinogenezi je dolozen v fad¢ studii, které potvrzuji zvySenou expresi SI00A11 ve tkani
kolorektalniho karcinomu [31, 33, 34]. Na rozdil od ostatnich proteinii S100 je SI00A11 za
fyziologickych okolnosti lokalizovan predominantné v bunééném jadie [35]. Dalsi studie
dokladaji vyznam SI100A11 v regulaci bunétné proliferace vlivem interakce s DNA-
dependentnimi ATP-azami bunécného jadra Rad54B a Rad51, které zajistuji reparaci
poskozenych usekt bunécné DNA [36, 37]. Za jistych podminek tedy zfejmé dochdzi uvnitf
bunky s malignim potencidlem k nukleocytoplasmatické translokaci proteinu S100A11, ktera
vede k dysfunkci DNA reparac¢nich mechanismu a poklesu p21 a p13 (proteind suprimujicich
nadorovy rist). Disledkem je pak hromadéni chromozomalnich aberaci a akcelerace
bunécného ristu [36, 37]. Dal§im dusledkem nukleocytoplasmatické translokace proteinu
S100A11 by mohla ziejmé byt jeho snizend extracelularni produkce, kterou jsme pozorovali
vnasi studii. Vzhledem kvyznamné redukci S100A1l1 u pacienti s nepokrocilym
kolorektalnim adenomem lze spekulovat o tom, ze k témto procesim dochézi jiz v ¢asnych
stadiich vzniku kolorektalni neopldzie. V soucasné dobé ale chybi v literatufe dostatek dat,

ktera by toto tvrzeni podpofila.

Zajimavé vysledky byly pozorovany v ptipad¢ proteintt ST00A8 a ST00A9. Sérové koncentrace
proteinu S100A8 byly vyznamné vyssi u pacientl s pokroc¢ilym kolorektdlnim adenomem a ve
skupin¢ s kolorektdlnim karcinomem, zatimco protein S100A9 nevykazoval statisticky
vyznamné odlisné hodnoty ani u jedné z porovnavanych skupin. Oba proteiny jsou soucasti
heterokomplexu kalprotektinu (ST00A8/S100A9), ktery se podili na regulaci zanétlivych déja

a procestu karcinogeneze. Lehmann et al. mé&fili fekalni kalprotektin u pacientl s kolorektalnim
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karcinomem pted chirurgickou resekci karcinomu a tfi mésice po ni v souboru 80 pacienti [38
Lehmann]. U vSech pacientl s kolorektalnim karcinomem, ktefi méli zvySenou hodnoty
fekalniho kalprotektinu (celkem 71 % z celého méteného souboru), doslo tfi mésice po operaci
k jeho vyznamnému poklesu [38]. Studie dale potvrdila vyznamné vyssi hodnoty fekalniho
kalprotektinu u pacienti s T3 a T4 karcinomy ve srovnani s T1 a T2 karcinomy [38]. Je
infiltrace buiitkami imunitniho systému [38]. Pezzilli et al. ve své studii z roku 2008 potvrdili
zvysenou hodnotu kalprotektinu ve stolici pacientl s pfitomnymi kolorektalnimi polypy, ktera
byla vyznamné vyssi nejen ve srovnani s jedinci s normalnim koloskopickym nalezem ale i ve
srovnani s pacienty s divertikularni chorobou [39]. Jiz v minulosti byla na nasem pracovisti
prokazéana zvysend exprese S1I00A8 a S100A9 v tkani kolorektalniho karcinomu ve srovnani
se zdravou okolni sliznici [30]. Nase soucasné vysledky jsou v souladu s pozdéjSimi analyzami
Duana et al., ktefi prokéazali zvySenou tkanovou expresi obou proteini v bunkach
kolorektalniho karcinomu za pouziti monoklondlnich anti-SI00AS8 a anti-S100A9 protilatek
[40]. V nasi studii sérové koncentrace SI00A9 neodrazely v literatufe doloZenou zvySenou
expresi tohoto proteinu u kolorektalniho karcinomu [30, 41]. Lze piedpokladat, ze nase
vysledky by mohly reflektovat zavéry prace Kima et al., ktefi neddvno poukazali na anti-
tumordzni efekt S100A9: studie in vitro demonstrovala schopnost bun¢k kolorektalniho
karcinomu vychytavat extracelularni S100A9 [42]. Internalizace S100A9 byla spojena
s redukci proliferace a zvySenou mirou apoptézy nadorovych bunék [42]. Za zminku stoji
skute€nost, Ze autofi v této studii testovali kromé& bunécnych linii kolorektalniho karcinomu
také buné¢né linie karcinomu prsu, Zaludku, ovaria a cervixu. Internalizace SI00A9 byla vSak

pozorovana pouze u bun¢k kolorektdlniho karcinomu [42].
7.3. Protein S100P a kolorektalni karcinom

NaSe studie potvrdila asociaci sérovych koncentraci proteinu S100P s kolorektalnim
karcinomem. Prokézali jsme vyznamné vyssi sérové koncentrace S100P u pacientii v klinickém
stadiu TNM 1V. Dostupné studie ukazuji, ze zvySena tkanova exprese proteinu S100P je
spojena s proliferaci naddorovych buné€k, podili se na regulaci jejich motility a tim schopnosti
invaze a vzniku metastaz [43, 44]. ZvySend tkanova exprese proteinu S100P u kolorektalniho
karcinomu v praci Shena korelovala s pfitomnosti vzdalenych metastaz [43]. Naopak, down-
regulace proteinu S100P byla spojend s poklesem invazivniho a metastatického potencialu
bunék kolorektalniho karcinomu [43]. Nedavno publikovand studie Zuo et al. prokazala

vzdjemnou interakci SI100P a Trx-1, kterd vedla kindukci procesi EMT (epithelial-
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mesenchymal transition), kterd je povazovana za zékladni mechanismus pfemény nadorové
buiiky v bunku mezenchymalniho typu schopnou invaze a vzdéalené migrace [45]. Vyssi
hodnoty S100P u pacienti v pokrocilych stadiich kolorektalniho karcinomu, které jsme
pozorovali v nasi studii, jsou v souladu s dostupnymi daty, které¢ dokladaji zvySenou expresi
S100P u kolorektalniho karcinomu [43]. Nase studie dale prokdzala vyznamné vyssi sérové
koncentrace proteinu S100P u pacientt se stiedné diferencovanym kolorektalnim karcinomem.
I piesto, ze jsme u nizce diferencovanych karcinomu signifikantni rozdily neprokézali, pti
srovnani skupin G2+G3 s kontrolni skupinou byl rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou
statisticky vyznamny. Diivodem mize byt malé velikost souboru G3 skupiny. V literatufe jsou
dostupné pouze ojedinglé studie, ve kterych jejich autofi zkoumali korelaci mezi stupném
diferenciace kolorektalniho karcinomu a tkanovou expresi proteinu S100P [43, 46, 47]. Ani
jedna studie vztah mezi stupném diferenciace a zvySenou tkanovou expresi S100P u
kolorektalniho karcinomu neprokézala. Nase studie jako prvni doklada nejen korelaci sérovych
koncentraci proteinu S100P ale i jeho mozny vztah ke stupni diferenciace ptitomného
dokumentovali vyssi tkanovou expresi SI00P u nadorii v pravém tracniku [47, 48]. V nasem
souboru byly sérové koncentrace S100P vyssi u pacientl s kolorektalnim karcinomem v levé
polovin¢ tra¢niku. Vysvétlenim miize byt predevSim skuteCnost, ze tato skupina byla
zastoupena ve 37 % (11 z 30) pacienty v TNM stadiu IV. Ve srovndni s touto skutecnosti,
skupina pacientil s karcinomem v pravé poloviné tracniku zahrnovala pouze 3 pacienty (3 z 13)
s kolorektalnim karcinomem ve IV. stadiu nemoci. Dal§im vysvétlenim mutize byt absence
korelace sérové koncentrace proteinu S100P s jeho tkanovou expresi, kterou jsme v nasi studii
neprovadéli. Vzhledem k tomu, Ze Casna stadia kolorektdlniho karcinomu probihaji
asymptomaticky, je v soucasné dobé snahou kromé¢ optimalizace screeningovych metod
identifikovat takovy biomarker, ktery by umoznil: 1. ¢asnou detekci nadoru, 2. predikovat
chovani nadoru, 3. 1épe urcit prognézu onemocnéni, 4. stratifikovat odpoveéd’ karcinomu na
podanou protinadorovou terapii a 5. ¢asnou detekci lokdlni recidivy a/nebo metastatického
procesu [49]. Vysledky nasi studie ukazuji, Ze sérovy protein S100P by mohl byt vhodnym

biomarkerem u pacientd s kolorektalnim karcinomem.

20



8. Zavéry
8.1. Protein S100A4 u idiopatickych stievnich zanéta

8.1.1. Stanoveni diagnostického prinosu sérové koncentrace proteinu S100A4 u pacienti

s idiopatickymi stifevnimi zanéty

Ve srovnani se zdravymi jedinci v kontrolni skupiné byly sérové koncentrace S100A4 pacientt
s Crohnovou chorobou a ulcer6zni kolitidou signifikantné vyznamné vyssi. Nulovou hypotézu

bylo mozno zamitnout.

8.1.2 Diagnosticky prinos sérovych koncentraci proteinu S100A4 v predikci jednotlivych

fenotypii a tiZe idiopatickych stfevnich zanéti

Sérové koncentrace proteinu S100A4 pacientii s komplikovanymi formami Crohnovy choroby,
zahrnujici stenozujici a perforujici formy onemocnéni, se oproti skupiné pacientd
s nestenozujici a neperforujici formou vyznamné neliSily. Neprokdzali jsme statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinou nemocnych s Crohnovou chorobou s periandlnim postizenim

a bez perianalniho postiZeni.

Ve srovnani se zdravymi jedinci v kontrolni skupiné, byla sérova koncentrace S100A4
vyznamné vyS$$i u pacientl s Crohnovou chorobou s postizenim tlustého stieva, a to jak ve
skupiné s izolovanym postiZenim tlustého stieva, tak ve skupiné s postizenim tenkého 1 tlustého
stieva soucasné. Predpokladame, ze stanoveni proteinu S100A4 u pacientti s ulcer6zni kolitidou
a s Crohnovou chorobou s postiZzenim tlustého stfeva by mohlo slouzit jako dal$i neinvazivni
biomarker k posouzeni aktivity a fenotypu idiopatického stfevniho zanétu. Nulovou hypotézu

bylo moZno zamitnout.
8.2. Proteiny S100 u kolorektalnich neoplazii

8.2.1. Asociace proteini S100 (S100A6, S100A8, S100A9, S100A11, S100P) s nepokrocilou
a pokrocilou kolorektalni neoplazii

Potvrdili jsme vyznamné niz8i hladiny SI00A6 a SI00A11 v séru pacientl s kolorektalnim
karcinomem. Hladiny S100A11 byly vyznamné niZ§i i u pacientl s nepokrocilym adenomem.
Potvrdili jsme vyznamné vys$§i sérové koncentrace S100A8 u pacientd s kolorektalnim
karcinomem a u nemocnych s pokroc¢ilym kolorektalnim adenomem. Hodnoty S100A9 se u
pacientl s kolorektalni neoplazii oproti zdravym jedinclim z kontrolni skupiny vyznamné
nelisily. Potvrdili jsme vyznamné vyssi hladiny S100P proteinu u pacienti s kolorektalnim

karcinomem. Nulovou hypotézu bylo mozno zamitnout.
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8.2.2. Stanoveni pozitivni a negativni prediktivni hodnoty proteinii S100 u kolorektalnich

neoplazii a uréeni mozného klinického vyuZziti jako biomarkeru kolorektalnich neoplazii

Na zakladé potvrzené asociace sérovych hladin S100A6, S100A8, S100A11 a S100P
s kolorektalnim karcinomem se domnivame, ze tyto S100 proteiny by mohly byt dal$im
uzitecnym sérovym biomarkerem vyuzivanym v diagnostice kolorektalniho karcinomu,
piipadné v ramci dispenzarizace pacientli s kolorektdlnim karcinomem. Nas ptedpoklad je
podpofen vysokou senzitivitou a vyznamnou specificitou a dale vysokou pozitivni a negativni

prediktivni hodnotou sérového proteinu S100AS8 v séru pacientti s kolorektalnim karcinomem.
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