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1. Seznam pouzitych zkratek

5-ASA: 5-aminosalicylova kyselina (5-aminosalicylic acid)
AIEC: adherentni a invazivni kmeny Escherichia coli

anti-EGFR: protilatka proti receptoru epidermalniho ristového faktoru (anti-epidermal growth

factor receptor)

APC gen: gen pro adenomat6zni polypozu stteva (adenomatous polyposis coli)
CacyBP/SIP: calcyclin binding protein/Siah-1 interacting protein

CaCyBP: calcyclin binding protein

CD: Crohnova choroba (Crohn's disease)

COX-1, COX-2: cyklooxygenasa 1, cyklooxygenasa 2

CpG: 5’-cytozin—fosfat—guanin—3~

CRC: kolorektalni karcinom (colorectal cancer)

CtBP1: protein-1 vézajici se na C-konec (C-terminal binding protein-1)

DAMPs: molekuldrni vzory asociované s poSkozenim, které inciuji a udrZzuji neinfekéni

zéanétlivou odpovéd’ (damage-associated molecular patterns)
DEAE-celuléza: dietyl-aminoetyl celuldza

DSS: dextransulfat sodny

EHEC: enterohemoragicka Escherichia coli

EMT: epitelo-mezenchymalni tranzice

EPEC: enteropatogenni Escherichia coli



ERK 1/2: extracelularné regulovana kinasa 1/2 (extracellular-regulated kinase 1/2)

FLOTI: Flotillin-1

FSP1: fibroblast specificky protein 1 (fibroblast specific protein 1)

GSK-3B: glykogensyntaza kinasa 3 beta (glycogen synthase kinase 3f3)

HSF: faktor teplotniho Soku (heat shock factor)

HSP: protein teplotniho Soku (heat shock protein)

IBD: idiopatické stfevni zadnéty (inflammatory bowel disease)

IFN-y: interferon y

IL: interleukin

kDa: kilodalton

KRAS: gen kédujici protein, ktery aktivuje signalni drahy regulujici rist a déleni buiiky (kirsten

rat sarcoma viral oncogene homolog)

LEF: T-cell factor (TCF)-lymphocyte enhancer factor

LOH: ztrata heterozygozyty (loss of heterozygozity)

MAPK: mitogenem aktivované proteinkinasy (mitogen-activated protein kinases)

MCR: oblast nahromadénych mutaci (mutation cluster region)

MDP: muramyl dipeptid

MDSC: myeloidni supresorova buiika (myeloid-derived supressor cell)

MMR: reparace chybného parovani (mismatch repair)

Mts-1: metastatin-1



NF-xB: nuklearni faktor-«B (nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells)

NLRs: nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) like receptors

NMIIA: non-muskularni myosin ITA

NSAID: nesteroidni antiflogistika (non-steroidal anti-inflammatory drugs)

PGE?2: prostaglandin E2

PI3KCA: fosfatidylinositol 3-kinasa

PKC: protein kinasa C

PRA: protein asociovany s receptorem prolaktinu (prolactin receptor associated protein)

PRR: receptory rozeznéavajici molekuldrni vzory (pattern-recognition receptors)

Rad54B, Rad51: DNA-dependentni ATP-azy

RAGE: receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykace (receptor for advanced glycation end

products)

RORpyt: receptor asociovany s transkripénim faktorem kyseliny retinové (transcription factor

retinoic acid receptor-related orphan receptor)

SAPK/INK: stresem aktivovand proteinkindza/c-jun N-terminal kindza (stress-activated

protein kinase/c-jun N-terminal kinase)

SMAD: small mothers against decapentaplegic proteins

SOCE: store-operated Ca** entry

STRs: kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

TGF-B: transformujici ristovy faktor p (transforming growth factor f3)



TLR-4: toll-like receptor 4

TNF: tumor nekrotizujici faktor

UC: ulcerdzni kolitida (ulcerative colitis)
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2. Uvod

2.1. Sporadicky kolorektalni karcinom

2.1.1. Kolorektalni karcinom: incidence a mortalita

Sporadicky kolorektalni karcinom (CRC) piedstavuje v celosvétovém meétitku tieti nejCastejsi
nadorové onemocnéni u muzi (po karcinomu plic a prostaty) a druhé nejcastéjsi nadorové
onemocnéni u Zen (po karcinomu prsu) [1]. V Ceské republice je uvadéna ro¢ni incidence
79/100 tisic (piiblizné 8000 nové diagnostikovanych pacientd ro¢né, 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 pfipad¢ mortality kolorektalniho karcinomu doslo k poklesu o 37,7 % [3]. I pfes vyznamny
pokrok v diagnostice a efektivité screeningového programu v Ceské republice v populaci s nové
diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem tvoii témét 50 % pacienti v pokrocilém

klinickém stadiu onemocnéni (34/100 tisic v klin. stadiu III+1V) [zdroj www.svod.cz].

2.1.2. Charakteristika kolorektalniho karcinomu a jeho vyvoj

Pod pojmem kolorektalni karcinom je zahrnuta heterogenni skupina karcinomi postihujici
tranik a konecnik, ¢asti gastrointestinalniho traktu, které se 1i$i nejen v lokalizaci, ale také
v genetickém podkladu vzniku karcinomu, ktery urcuje jejich chovani, schopnost tvorby
metastaz, odpovéd na podanou léCbu, progndézu a celkové preziti pacienta. Dle lokalizace
rozliSujeme pravostranny a levostranny kolorektalni karcinom. VétSina autorli povazuje za
hranici mezi pravym a levym tracnikem oblast linealni flexury, 1 kdyZ z hlediska

embryologického vyvoje traniku je tato hranice posunuta proximaln€ na rozhrani sttedni a
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distalni tfetiny colon transversum [4]. Boeckx et al. analyzovali dostupné studie zabyvajici se
vztahem mezi lokalizaci primarniho karcinomu u metastazujiciho kolorektalniho karcinomu a
odpovédi na podanou onkologickou 1é¢bu, expresi biomarkert a biologické charakteristiky [5].
Karcinomy pravého tracniku vykazuji vysSi vyskyt nestability mikrosatelitt (MSI,
microsatellite instability) a vysSsi rezistenci na anti-EGFR (anti-epidermal growth factor
receptor) terapii, zatimco u karcinomu levého tracniku jsou castéjsi projevy chromozomalni
nestability [5]. Na zacatku vzniku sporadického kolorektalniho karcinomu stoji prvni
mutagenni inzult oznacovany jako nadorova iniciace. Obvykle se jedna o mutaci, kterd navodi
vznik neoplastického fenotypu buiiky. Nasleduje tzv. nddorové promoce, kterd predstavuje
soubor dal§ich mutaci nebo epigenetickych zmén, které vedou k riistu mutované¢ho klonu.
Proces, kdy je tumor klinicky detekovatelny, je oznacovan jako naddorova progrese [6]. Fearon
a Vogelstein vroce 1990 definovali sekvenci adenom — karcinom jako geneticky model
pfemény normadlni sliznice tlustého stfeva v nddorovou tkén, podle kterého jsou urcité faze
transformace epitelu tlustého stfeva pfimym disledkem konkrétnich mutaci [7]. Zékladni
mutaci, ktera indukuje proces karcinogeneze u vétSiny sporadickych kolorektalnich karcinomd,
predstavuje mutace v APC genu. APC gen (adenomatous polyposis coli) patfi mezi tzv. tumor
supresorové geny. Jeho produktem je bilkovina, kterd po vazbé s Axin/Axin-2 a GSK-38
(glycogen synthase kinase 3P) vytvaii komplex, ktery zajiStuje ubikvitinaci P-kateninu.
Ubikvitinace je proces, pii kterém se pomoci ubikvitinacniho komplexu oznac¢i konkrétni
bilkovina urcend k degradaci. Somatickda mutace APC genu v oblasti kodonu 1271-1256 (tzv.
mutation cluster region — MCR) ma za nésledek sniZzeni degradace -kateninu, ktery je nasledné
translokovan do bunécného jadra. V bunécném jadre B-katenin pisobi jako koaktivator LEF
(T-cell factor (TCF)-lymphocyte enhancer factor) a indukuje transkripci regulacnich genti
cyclin-D1 a c-Myc [8]. Cyclin-D1 a c-Myc jsou protoonkogeny, které se podileji na regulaci

bunécné proliferace, diferenciace a apoptozy [9]. Dow et al. poukazuji na to, ze ztrata genu
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APC vede k defektni bunécné diferenciaci, kterd je zavisla na CtBP1 (C-terminal binding

protein-1) a vede k iniciaci adenomovych zmén ve sliznici, zatimco aberantni proliferace

a akumulace B-kateninu v jadfe vyzaduje dalsi mutaci KRAS [10 Dow]. Mutace v genu APC
jsou Casné, mutace supresorového genu TP53 jsou pozdni. Progrese adenomu a nasledny vznik
kolorektalniho karcinomu jsou velmi pomalé (zdvojovaci ¢as karcinomu je 620 dni), jedna se
o mnohastupniovy proces, ve kterém se krom¢ aktivace WnT/B-kateninové signalni drahy
uplatiiuje rovnéz kumulace dalSich mutaci a epigenetickych zmén vedoucich k ovlivnéni
intracelularnich signalnich drah jako jsou p53, Ras-Raf-MAPK, PI3KCA a TGF-f/Smad

signalni draha [6]. Souhrnné se tyto zmény dé€li do tfech zakladnich typl ozna¢ovanych jako:

(1) chromozomalni nestabilita (CIN) — vede ke strukturdlnim a numerickym zménadm
chromozomt, které zahrnuji chromozomalni a subchromozomalni aberace nebo amplifikace a
ztratu heterozygozity (LOH — loss of heterozygozity), ktera je zjiSténa az u 3/4 sporadickych
kolorektalnich karcinomi na chromozomech 5q, 17q nebo 18q [11]; je diisledkem fady mutaci
vznikajicich v prib&hu ristu adenomu. Klicovymi geny vedoucimi k chromozomalni
nestabilité jsou mutace v oblasti tumor supresorovych geni jako APC, TP53, TGFBR2 a Smad4

a protoonkogent KRAS, BRAF a PI3KCA [11, 12].

(2) nestabilita mikrosatelitii (MSI) — je odrazem defektni funkce MMR systému (mismatch
repair proteinl), které za normalnich okolnosti zajist'uji opravy drobnych chyb vzniklych pfi
replikaci DNA. U sporadického kolorektalniho karcinomu vznikaji jako disledek somatické
mutace hlavnich komponent syst¢tmu MMR: MLH1, MSH2, PMS2 a MSH6. Mikrosatelity,
n¢kdy oznacované i jako STRs (Short Tandem Repeats), predstavuji kratké opakujici se
sekvence jednoho az Sesti part nukleotidii, které jsou vétSinou lokalizovany v nekddujici ¢asti
genu [13]. Tyto sekvence jsou diky své uniformité nachylné k chybam pfii replikaci DNA.

Defektni systém mismatch repair proteini pak neni schopen opravy v oblasti mikrosatelitnich
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lokusti, a to vede k narusené syntéze nebo uplnému zastaveni syntézy produktu takto

postizeného genu [6].

(3) CpG metylace — CpG (5'- cytozin — fosfat — guanin — 3”) pfedstavuji dinukleotidové
sekvence, které jsou u vice nez poloviny genii lokalizovany obvykle na jejich 5’-konci, kde jsou
oznacovany jako CpG ostravky [14, 15]. Hypermetylace CpG ostritvku uvnitt promotoru tumor
supresorového genu vede kjeho inaktivaci. Mezi geny ovlivnéné hypermetylaci u

kolorektalniho karcinomu patii APC, MLH1, MGMT [16].

2.1.3. Role stievniho mikrobiomu v patogeneze kolorektalniho karcinomu

Tlusté stievo (a to jak na Grovni sliznice, tak i ve sttevnim lumen) vytvari mimofadné diverzni
prostfedi pro rizné druhy bakterii, které hraji kli¢ovou roli v patogenezi sporadického
kolorektalniho karcinomu. Doklady jsou k dispozici z klinickych i experimentalnich studii [ 17-
19]. Bakterie mohou ovliviiovat stfevni prostiedi svymi enzymatickymi aktivitami, produkci
metabolitli jak s prokancerogennimi, tak i antikancerogennimi Uc¢inky, dale syntézou nebo
aktivaci prokancerogenli (nitrosaminy a dal§i N-nitroso-slou€eniny), ¢i ovlivnénim
biotransformace xenobiotik [20]. Produkce folatii a biotinu stfevnimi mikrobioty se jevi jako
velmi dilezity preventivni faktor [20]. Oba vitaminy jsou zavzaty do epigenetické regulace
slizni¢ni proliferace tlustého stteva [20]. Stfevni baktérie plisobi na sliznici tlustého stfeva také
ptimo: ovlivnéni sloZeni hlenu, deskvamace sliznice, nebo neuro-humordlni regulace [20].
Mastné kyseliny s kratkym fetézcem bakteridlniho piivodu jsou dileZitym energetickym
substratem pro kolonocyty. Obecné¢ 1ze konstatovat, Ze nezddouci jsou predevsim baktérie, které
svymi metabolickymi aktivitami méni primarni Zlucové kyseliny na sekundarni nebo baktérie,
enzymatickym systémem stievnich baktérii je beta-glukuronidasa [20]. Tento enzym se podili
na hydrolyze konjugati kyseliny glukuronové, které slouzi k vyluCovani xenobiotik,
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cizorodych latek, které jsou vyluCovany ztéla a cCasto predstavuji latky s potencidlné
karcinogennim ucinkem. Pacienti s kolorektalnim karcinomem maji aktivitu vysokou a osoby
s nizkym rizikem vzniku kolorektdlniho karcinomu maji naopak aktivitu tohoto enzymu
v tlustém stieveé nizkou [21]. Dalsim klicovym bakterialnim enzymem je 7-alfa-dehydroxylasa,
ktera v tlustém stfevé konvertuje kyselinu cholovou na deoxycholovou kyselinu a
chenodeoxycholovou na kyselinu lithocholovou [20]. Tyto sekundarni Zlucové kyseliny jsou
kancerogenni a svym pusobenim pfispivaji k selekci bun¢k rezistentnich vaci apoptoze a
zpusobuji nezddouci interakci s nékterymi signalnimi systémy (secondary messenger signalling
systems) [20]. Dulezitym faktorem ovliviiujicim enzymatickou aktivitu stfevnich bakterii
ptedstavuji dietni vlivy. Dieta bohatd na ¢ervené maso a zivocisné tuky bakterialni aktivitu
beta-glukuronidasy stimuluje, naopak fermentovatelnd vldknina ji tlumi [20]. Vysokotu¢na
strava zvySuje koncentraci zZlu¢ovych kyselin. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem, pfedevsim
butyrat, snizuji intraluminalni pH. Nizké pH tlumi n¢které nezddouci bakteridlni enzymatické
aktivity (beta-glukuronidasa, 7-alfa-dehydroxylasa aj.), dale vede k supresi stfevnich bakterii
produkujicich mutagenni a genotoxické latky a stimuluje produkei kolicinti (peptidii a proteind
s dolozenym protinddorovym ucinkem) [20]. Je ziejmé, Ze stievni milieu je komplexnim
metabolickym prostiedim. Nizké intraluminalni pH, vapnik a nckteré bakterialni produkty
(mastné kyseliny s kratkym fetézce, folaty, biotin aj.) harmonizuji proliferaci a vyzravani
sliznice tlustého stfeva (inhibici cyklo-oxygenasy a dal$imi mechanismy), ovliviiuji metylaci

DNA, slizni¢ni imunitu a stimuluji apoptozu [20].
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2.1.4. Kolorektalni karcinom: staging a grading

V klinické praxi u kazdého pacienta s nové diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem
uréujeme stupen histologické diferenciace karcinomu, grading a rozsah postizenych tkani
karcinomem, staging. Stupen histologické diferenciace je uréeny procentudlnim zastoupenim
glanduldrnich struktur ve tkéni kolorektalniho karcinomu. RozliSujeme tak karcinomy dobie
diferencované, G1, s pfitomnosti vice nez 95 % zlazek, karcinomy stiedné diferencované, G2,
obsahujici 50-95 % glandularnich struktur a karcinomy nizce diferencované s méné nez 50%
zastoupenim zlazek [22]. Staging kolorektalniho karcinomu je posuzovan na zdkladé TNM
klasifikace, ktera urcuje hloubku invaze primarniho tumoru (T-tumor), postizeni regionalnich
lymfatickych uzlin (N-nodus) a pfitomnost vzdalenych metastdz (M-metastaza), Tabulka
2.1.4.1. [23]. Pfesné stanoveni stagingu kolorektalniho karcinomu vede k urceni klinického
stadia, Tabulka 2.1.4.2. Rozsah karcinomu a jeho histologicka diferenciace patii mezi zékladni
kritéria, podle kterych je zvolena 1éCebna strategie a urcena progndéza nemocného. V potaz je

tieba dale vzit celkovy stav pacienta, jeho veék a preference [23-26].
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Primarni tumor (T)

Tx primarni tumor nelze posoudit

TO primarni tumor neprokazan

Tis carcinoma in situ — intraepitelidlni (neinvazivni karcinom; neptesahujici bazalni membranu)
intramuko6zni karcinom (invazivni karcinom; neptesahujici lamina muscularis mucosae)

T1 invaze do tunica submucosa

T2 invaze pres lamina muscularis propria

T3 invaze do tunica serosa nebo perirektalni tkané

T4 invaze primarniho tumoru na visceralni peritoneum, ptilehl¢ organy a struktury

Nx postiZeni regionélnich lymfatickych uzlin nelze hodnotit
NO neprokazano postiZzeni regionalnich lymfatickych uzlin
N1 pozitivni 1-3 regionalni lymfatické uzliny

N2 > 4 pozitivnich regionalnich lymfatickych uzlin

Pritomnost vzdalenych metastaz (M)
Mo bez pritomnosti vzdalenych metastaz

M1 prokdzané vzdalené metastazy

Tabulka 2.1.4.1. TNM klasifikace kolorektalniho karcinomu [23]



Klinické stadium TNM Klasifikace

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium I T1-T2 NO MO

Stadium I1 T3-T4 NO MO

Stadium III jakékoliv T N1-N2 MO
Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1

Tabulka 2.1.4.2. Klinické stadia kolorektalniho karcinomu dle TNM klasifikace (NCCN guidelines version 4.2018) [23]
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2.1.5. Role nesteroidnich antiflogistik v chemoprevenci kolorektalniho

karcinomu

Chemoprevence predstavuje jednu z moznych alternativ vedoucich k prevenci vzniku
kolorektalni neoplézie vlivem uzivani konkrétnich 1é¢iv. Jednou ze strategii je ovlivnéni
zangtlivych procesti v nddorovém mikroprostiedi. Dostupné studie poukazuji na ptiznivy efekt
1€k ze skupiny nesteroidnich antiflogistik (NSAID) zahrnujicich kyselinu acetylsalicylovou
(aspirin) a non-aspirinova nesteroidni antiflogistika: naproxen, sulindak, celecoxib, likofelon,
diklofenak [27-32]. Chemopreventivni ucinek je zprostfedkovany supresi aktivity
cyklooxygendzy (COX-1 a COX-2), ktera vede k inhibici syntézy prostaglandinu E2. Ve vztahu
ke kolorektalnimu karcinomu ma vyznam blokada inducibilniho enzymu COX-2, ktery se ve
zdravé tkani tlustého stfeva témét nevyskytuje. Eberhart potvrdil zvysenou expresi COX-2 ve
tkani kolorektalnich adenomu a kolorektalniho karcinomu [33]. ZvySena exprese COX-2 je
asociovana s progresi kolorektalniho karcinomu, nadorovou angiogenezou a tvorbou metastaz
[34, 35]. Kagbo-Kue et al. nedavno popsali aspirinem indukovanou snizenou expresi TLR-4
(toll-like receptor 4) vedouci k inhibici tvorby metastaz kolorektalniho karcinomu [36].
Zajimava je prace Hanif et al., ktefi ve své praci popsali NSAID zprostiedkovanou inhibici
proliferace kolorektalniho karcinomu nezavislou na prostaglandinech [37]. Zd4 se, Ze tento
efekt je zprostiedkovan remodelaci intracelularniho metabolismu vapniku. Za fyziologickych
podminek je intracelularni homeostaza vapniku regulovana prostfednictvim transportnich
kanalki v plasmatické membran¢, membrané endoplasmatického retikula, mitochondrii a
jinych bunéénych organel. Snizeni intraceluldrni koncentrace vapniku vede k aktivaci
transportnich mechanismt oznacovanych jako SOCE (store-operated Ca** entry), ktery je
vystupiiovany u kolorektalniho karcinomu [38, 39]. Zmény intracytoplasmatické koncentrace
vapniku jsou rozpoznany proteiny vazajicimi vapnik a jejich prosttednictvim dochazi k aktivaci
ptisluSnych signalnich drah ovliviiyjicich riist a diferenciaci buniky. V naSem piehledovém
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¢lanku jsme poukézali na vyznamné postaveni proteini vazajicich vapnik ze skupiny proteinti
S100 pfti rozvoji kolorektalni neoplazie [40]. Nesteroidni antiflogistika se podili na regulaci
cytoplasmatické koncentrace vapniku a inhibici SOCE, ktera vede u kolorektalniho karcinomu

k ovlivnéni bunécné proliferace a migrace [41].

2.2. Idiopatické stievni zanéty

Idiopatické stfevni zanéty (IBD) jsou neinfek¢éni chronicka zéanétliva stfevni onemocnéni
nezndmé etiologie zptisobené imunologickou dysregulaci. Patii mezi né ulcer6zni kolitida (UC)
a Crohnova choroba (CD). Svou incidenci, ktera vykazuje tzv. severojizni a zapadovychodni
gradient [42, 43], jsou idiopatické stievni zanéty povazovany za onemocnéni modernich a
vyspéelych statd s nejvyssi prevalenci v Severni Americe a v zapadni a severni Evropé [44].
Zatimco v celosvétovém meéfitku je incidence ulcer6zni kolitidy dlouhodobé stabilni, incidence
Crohnovy choroby vykazuje trvale vzestupny charakter. Recentni kohortové studie z Afriky,
Asie a Jizni Ameriky vSak poukazuji na zvySujici se incidenci ve vztahu k narlstajici
industrializaci a urbanizaci 1 v mén¢ vyspélych statech [45-47]. Etiopatogeneze idiopatickych
sttevnich zanétl je multifaktorialni. U geneticky predisponovaného jedince dochéazi vlivem
faktori zevniho prosttedi k naruseni rovnovéhy a bariérovych slizni¢nich mechanismi, a
k abnormalni imunologické odpovédi, cozZ ma za nasledek vznik zanétlivé reakce v travicim
traktu. Je pfitomna vystupiiovand imunologicka reakce na stfevni mikrobiom, ktery u pacientti
s idiopatickymi stievnimi zanéty vykazuje znamky nestability. Bylo pozorovdno nizsi
zastoupeni kmenti Firmicutes a Bacteroides a vys§i zastoupeni kmenl Enterobacteriaceae,
mukolytickych baktérii Ruminococcus spp. a adherentnich a invazivnich kmenti E.Coli (AIEC)
[48-51]. V reakci na pfitomny mikrobiom se uplatiuje systtm PRR (pattern-recognition
receptors) zahrnujici TLR (toll-like receptor) a NLRs (nucleotide-binding oligomerization

domain (NOD) like receptors) receptory. Toll-like receptory jsou schopny rozezndvat
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lipopolysacharidy na povrchu patologickych bakterii (TLR-2 a TLR-4 v tenkém stfeve) a
flagelin bakterialnich bi¢ikti (TLR-5 v tlustém stievé) [52]. Receptor NOD2, produkt genu
NOD?2 identifikovaného v roce 2001, je schopen rozeznat intracelularni MDP (muramyl
dipeptid) [53]. MDP je dipeptid, ktery se nachazi v peptidoglykanech gram-pozitivnich a gram-
negativnich baktérii [54]. Vazba MDP s NOD2 aktivuje faktor NF-kB (Nuclear factor kappa
B), ktery nasledné aktivuje proces autofagocytézy a kontrolovanou zéanétlivou reakci na
pritomnost intraluminalniho patogenu, kterd je provazena produkci cytokini a
antimikrobidlnich peptidi [55]. V etiopatogeneze idiopatickych stfevnich zdnétd se také
uplatiiuji genetické defekty/mutace vedouci k alteraci fyziologickych slizni¢nich mechanismil.
Jostins et al. popsali celkem 163 genil asociovanych s idiopatickymi stfevnimi zanéty, z nichz
30 bylo asociovano vyhradné s Crohnovou chorobou a 23 s ulcerdzni kolitidou, 110 gent bylo
asociovano s obéma nemocemi [56]. Mutace NOD2 genu vedouci k poruse funkce NOD2
receptoru paradoxné indukuje zvySeni exprese faktoru NF-kB, ke které dochézi alternativni
cestou prostfednictvim nadmérné stimulace TLR-2 [57]. To ma za nasledek naprodukci
interleukinu 12 a déle excesivni aktivaci Thl lymfocyth [57]. Vystuptiovand produkce
zangtlivych cytokinli (IL-6, IL-1B, TNF, IL-18) buitkami vrozené imunity vede k diferenciaci
naivnich T-lymfocytl na efektorové: Thl lymfocyty (predominantné u Crohnovy choroby
s nadprodukci IL-2 a IFN-y), Th2 lymfocyty (predominantné u ulcerdzni kolitidy s nadprodukci
IL-5 a IL-13), Th9 lymfocyty (produkujici IL-9), Th17 lymfocyty (detekovany jak u ulcerdzni
kolitidy 1 u Crohnovy choroby, produkujici IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, RORyt —
transcription factore retinoic acid receptor-realted orphan receptor) a regulacni T-lymfocyty
(produkujici protizanétlivé cytokiny IL-10, TGF-B) [55]. Produkce zanétlivych cytokint T-
lymfocyty tak pfispiva nejen k udrZeni lokéalni zanétlivé reakce, ale produkované cytokiny

pusobi chemotakticky na dal$i imunitni buiiky, coZ mé za nésledek jejich prestup do mista
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zanctu ze systémové cirkulace a vede k dalsi stimulaci zanétlivé reakce a posSkozeni postizené

tkané [58].

V klinické praxi pouzivame k popisu Crohnovy choroby mezindrodné¢ uznavanou
Montrealskou klasifikaci, ktera popisuje vék v dobé diagnézy (A — age), lokalizaci (L —
location) a chovani Crohnovy choroby (B — behaviour), Tabulka 2.2.1. [59]. Vyznam
klasifikace spociva piedevSim k odhaleni vysoce rizikovych skupin pacienti s Crohnovou
chorobou ur¢enych k ¢asnému zahdjeni imunosupresivni nebo biologické 1éCby. Za rizikové
faktory predisponujici k tézkému a komplikovanému prib&hu Crohnovy choroby je
povazovana manifestace nemoci do 40 let, extenzivni ileokolické postiZzeni vyzadujici 1écbu

systémovymi kortikosteroidy v dob¢€ diagndzy a perianalni postizeni [60].
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Al <16 let

A2 17-40 let

A3 > 40 let

L1 ileum

L2 tlusté stfevo

L3 ileum a tlusté stievo (ileokolické postizeni)
L4 izolované postiZzeni horni ¢asti traviciho traktu
B1 nestenozujici-nepenetrujici

B2 stenozujici

B3 penetrujici

p perianalni postiZeni 2

Tabulka 2.2.1 Montrealska klasifikace Crohnovy choroby [59]

' L4 je modifikator, ktery je pfidavan samostatné k L1-L3 pfi postiZeni traviciho traktu oralné od ilea
2 p je modifikator, ktery je pfidavan k B1-B3 pfi perianalnim postiZeni



2.3. Proteiny S100

Proteiny S100 ptedstavuji skupinu malych bilkovin s molekulovou hmotnosti 9-13 kDa. Patii
do rodiny tzv. EF-hand proteinii. Zakladni strukturalni jednotkou je EF-hand motiv, ktery je
slozeny ze dvou a-helixt ,,E*“ (schopného vazat vapenaté ionty) a ,,F*“. Oba a-helixy jsou
navzajem propojeny smyckou [61, 62]. Typicky jsou vzdy dva "EF-hand motivy" usporadany
v parech a tvofi potom zdkladni strukturdlni jednotku "EF-hand proteinu", monomér,
oznacovany téz jako EF-lobe [61, 63]. Moore a McGregor v roce 1965 jako prvni publikovali
praci, ve které zminuji ,,relativné malé acidické™ proteiny. Porovnanim nalezi chromatografie
na DEAE-celuléze (diethyl-aminoethyl celul6ze) z tkané kraliciho mozku a jater prokazali
pritomnost dvou proteinti (pozdéji specifikovanych jako SI00A1 a S100B) vyskytujicich se
v mozkové tkani a v minimalni koncentraci v jaterni tkani [64-66]. Nazev skupiny proteint
S100 je odvozen od jejich rozpustnosti ve 100% roztoku siranu amonného pii neutralnim pH
[67]. Zvlastni postaveni proteinti S100 uvniti EF-hand rodiny je urceno vlastnostmi, které je

odlisuji od ostatnich EF-hand proteini:

e struktura: zatimco oba a-helixy EF-hand proteinii 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 zpiisobem jako ostatni
EF-hand proteiny [62]. Druhy, oznacovany jako N-konec (pseudokanonicky — ,,pseudo-
cannonical®) je tvofeny 14 aminokyselinami. Ten je schopen vazby s ionty vapniku obvykle
s niz$i afinitou ve srovndni C-termindlnim koncem. Tato vazba vede ke konformacnim
zméndm uvnitt daného proteinu S100 - otevieni S100 proteinu [63].

e dimerizace: proteiny S100 vytvarteji obvykle homodiméry. Ptikladem je SI0O0A3, S100A4,
S100B a S100P [68-71]. Nékteré se vyskytuji v oligomérni form¢ jako homotetramér
S100A3, oligomér S100A4, hexamér S100A12, homotetramér S100B ¢i homohexamér
S100B [70, 72-74]. Vyjimku tvofi protein S100G (kalbindin), vyskytujici se vyhradné
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v monomerni formé&. Jeho struktura je zkracend a neumoznuje dimerizaci [63, 75]. Nékteré
proteiny S100 jsou schopny tyto podjednotky navzdjem mezi sebou s riznym stupném
afinity vyménovat a vytvaret tak rGzné stabilni heterodiméry (S100A1/S100B,
S100A8/S100A9) [76, 77].

e exprese: proteiny S100 se vyskytuji vyhradn€ u obratlovcii, jejich exprese je specificka
nejen v zavislosti na konkrétni tkéani, ale je specificka i bunécné a mnohdy i v zavislosti na
bunécném cyklu [63, 78]

e schopnost vazby s ionty vapniku: zatimco se EF hand proteiny podileji vyhradné na
intracelularni transdukci vépniku, proteiny S100 jsou schopny zprostiedkovavat
vapnikovymi ionty indukované signaly i mimo buiku [78]

Schopnost vazby s vapenatymi ionty umoziuje proteinim S100 vstupovat do tady procest

uvniti bunky i extracelularné [40]. Intracelularné se podileji na regulaci kalciové homeostazy,

bunééného cyklu, vstupuji do procestt bunécného rustu a diferenciace. Extracelularné se
proteiny S100 podileji zejména na regulaci bunécné migrace. Santamaria-Kisiel ve své praci
deli kalcium-dependentni funkce proteini S100 do péti zakladnich oblasti: (a) regulace

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

regulace bunécné motility a tvaru bunky, (d) ovliviliovani signalnich drah, (e) udrzovani

kalciové homeostazy [78]. Zatimco existuje celda tada cilovych receptori pro jednotlivé
proteiny S100, obracené plati, Ze jeden a ten samy receptor je receptorem pro vice jednotlivych

S100 proteinii. Vzajemna interakce se navzajem lis§i mistem vazby proteinu S100 na dany

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

a bunécné specificite plisobeni proteinu S100.
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EF hand

Obr. 2.3.1. Struktura S100 proteinti
Zdroj: Berg JM, Tymoczko JL, Gatto GJ jr., Stryer L (eds). Biochemistry. 8th Ed.
New York: WH Freeman & Co, 2015. ISBN-13: 978-1-4641-2610-9.
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2.4. Funkce vybranych proteinti S100 a jejich vztah k idiopatickym

stirevnim zanétum a kolorektalnimu karcinomu

2.4.1. Protein S100A4

Protein S100A4, znamy také jako metastin-1 (Mts-1), p9Ka, FSP1 (fibroblast specific proteinl)
nebo kalvaskulin, je lokalizovan v bunééném jadfe, cytoplasmé nebo extracelularné.
Barraclough et al. v prokézali v roce 1982 zvySenou expresi acidického proteinu s molekulovou
hmotnosti 9 kDa v myoepitelidlnich mammarnich bunikédch a pozdéji dolozili jeho podobnost
s S100 proteiny [79, 80]. Ebralidze v roce 1989 popsal zvySenou expresi genu Mts-1
v metastatickych bunikdch karcinomu prsu, kterd byla projevem jejich zvySeného
metastatického potencialu [81]. Fyziologicky se protein S100A4 vyskytuje ve fibroblastech,
makrofazich, lymfocytech a v bunikdch kostni dfen€. Podobné jako jiné proteiny S1001 S100A4
vstupuje do regulace bunécnych mechanismi na vice trovnich v zavislosti na své lokalizaci,
ktera mize byt extracelularni i intracelularni [40]. Intracelularné se vyskytuje jak v bunééném
jadre, tak v cytoplasmé. Extracelularné lokalizovany protein SI00A4 vazbou s RAGE (receptor
for advanced glycation end products) vede k aktivact MAPK/ERK (mitogen-activated protein
kinases/ extracellular-regulated kinase) signalni drahy, ktera se podili na bunécné proliferaci a
vyzravani [82]. V nddorovém mikroprostiedi piisobi protein S100A4 chemotakticky na
imunitni bunky a ovliviluje tak nepfimo sekreci zanétlivych cytokind, které se podileji na
progresi tumoru, nadorové angiogeneze a prometastatické aktivité nadorovych bunck [82].
Vazba s RAGE vede soucasné k translokaci intracelularni frakce proteinu S100A4 do
bunécného jadra, kde ovliviiuje transkripci genii dulezitych pro regulaci bunééné migrace a
invaze [83]. Boye et al. prokazali hor$i prognozu u pacientd s kolorektalnim karcinomem, jehoz
imunohistochemicky profil se vyznacoval vy$s$i nuklearni expresi genu S100A4 [84]. Gen

S100A4 je povazovan za piimy transkripéni cil B-kateninu [85]. Intraceluldrné se protein

27



S100A4 prostiednictvim protein kindzy C (PKC) rovnéz podili na fosforylaci tézkych fetézct
NMIIA (non-muskulédrni myosin ITA) [86]. Studie dokazuji, ze protein S100A4 se uplatituje
nejen v oblasti nadorové progrese, ale hraje roli v regulaci nenaddorovych onemocnéni jako
revmatoidni artritida, idiopatické zanétlivé myopatie, plicni arteridlni hypertenze, a
hypertrofickd kardiomyopatie [82]. Cerezo et al. dolozili zvySenou produkci zanétlivych
cytokinti (TNF-q, IL-1p a IL-6) po stimulaci perifernich mononuklearnich bun¢k proteinem
S100A4. Tato reakce byla zprostiedkovana vazbou s TLR-4 a aktivaci faktoru NF-«xB [87]. Je
dokumentovano, ze aberantni TLR signalizace a stimulace faktoru NF-«kB se uplatiiuji i
v regulaci zanétlivé odpovédi ve sliznici postizené idiopatickym stfevnim zanétem.
Cunningham et al. prokazali zvySenou expresi S100A4 ve fibroblastech a imunitnich buiikéach
v resekatech ilea u pacienti s Crohnovou chorobou a demonstrovali TGF-B1 indukovanou

zvySenou expresi SI00A4 [88].

2.4.2. Protein S100A6

Protein S100A6 je zndmy také jako kalcyklin. V literatufe je uvadén téz pod synonymy 2A9,
5B10, CABP, CaCy ¢i PRA (prolactin receptor associated protein) [89]. Prvni zminka
v souvislosti s proteinem S100A6 je uvedena v praci Hirchhorna z roku 1984 [90]. Autor
popsal in vitro zvySenou expresi 2A9 mRNA v G1 bunééné fazi ve stimulovanych bunéénych
klonech zledvin hlodavcti a poukazal na jeho podil v regulaci bunétné proliferace [90].
Kuznicki a Filipek izolovali samotny protein S100A6 (CABP) z bunék Ehrlichova ascitického
tumoru a pozdéji prokézali jeho interakci s CacyBP/SIP (calcyclin binding protein/Siah-1
interacting protein) [91, 92]. CacyBP/SIP hraje vyznamnou roli v ubikvitinaci B-kateninu a
podili se na regulaci proliferace a diferenciace bunék. Protein S100A6 se pfirozené vyskytuje
ve fibroblastech, myofibroblastech, endotelidlnich bunkach a je exprimovan také v epitelidlnich

bunikach tlustého stieva [93]. V jedné ze studii provedené na naSem pracovisti Stulik a kolektiv
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dokumentovali zvySenou expresi SI00A6 ve tkani adenomi a kolorektalniho karcinomu ve
srovnani s normalni sliznici tlustého stfeva, kterd korelovala s malignim potencidlem
kolorektalni neoplazie [94]. Autofi popsali zvySenou expresi SI00A6 nejen v invazivnich
okrajich kolorektalniho karcinomu, ale i v mikrometastatickych loziskach pojivové tkang.
Neptimo tak prokazali ulohu proteinu SI00A6 v regulaci proliferace a ovlivnéni invazivniho
potencidlu bun¢k kolorektalniho karcinomu [94]. Duan pozdé¢ji demonstroval vliv SI00A6
v regulaci bunécné proliferace a migrace prostfednictvim aktivace MAPK (mitogen-activated
protein kinase) signalni drahy [95]. MAPK pfedstavuje soubor proteinti podilejicich se na
regulaci proliferace a diferenciace builky a regulaci karcinogenezy, ktery zahrnuje ERK
(extracellular-regulated kinase), p38 kindzu a SAPK/JNK (stress-activated protein kinase/c-jun
N-terminal kinase). S100A6 indukovana proliferace je zprostfedkovana aktivaci ERK, zatimco
migrace je disledkem zmén aktivity p38 kinazy [95]. DalsSim vyznamnym pojitkem proteinu
S100A6 ve vztahu ke kolorektalnimu karcinomu je jeho interakce s f-kateninem a tumor
supresorovym genem TP53. Kilanczyk pozoroval zvySenou intracytoplasmatickou a nuklearni
imunohistochemickou pozitivitu proteinu S100A6 a B-kateninu v buiikdch kolorektalniho
karcinomu ve srovnani s periferni expresi obou proteinti v buitkach normalni tlustosttevni
sliznice a poukdzal na moznou piimou regulaci syntézy proteinu S100A6 B-kateninem [96].
Nedavno Feng et al. publikovali vysledky z experimentd na lidskych bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu, které potvrzuji t€¢inek S100A6 na kalcium-dependentni translokaci
CacyBP/SIP (calcyclin binding protein/Siah-1 interacting protein) z cytoplasmy do bunééného
jadra [97]. Intranuklearni translokace CacyBP/SIP je spojena s proliferaci bunék kolorektalniho

karcinomu [98].
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2.4.3. Proteiny S100A8 a S100A9

Proteiny S100A8 a SI00A9 jsou znamé pod synonymy kalgranulin A a kalgranulin B a rovnéz
jako MRP8 a MRP14. Oba proteiny jsou exprimovany myeloidnimi buiitkami — neutrofily a
monocyty, nachazeji se ale také v makrofazich, supresorovych myeloidnich buiikach (MDSC
— myeloid-derived supressor cell) a jejich exprese byla popsana i v epitelidlnich a nadorovych
bunkach [99, 100]. Za fyziologickych podminek vytvaii tyto proteiny uvniti bunky
heterodiméry, jejichz tvorba je nezavisla na pfitomnosti iontli vapniku. Nasledna vazba
s vapenatymi ionty vede k vytvofeni heterotetraméri S100A8/S100A9 (tvotenych dvéma
proteiny SIO0A8 a dvéma proteiny SI00A9) zndmych také jako kalprotektin, ktery je uvnitt
buiiky schopen vazby s bunéénymi mikrotubuly. Tato vazba vede k jejich polymerizaci [101].
Podili se tak na utvareni cytoskeletonu buiiky a tim ovliviiuje jeji migracni schopnosti. Kromé
vazby sionty véapniku je kalprotektin schopen vazby s ionty zinku a manganu, coz je
determinantou jeho antimikrobidlnich vlastnosti [102, 103]. Jednim z mechanismil
antimikrobialniho ptsobeni kalprotektinu je jeho excesivni uvolnéni do stfevniho lumen, kde
se uplatiiuje pravé jeho vysokd afinita k vySe zminénym iontim, které slouzi jako
mikronutrienty pro stfevni bakterie. Jejich ,,spotfebovani® po vazbé s kalprotektinem vede
nasledné k inhibici bakteridlniho ristu. Kromé zajisténi této ,,nutri€ni imunity* se kalprotektin
vyznamné podili na regulaci zanétlivych procest a regulaci imunitni odpovédi v misté zanétu.
Po aktivaci neutrofilii a/nebo po adhezi monocytd k endotelu dochazi k jeho extracelularni
sekreci. Sekrece kalprotektinu mutze byt pasivni — z rozpadlych myeloidnich bunék v misté
zanétu nebo aktivni, mediovana ionty vapniku, nezavisla na funkci Golgiho aparatu [104]. Ve
vztahu k idiopatickym stfevnim zanétim je kalprotektin fazen mezi DAMPs (damage-
associated molecular patterns). DAMPs zahrnuji strukturdlné odliSné nepatogenni latky, které
jsou schopny vazby s PRRs a jsou uvolilovany pasivné do extracelularniho prostoru po rozpadu

bunék v disledku nekrézy a nekroptdzy. Také mohou byt uvoliiovany aktivné, a to stresem
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indukovanymi bunikami nezavisle na endoplasmatickém retikulu a/nebo Golgiho aparatu, coz
vede v extracelularnim prostfedi ke zméné jejich fyziologické funkce ve funkci proinflamatorni
[105]. Prozéanétlivé pisobeni kalprotektinu je zprosttedkované jeho vazbou s
glykosaminoglykany a s RAGE cévniho endotelu v misté¢ zénétu, kterd umozituje migraci
myeloidnich bunék do mista zdnétu [106, 107]. Vazba kalprotektinu s TLR-4 na povrchu
epitelidlnich a myeloidnich bun¢k vede k aktivaci faktoru NF-xB [108]. Funkce kalprotektinu
v mediaci zanétu je tedy komplexni, kdy na jedné stran€ plisobi protektivné ovlivnénim nutri¢ni
imunity uvnitf traviciho traktu a na druhé stran¢ se podili na sekreci prozanétlivych cytokinti
TNF-0, IL-1B a IL-6. Okada poukézal na vyssi expresi SIO0A9 mRNA v makrofazich rekta u
mysi s indukovanou ulcer6zni kolitidou [109]. Je zajimavé, ze hodnoty SIO0A9 mRNA byly
vy$s$i nez SI00A8 mRNA a potazmo S100A8/A9 mRNA [109]. Tyto vyssi hodnoty byly
pozorovany pouze v rektu na rozdil od jinych ¢asti tlustého stfeva [109]. Nedavno tito autofi
publikovali praci, ve které poukazuji na mozny antiinflamatorni efekt SI00A8 vedouci ke
snizeni exprese IL-6 mRNA [110]. Vztah kalprotektinu ke kolorektdlnim neoplaziim
zminujeme ve studii z naSeho pracovisté jiz v roce 1999 v préci Stulika et al., ktery potvrdil
vyssi tkanovou expresi proteintt SIO0A8 a SI00A9 u kolorektalniho karcinomu ve srovnani
s expresi téchto proteinti v pfilehlé normalni tlustostfevni sliznici [111, 112]. Dalsi prace
dokladaji asociaci zvySené tkanové exprese obou proteini se stupném diferenciace
kolorektalniho karcinomu a pfitomnosti lymfatickych a vzdalenych metastaz i velikosti tumoru
[113-115]. Smérem ke kancerogeneze je efekt kalprotektinu zavisly na jeho tkanové
koncentraci: vysoké koncentrace SI00A8/S100A9 plisobi apoptoticky na nadorové bunky,
zatimco nizké koncentrace kalprotektinu vedou k potenciaci nadorového ristu a stimulaci
bunééné migrace [116-118]. Duan potvrdil zvySenou expresi B-kateninu vlivem pulsobeni
S100A8 a S100A9, a tim jejich podil na regulaci Wnt/B-kateninové drahy [113]. Ang et al.

srovnaval expresi S100A8 a S100A9 ve stromalnich bunkach obsazenych ve tkani
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kolorektalniho karcinomu v zavislosti na jejich Smad4 statusu [115]. U Smad4-negativnich
karcinomii byla pozorovand vyznamna redukce S100A8-pozitivnich stromalnich bunégk,
zatimco podil S100A9-pozitivnich stromalnich bun¢k ve tkani kolorektalniho karcinomu se
nezménil. Je dokumentovano, ze alterace TGF-B/Smad signadlni drahy je asociovana
s nadorovou progresi [119]. In vitro zkousky potvrdili efekt SIO0A8 a SI00A9 na migracni a
proliferaéni potencidl nddorovych bunck, ktery byl zprosttedkovan RAGE-dependentni
aktivaci Smad4 [115]. Dalsi mozné piisobeni kalprotektinu v mediaci nddorové progrese u
kolorektalniho karcinomu je RAGE-dependentni aktivace NF-«kB, ktera se pravdépodobné

podili i na vzniku kolorektalniho karcinomu asociovaného s ulcerdzni kolitidou [118, 120].

2.4.4. Protein S100A11

Protein S100A11 (kalgizarrin, S100C) byl objeven DeVriesovou vroce 1989 [121].
Fyziologicky je exprimovén v placenté, srdci, plicich a ledvinach, v malém mnoZzstvi se
vyskytuje také v pficn€¢ pruhované svaloving, jatrech a v mozkové tkani [122]. Protein
S100A11, podobné jako ostatni proteiny S100, nevykazuje enzymatickou aktivitu. Jeho
pusobeni je tedy zprostiedkované vazbou s jinymi cilovymi proteiny nebo receptory, coz vede
k jejich konforma¢nim zménam a aktivaci cilovych signalnich drah. Intracelularné je za
fyziologickych podminek S100A11 lokalizovan predilekéné v bunééném jadfe, zatimco u
nadorovych bunék dochézi k jeho translokaci do bunééné cytoplasmy [93]. Protein S100A11
se podili na regulaci bunécného ristu dvojim zplsobem: intranuklearné v disledku zvysené
koncentrace Ca** a ptisobenim TGF-f se SI00A11 podili na inhibici syntézy DNA, ktera vede
nasledné k inhibici bunééného rastu [123], zatimco extracelularné lokalizovany protein
S100A11 vazbou s RAGE pisobi jako ristovy stimulator [124]. Extracelularni sekrece
S100A11 je zajiStovana intaktni siti mikrotubull a probiha nezédvisle na endoplasmatickém

retikulu a Golgiho aparatu [125]. Dalsi funkce proteinu S100A11 jsou zprostiedkovany jeho
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interakci s annexinem I a annexinem II. Annexiny patii mezi proteiny schopné vazby s
vapnikem, které se podileji na procesech exocytézy, formovani iontovych kanalti plasmatické
membrany, bunécné apoptoze a nadorové proliferaci [125]. Heterokomplex S100A 11-annexin
I hraje roli pfi regulaci motility a piezivani nadorovych bun¢k [126]. Buiiky kolorektalniho
karcinomu vykazuji zvySenou expresi proteinu SI00A11 ve srovnani s normalni tlustostfevni
sliznici [112, 127, 128]. Niu et al. poukazali na translokaci SI0O0A11 do bunééného jadra u
pokrocilych kolorektalnich karcinomi a kolorektdlnich karcinomi s metastatickym
potencialem [129]. Ob¢ intracelularni frakce proteinu S100A11 (cytoplasmaticka a nuklearni)
vedly k aktivaci Smad signalni drahy prostfednictvim zvysené exprese FLOT1 (Flotillin-1) a
histonu H1 a aktivace této signalni drahy vedla ke zvysené expresi LASP1 (LIM a SH3 protein
1) [129]. FLOT-1, H1 a LASPI patfi mezi proteiny, které se podileji na procesu EMT
(epithelial-mesenchymal transition). EMT je biologicky proces, pfi kterém epitelialni bunky
ztraceji bunécnou polaritu a ziskavaji fenotyp mezenchymalnich bun¢k schopnych migrace a
invaze [130]. Je zajimavé, ze vazba LASP1-S100A 11 vede ke stabilizaci a dalSi zvySené expresi

samotného proteinu ST00A11 [129].

2.4.5. Protein S100P

Protein S100P byl poprvé izolovan v roce 1992 z bunck lidské placenty [131, 132]. Na rozdil
od vétsiny proteintt S100, kterych geny jsou lokalizované na chromozomu 1q21, je gen pro
protein SI00P (spolecné s genem pro S100B, S100G a S100Z) lokalizovan na chromozomu
4p16 [133, 134]. V ptitomnosti vapenatych iontd je protein SIO0P schopen interakce s mnoha
proteiny, které se podileji na regulaci bunééné migrace a proliferace [135]. Fyziologicky se
protein S100P vyskytuje ve vysoké koncentraci v plicich, srdci, slezing, pfi¢né pruhovanych
svalech a v leukocytech. V nizSich koncentracich byl také prokdzan v jaterni tkani, thymu,
prostat¢ a ovariu [136]. Role proteinu S100P v kancerogenezi a nadorové progresi je
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komplexni, nebot’ S100P vstupuje do procesu kancerogeneze hned na nékolika tGrovnich.
Regulace bunééné proliferace a prezivani nadorovych bun€k je jednak odrazem autokrinniho
pusobeni proteinu, kdy S100P vylouceny extracelularné vede po vazbé s RAGE k aktivaci
faktoru NF-kB a ERK1/2 (extracellular regulated kinase 1/2) [137, 138] a podili se na indukci
AP-1 dependentni exprese onkogenni mi-RNA-21 [139]. Intracelularné lokalizovany S100P je
schopen vazby s CaCyBP (calcyclin binding protein) a E3-ubiquitin ligazou. E3-ubiquitin
ligaza se podili na regulaci degradace B-kateninu a na regulaci dalSich proteinti dilezitych pro
kolorektalni kancerogenezi jako p53, Smad-1, HSP70 (heat shock protein 70), HSP90, HSF1
(heat shock factor 1) [140]. Absence ucinku E3-ubiquitin ligdzy, k niz dojde po vazb¢ s
proteinem S100P, mé za nasledek snizené odbourdvani B-kateninu a abnormalni transkripci
proto-onkogenti cyklin-D1 a c-Myc [9, 140]. Protein S100P vstupuje také do procest
ovliviyjicich bunéénou migraci. Intracelularné je protein S100P po vazb¢ s ezrinem schopen
aktivovat jeho funkci. Ezrin/radixin/moezin je transmembranovy protein, ktery interakci mezi
aktinovymi filamenty cytoplasmy a plasmatickou membranou ovliviiuje migra¢ni schopnost
bunky [141, 142]. Leiphrakpam et al. popsali zvySenou expresi p-ezrinu v buitkach
kolorektalniho karcinomu v jaternich metastazach [143]. DalSimi proteiny, které interaguji
s proteinem S100P, a podileji se na ovlivnéni bunééné migrace jsou NMII (non-muskularni
myosin II), integrin a7 a extracelularné katepsin Z, jehoz aktivace vazbou s S100P vede
k poruse adhezivnich mechanisma bunky, které nasledné usnadnuji jeji migracni schopnosti
[140]. Parkkila et al. demonstrovali zvySenou expresi proteinu S100P v epitelidlnich bunikach
vSech etdzi sliznice tlustého stfeva s nejvyssi imunohistochemickou pozitivitou na povrchu
Lieberkiihnovych krypt [144]. Dalsi prace prokazaly vyssi expresi proteinu S100P ve tkani
kolorektalniho karcinomu ve srovnani s jeho expresi ve zdravé sliznici tlustého stfeva [137,
145-149]. Lin et al. v roce 2017 popsali zvysenou expresi S100P na zdklad¢ ptisobeni Trx-1

(tioredoxin-1) v oblasti promotoru genu S100P v bunkach kolorektalniho karcinomu a regulaci

34



této exprese pozitivni zpétnou vazbou [150]. Thioredoxinovy systém (TrxR/Trx: thioredoxin
reduktaza/thioredoxin) se podili na regulaci mnoha buné¢nych mechanismii: inhibuje buné¢nou
apoptézu, ovlivituje intracelularni produkci volnych kyslikovych radikalti a podili se na
regulaci proliferace nadorovych bunék. Stejny kolektiv autorti publikoval neddvno praci, ve
které popisuje Trx-1/S100P zprostiedkovanou nadprodukci S100A4, ktera vedla k indukci
EMT (epithelial-mesenchymal transition) u bunck kolorektalniho karcinomu [151]. Podil
proteinu S100P na vzniku kolorektdlniho karcinomu a dolozena vyssi tkanova exprese u
kolorektalniho karcinomu nabizi vyuziti proteinu S100P nejenom lééebné¢ jako jednu
z potencialnich cilovych molekul k ovlivnéni nddorové progrese, ale soucasné i jako mozny

diagnosticky a prognosticky biomarker [152-154].
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3. Cile disertacni prace

3.1. Protein S100A4 u idiopatickych stfevnich zanéta

3.1.1. Stanoveni diagnostického prinosu sérové koncentrace proteinu
S100A4 u pacienti s idiopatickymi stfevnimi zanéty
Nulova hypotéza: sérové koncentrace S100A4 pacientti s Crohnovou chorobou a ulcer6zni

kolitidou se nelisi od zdravych kontrolnich osob.

Ptedpoklad: nulovou hypotézu bude mozno zamitnout.

3.1.2. Ur¢it diagnosticky prinos sérovych koncentraci proteinu S100A4
v predikci jednotlivych fenotypii a tiZe idiopatickych stfevnich zanéti
Nulova hypotéza: Sérové koncentrace S100A4 nelze vyuzit v predikci fenotypt a tize

Crohnovy choroby a ulcer6zni kolitidy.

Ptedpoklad: nulovou hypotézu bude mozno zamitnout.

3.2. Proteiny S100 u kolorektalnich neoplazii

3.2.1. Ur¢it asociaci proteini S100 (S100A6, S100A8, S100A9, S100A11,

S100P) s nepokrocilou a pokroc¢ilou kolorektalni neoplazii

Nulovd hypotéza: Neni asociace mezi jednotlivymi S100 proteiny a kolorektalnimi
neoplaziemi.
Ptedpoklad: nulovou hypotézu bude mozno zamitnout.

3.2.2. Stanovit pozitivni a negativni prediktivni hodnotu proteini S100

u kolorektalnich neoplazii a urcit mozné klinické vyuziti jako biomarkeru

kolorektalnich neoplazii
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4. Metodika

Pro stanoveni jednotlivych proteini S100 byly vybrany tfi soubory: pacienti s kolorektalni
neoplazii, nemocni s idiopatickym stfevnim zanétem (ulcerozni kolitidou a Crohnovou
chorobou) a kontrolni zdravé osoby s normalnim nélezem pii koloskopii. Celkem bylo zahrnuto
253 osob: 40 jedinct ve skupin€ kontrol (Obr. 4.1.1.- 4.1.8.), 16 pacient s ulcer6zni kolitidou
(Obr. 4.2.1.-4.2.3.), 93 nemocnych s Crohnovou chorobou (Obr. 4.3.1.-4.3.6.), 20 osob
s nepokroCilym kolorektdlnim adenomem (Obr. 4.4.1.-4.4.2.), 22 pacientd s pokrocilym
kolorektadlnim adenomem (Obr. 4.5.1.-4.5.2.) a 62 nemocnych s kolorektadlnim karcinomem
(Obr. 4.6.1.-4.6.4). Do skupiny kontrol byly zafazeny zdravé osoby snormalnim
koloskopickym néalezem. Tito jedinci meli negativni osobni anamnézu kolorektalni neoplazie a
idiopatickych stfevnich zanéti a patfili do populace sprimémym rizikem pro vznik

kolorektalniho karcinomu.

4.1. Charakteristika skupin pacienti pro jednotlivé vySetfované

proteiny S100

4.1.1. 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 muzl, 49 Zen ve véku
22-79 let, primér 44+14) a skupina s ulcer6zni kolitidou, ktera zahrnovala 16 nemocnych (8
muzi, 8 Zen ve véku 20-74, primér 39+15). Osoby v kontrolni skupin€é mély normalni
koloskopicky nalez, negativni osobni anamnézu idiopatickych stfevnich zanétl a kolorektalni
neoplazie. Délka trvani ulcerdzni kolitidy byla 3-18 let, praimér 10+4. VSichni pacienti

s ulcerozni kolitidou uZzivali preparaty kyseliny 5-aminosalicylové (mesalazin), z nichZ tfi
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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, primér 15+9. Tti pacienti s Crohnovou chorobou byli v dobé
vySetfeni bez farmakoterapie, 46 nemocnych bylo 1é¢eno 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)
pacientli s Crohnovou chorobou bylo léeno blokatory TNF-a: 4 nemocni byli 1éceni
adalimumabem a 13 osob infliximabem. V dobé odbéru bylo Sest pacienti 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, Tabulka 2.2.1.

[59] a rozdéleni do jednotlivych podskupin dle chovani a lokalizace nemoci, Tabulka 4.1.1.

4.1.2. Charakteristika souboru pro stanoveni proteini S100A6, S100AS,

S100A9 a S100A11

V souboru pro stanoveni sérovych koncentraci proteint SI00A6, ST00AS, SI00A9 a S100A11
bylo zafazeno celkem 84 jedincl. Byli rozdéleni do ¢tyt skupin: skupina kontrol, ktera
zahrnovala 20 osob (7 muzi a 13 Zen ve véku 23-74 let, primér 55+14), 20 pacientd s
nepokroc¢ilym adenomem (10 muza a 10 zen ve veku 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 skupin€ mély v dobé odbéru normdlni 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 neoplazii byl aktudlni nalez neopléazie pfi koloskopii a/nebo toto onemocnéni
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v osobni anamnéze. Pokrocily adenom byl definovan jako jakykoliv adenom velikosti > 10 mm
a/nebo jakykoliv kolorektdlni adenom s potvrzenym vysokym stupném intraepitelidlni
neoplazie a/nebo histologicky potvrzenou vilézni komponentou [155]. Popisna statistika je

uvedena v Tabulce 4.1.2.

4.1.3. Charakteristika souboru pro stanoveni proteinu S100P

Soubor pacienti pro stanoveni sérové koncentrace proteinu S100P zahrnoval celkem 79
jedincti, ktefi byli rozdé€leni do skupiny kontrol a skupiny s kolorektalnim karcinomem.
Kontrolni skupina zahrnovala 36 zdravych jedincti (14 muzi, 22 Zen ve v€ku 23-80 let, primér
55+14), které méli normalni koloskopicky ndlez, negativni osobni anamnézu kolorektalni
neoplazie a/nebo idiopatického stfevniho zanétu a patfili do populace s primérnym rizikem
kolorektalniho karcinomu. Skupina s kolorektalnim karcinomem zahrnovala 43 pacientd (20
muzil a 23 Zen ve véku 46-86 let, primér 67+11). Podil nemocnych ve skupiné s kolorektalnim
karcinomem lokalizovanym v pravé c¢asti tracniku pifedstavoval 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 lienalni flexura.
Pacienti s kolorektadlnim karcinomem byli klasifikovani dle TNM klasifikace, NCCN
guidelines version 4.2018 a stupné diferenciace (gradingu) tumoru [22, 23]. Stupen diferenciace
byl hodnoceny u 74 % (32/43) pacientd 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) pacientii nebyl stupen diferenciace
karcinomu z odebranych bioptickych vzork primarné hodnotitelny: u dvou osob doslo po
neoadjuvantni 1écb¢ ke kompletni regresi karcinomu a v resek¢nim materidlu karcinom nebyl
pfitomny, u jednoho pacienta byl v resekatu popsan stfedné diferencovany kolorektalni

karcinom v terénu pilovittho adenomu. Tito tfi nemocni ze skupiny s kolorektalnim
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karcinomem nebyli do jednotlivych subanalyz dle gradingu onemocnéni zahrnuti. Pfi 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 stfedné 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 kolorektdlnim 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 zatfazen jeden pacient, u
kterého v dobé¢ statistického zpracovani nebylo mozné dle dostupnych zobrazovacich metod

presné uréeni klinického stadia. Zakladni popisna statistika je shrnuta v Tabulce 4.1.3.

4.2. Odbér vzorku a stanoveni sérové koncentrace proteini S100

Sérové koncentrace jednotlivych proteinti S100 byly stanoveny ze vzorkl periferni zilni krve,
ktera byla odebrana pii zavadéni periferni Zilni kanyly pied diagnostickou a/nebo terapeutickou
koloskopii na oddéleni endoskopii II. interni gastroenterologické kliniky Lékaiske fakulty
v Hradci Kréalové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzorky pro stanoveni proteinti
S100A4, S100A6, S1I00A8, SI00A9 a SI00A 11 byly ihned po odbéru transportovany na Ustav
klinické biochemie a diagnostiky Lékarské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice
Hradec Kralové. Zde byly vzorky centrifugovany (2000 otac¢ek/minutu po dobu 10 minut) a
ziskana séra byla uskladnéna pfi -80°C az do stanoveni. Vzorky periferni Zilni krve pro méfeni
proteinu S100P byly ihned po odbéru transportovany na Ustav klinické imunologie a
alergologie Lékatské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Zde byla

provedena centrifugace vzorkl (2500 otdcek/minutu po dobu 15 minut) a ziskand séra byla
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uskladnéna pti  -30°C do doby stanoveni. Stanoveni sérovych koncentraci proteinid 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).

4.3. Informovany souhlas a Eticka komise

Vsechny osoby zatazené do studie podepsaly informovany souhlas (P¥iloha 1), 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 vidajii v informacnich systémech provozovanych ve
zdravotnickych zarizenich uverejnény ve Véstniku MZCR, castka 6/1994 s odvoldnim na
ustanoveni paragrafu 55 odstavec 2, pismeno d) zdkona 230/1996 Shirky o péci o zdravi lidu v

platném znéni).

4.4. Statistické zpracovani a hodnoceni

4.4.1. Protein S100A4
Ziskané vysledky méfeni proteinu S100A4 byly hodnoceny metodami popisné statistiky. U
jednotlivych skupin byla prokdzana normalni distribuce dat a vysledky jednotlivych métenych

skupin byly porovnany pomoci neparového t-testu. Ke statistickému zpracovani byl pouzity

statisticky software STATISTICA, verze 13, 2013, Tulsa, OK, USA.
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4.4.2. Proteiny S100A6, S100A8, S100A9 a S100A11

Vysledky méteni proteini SIO0A6, ST00AS, SI00A9 a SI00A11 byly hodnoceny metodami
popisné statistiky. Skupiny s norméalni distribuci dat byly porovnany pomoci parametrického
neparového t-testu. Skupiny s nenormalni distribuci dat byly hodnoceny neparametrickym
Mann-Whitneyovym testem. Ke statistickému hodnoceni byl pouzity statisticky software
STATISTICA, verze 13, Tulsa, OK, USA a statisticky software SigmaStat, verze 3.1., Jandel

Corp., Erkrath, Némecko.

4.4.3. Protein S100P
Vysledky méteni proteinu S100P byly hodnoceny metodami popisné statistiky. Naméfena data
vykazovala nenormdlni distribuci a jednotlivé skupiny byly hodnoceny pomoci

neparametrického Mann-Whitneyova testu. Ke statistickému hodnoceni byl pouzity statisticky

software STATISTICA, verze 13, Tulsa, OK, USA.
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B1 20/93 (22%) 4/16 22—-64 40+14

B2 19/93 (20%) 11/8 23-79 48+15

B3 20/93 (21%) 13/7 24-59 39+12

B2+B3 34/93 (37%) 16/18 24-78 47+14

perianalni postiZeni 27/93 (29%) 13/14 24-69 43+14

Lokalizacenemoci

L1 15/93 (16%) 9/6 22-63 41+13

L2 14/93 (15%) 4/10 2264 45+12

L3 64/93 (69%) 31/33 22-79 44+15

Tabulka 4.1.1. Skupina pacienti s Crohnovou chorobou (popisna statistika)

N (%) = absolutni po&et pacientii a procentualni podil ve skuping, M/Z = muzi/zeny, SD = smérodatna odchylka
B1 = nestenozujici-nepenetrujici forma, B2 = stenézujici forma, B3 = penetrujici forma, L1 = izolované postiZeni ilea, L2 = postizeni tlustého
stieva, L3 = ileo-kolické postizeni
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Kontroly 20/84 (24 %) 7/13 23-74 55+14
Non-AA 20/84 (24 %) 10/10 41-82 62411 75 % (15/20)
AA 22/84 (26 %) 15/7 49-80 64+8 45 % (10/22)
CRC-S100A 22/84 (26 %) 12/10 49-86 69410 32 % (7/22)

Tabulka 4.1.2. Soubor pacientll pro métfeni proteind S100A6, SI00AS, SI00A9 a SI00A11, popisna statistika sledovanych skupin

N (%) = absolutni poéet pacientii a procentudlni podil ve skuping, M/Z = muzi/zeny, SD = smérodatna odchylka
Non-AA = skupina s nepokro¢ilym kolorektalnim adenomem, AA = skupina s pokroc¢ilym kolorektalnim adenomem, CRC-S100A = skupina
s kolorektalnim karcinomem
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Kontroly 36/79 (46 %) 14/22 23-80 55+14
CRC-S100P 43/79 (54 %) 20/23 46-86 67+11
CRC-R 13/43 (30 %) 7/6 49-86 66+12
CRC-L 30/43 (70 %) 13/17 46-83 6711
Stadium I 9/43 (21 %) 6/3 4978 6311
Stadium I 7/43 (16 %) 3/4 53-86 70413
Stadium III 13/43 (30 %) 6/7 50-83 65+10
Stadium IV 13/43 (30 %) 5/8 46-81 68+11
G1 5/43 (11 %) 3/2 5267 6346

G2 24/43 (56 %) 11/13 46-86 68+12
G3 11/43 (26 %) 4/7 50-78 64+10

Tabulka 4.1.3. Soubor pacientli pro métfeni proteinu S100P, popisna statistika jednotlivych skupin

N (%) = absolutni poéet pacientii a procentudlni podil ve skuping, M/Z = muzi/zeny, SD = smérodatna odchylka

CRC-S100P = skupina s kolorektalnim karcinomem, CRC-R = skupina s kolorektalnim karcinomem v pravé casti traéniku, CRC-L = skupina
s kolorektalnim karcinomem v levé ¢asti traéniku, G1 = dobfe diferencovany karcinom, G2 = stiedn¢ diferencovany karcinom, G3 = nizce
diferencovany karcinom
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Normalni endoskopicky obraz; vysokorozliSovaci (high resolution)
endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.1.1. Terminalni ileum

Obr. 4.1.2. Cékum, pohled na usti appendixu
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Normalni endoskopicky obraz; vysokorozliSovaci (high resolution)
endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.1.3. Bauhinska chlopen

Obr. 4.1.4. Colon ascendens
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Normalni endoskopicky obraz; vysokorozliSovaci (high resolution)
endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.1.5. Colon transversum

Obr. 4.1.6. Colon descendens
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Normalni endoskopicky obraz; vysokorozliSovaci (high resolution)
endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.1.7. Colon sigmoideum
Obr. 4.1.8. Rektum
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Endoskopicky obraz ulcerozni kolitidy

cévni kresby, granularni vzhled sliznice, eroze)

Obr. 4.2.2. T¢zka ulcerdzni kolitida (ulcerace)




Endoskopicky obraz ulcerozni kolitidy

Obr. 4.2.3. Jizveni na sliznici tlustého stfeva po zhojené ulcerdzni kolitidé
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Endoskopicky obraz Crohnovy choroby

Obr. 4.3.1. Postizeni duodena

Obr. 4.3.2. PostiZeni jejuna (stendza s ulceraci, prestenoticka dilatace)
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Endoskopicky obraz Crohnovy choroby

Obr. 4.3.3. Postizeni termindlniho ilea (plazivé ulcerace, stendza)

Obr. 4.3.4. T¢zka kolitida
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Endoskopicky obraz Crohnovy choroby

Obr. 4.3.5. Perianalni postizeni — postizeni anu

Obr. 4.3.6. Perianalni postizeni — jizveni a perianalni pistéle s drény in situ
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Obr. 4.4.1. Tubularni adenom rekta s nizkym stupném dysplazie;
vysokorozliSovaci (high resolution) endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.4.2. Tubularni adenom rekta s nizkym stupném dysplazie;
vysokorozliSovaci (high resolution) endoskopie, zobrazeni pomoci
narrow band imaging (NBI) s pouzitim zvétSeni (near focus)
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Pokrocila kolorektalni neoplazie

Obr. 4.5.1. Tubulovil6zni adenom rekta s vysokym stupném dyspézie;
vysokorozliSovaci (high-resolution) endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.5.2. Tubulovil6zni adenom rekta s vysokym stupném dysplazie;
vysokorozliSovaci (high-resolution) endoskopie, zobrazeni pomoci
narrow band imaging (NBI)
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Kolorektalni karcinom, vysokorozliSovaci (high-resolution)
endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

e
Obr. 4.6.1. Nestenozujici karcinom pravého tracniku:
nizce diferencovany adenokarcinom colon ascendens

Obr. 4.6.2. Stendzujici karcinom pravého tracniku:
sttedné¢ diferencovany adenokarcinom colon ascendens
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Kolorektalni karcinom, vysokorozliSovaci (high-resolution)
endoskopie, zobrazeni v bilém svétle

Obr. 4.6.3. Nestenozujici karcinom levého tracniku:
dobte diferencovany adenokarcinom colon sigmoideum

Obr. 4.6.4. Sten6zujici karcinom levého tracniku:
exulcerovany nizce diferencovany adenokarcinom colon descendens
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5. Vysledky

5.1. Protein S100A4 u pacienti s idiopatickymi stfevnimi zanéty

Ve srovnani s kontrolni skupinou (pramér 105+41 ng/ml) byly sérové koncentrace proteinu
S100A4 signifikantné vyssi jak u pacientli s ulcerdzni kolitidou (primér 159+56 ng/ml),
p=0,019, tak 1 u pacienti s Crohnovou chorobou (primeér 154+52 ng/ml), p=0,007. Pii
porovnani vysledka sérovych koncentraci proteinu S100A4 u pacientti s ulcer6zni kolitidou a
Crohnovou chorobou nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil, p=0,771. Popisna statistika
je uvedena v Tabulce 5.1.1. Grafické znazornéni vysledkii uvadi Graf 5.1.1. Po rozdéleni
pacientli s Crohnovou chorobou do podskupin podle chovani a lokalizace Crohnovy choroby
dle Montrealské klasifikace [59] byly sérové koncentrace proteinu S100A4 porovnany
s vysledky proteinu S100A4 v séru pacientl 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. Pfi porovnani jednotlivych
podskupin se sérové koncentrace proteinu SI00A4 mezi podskupinami navzdjem statisticky
vyznamné¢ neliSily, p>0,05. Popisna statistika je uvedena v Tabulce 5.1.2. Grafické zndzornéni
vysledkt je uvedeno v Grafu 5.1.2. Ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 105+41 ng/ml)
byly vyznamné vyssi koncentrace proteinu S100A4 v podskupiné s izolovanym postiZzenim
tlustého stteva (L2, pramér 145+44 ng/ml), p=0,041 a v podskupiné s ileokolickym postizenim
(L3, primér 163+53 ng/ml), p=0,002. Pii vzajemném porovndni podskupin pacientd
s Crohnovou chorobou pfti rozdéleni podle lokalizace nemoci dle Montrealské klasifikace [59]
byl prokézan statisticky vyznamny rozdil mezi podskupinou s izolovanym iledlnim postizenim
(L1) a podskupinou L3, p=0,017. Viz Tabulka 5.1.3. a Graf 5.1.3. Ve srovnani s kontrolni
skupinou (primér 105+41 ng/ml) byly sérové koncentrace proteinu S100A4 vyznamné vyssi

jak u pacientl bez ptitomného perianalniho postiZzeni (pramér 151448 ng/ml), p=0,008, tak i u
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pacientli s perianalnim postizenim (primér 163+61 ng/ml), p=0,011. Sérové koncentrace
proteinu SI00A4 mezi obéma skupinami nevykazovaly statisticky signifikantni rozdily,
p>0,05. Pacienti s Crohnovou chorobou bez biologické 1écby (primér 154449 ng/ml)
vykazovali statisticky vyznamné vyssi sérové koncentrace proteinu S100A4 ve srovnani
s kontrolni skupinou (primér 105+41 ng/ml), p=0,005. Statisticky vyznamné vyssi sérové
koncentrace proteinu S100A4 byly potvrzeny i u pacientii s Crohnovou chorobou 1é¢enych
biologickou 1é¢bou (prumér 155+65 ng/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 105+41
ng/ml), p=0,049. Sérové koncentrace proteinu S100A4 se v obou skupinach statisticky

vyznamné nelisily, p>0,05. Popisna statistika je uvedena v Tabulce 5.1.4. — 5.1.5.
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Skupina N (%) Min Max Primér SD

Kontroly 9/118 (8 %) 68 167 105 41
UC 16/118 (13 %) 59 283 159 56
CD 93/118 (79 %) 35 293 154 52

Tabulka 5.1.1. Protein S100A4 (ng/ml) u pacientii s ulcer6zni kolitidou (UC) a Crohnovou
chorobou (CD), popisna statistika

N (%) = absolutni pocet pacientli a procentudlni zastoupeni ve skupiné, SD = smérodatna
odchylka

(ng/ml) S100A4
280 . . .
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240 ¢
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Kontroly uc CcD

Graf 5.1.1. Protein SI00A4 v séru pacienti s idiopatickymi sttevnimi zanéty: srovnani
kontrolni skupiny, skupiny s ulcer6zni kolitidou (UC) a Crohnovou chorobou (CD)

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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Skupina N (%) Min Max Primér SD

Kontroly 9/118 (8 %) 68 167 105 41
Bl 20/93 (22 %) 72 246 152 50
B2 19/93 (12 %) 50 232 158 45
B3 20/93 (21 %) 46 293 151 59
B2+B3 34/93 (37 %) 35 255 156 55

Tabulka 5.1.2. Protein SI00A4 (ng/ml) u pacientii s Crohnovou chorobou pii rozdéleni do
podskupin podle fenotypu Crohnovy choroby (Montrealska klasifikace [59]), popisna
statistika

B1 = nestenozujici-nepenetrujici forma, B2 = stenozujici forma, B3 = penetrujici forma
Crohnovy choroby, N (%) = absolutni pocet pacientl a procentualni zastoupeni ve skuping,
SD = smérodatna odchylka
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Graf 5.1.2. Protein SI00A4 v séru pacienti s Crohnovou chorobou: srovnani kontrolni
skupiny a podskupin pfi rozdéleni podle fenotypu Crohnovy choroby (Montrealska
klasifikace [54])

B1 = nestenozujici-nepenetrujici forma, B2 = stenozujici forma, B3 = penetrujici forma
Crohnovy choroby

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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Skupina N (%) Min Max Primér SD

Kontroly 9/118 (8 %) 68 167 105 41
L1 15/93 (16 %) 50 213 127 48
L2 14/93 (15 %) 57 198 145 44
L3 64/93 (69 %) 35 293 163 53

Tabulka 5.1.3. Protein S100A4 (ng/ml) u pacientti s Crohnovou chorobou pfi rozdéleni do
podskupin podle lokalizace Crohnovy choroby (Montrealska klasifikace [59]), popisna
statistika

L1 =izolované postizeni ilea, L2 = izolované postizeni tlusté¢ho stfeva, L3 = ileokolické
postizeni, N (%) = absolutni pocet pacientl a procentualni zastoupeni ve skuping¢, SD =
smérodatnd odchylka
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Graf 5.1.3. Protein SI00A4 v séru pacienti s Crohnovou chorobou: srovnani kontrolni
skupiny a podskupin pfi rozdéleni podle lokalizace Crohnovy choroby (Montrealska
klasifikace [54])

L1 = izolované postiZeni ilea, L2 = izolované postizeni tlustého stfeva, L3 = ileokolické
postizeni

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05

2: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s L1 podskupinou, p<0,05
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Skupina

Kontroly 9/118 (8 %) 68 167 105 41
P 66/93 (71 %) 47 246 151 48
p* 27/93 (29 %) 35 293 163 61

Tabulka 5.1.4. Protein S100A4 (ng/ml) u pacientti s Crohnovou chorobou, rozdéleni podle pfitomnosti perianalniho postizeni, popisna statistika
p~ = pacienti bez perianalniho postizeni, p* = pacienti s pfitomnym perianalnim postizenim, N (%) = absolutni pocet pacientli a procentualni

zastoupeni ve skupiné, SD = smérodatné odchylka

Skupina Primér

Kontroly 9/118 (8 %) 68 167 105 41
BL- 76/93 (82 %) 46 255 154 49
BL" 17/93 (18 %) 35 293 155 65

Tabulka 5.1.5. Protein S100A4 (ng/ml) u pacientti s Crohnovou chorobou, rozdé€leni podle terapie biologickou 1é¢bou v dob& odbéru, popisna

statistika
BL™ = pacienti bez soucasné biologické 1écby, BL* = pacienti 1éceni biologickou 1é€bou, N (%) = absolutni pocet pacientli a procentudlni

zastoupeni v skuping€, SD = smérodatnd odchylka
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5.2. Vybrané proteiny S100 u pacienti s kolorektalni neoplazii

5.2.1. Protein S100A6

Ve srovnani s kontrolni skupinou (primér 11308+£2968 pg/ml) byly prokazany vyznamné nizsi
sérové koncentrace proteinu S100A6 u pacientt s kolorektalnim karcinomem (skupina CRC-
S100A, prumér 8530+4743 pg/ml), p = 0,035. Primérna sérova koncentrace proteinu SI00A6
ve skupiné s pokrocilym 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 SI00A6 u pacientli s nepokro¢ilym adenomem (skupina non-
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. Zakladni popisna statistika je uvedena

v Tabulce 5.2.1., grafické znazornéni viz Graf 5.2.1.

5.2.2. Proteiny S100A8 a S100A9

Ve srovnani s kontrolni skupinou (median 2513 pg/ml, IQR 2111-4881 pg/ml) byly sérové
koncentrace proteinu SI00AS statisticky vyznamné vyssi ve skuping s pokrocilym adenomem
(medidn 11955 pg/ml, IQR 2681-34756 pg/ml), p=0,009 a ve skupiné 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). Popisna
statistika je uvedena v Tabulce 5.2.2. Grafické znazornéni uvadi Graf 5.2.2. Vypocitana
senzitivita a specificita pro protein SI00AS8 v séru pacientil s kolorektadlnim karcinomem byla
94 % a 73 %. Pozitivni prediktivni hodnota pro protein SI00AS8 byla 68 %, negativni prediktivni

hodnota byla 95 %.
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Nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily sérovych koncentraci proteinu SI00A9 u zadné

ze sledovanych skupin s kolorektalni neoplazii ve srovnani s kontrolni skupinou.

5.2.3. Protein S100A11

Sérové koncentrace proteinu S100A11 byly statisticky vyznamné niz§i ve skupiné
s nepokroCilym adenomem (pramér 3,5+2,4 ng/ml), p=0,004 a ve skupin¢ s kolorektalnim
karcinomem (pramér 3,4+2,4 ng/ml), p=0,002 ve srovnani s kontrolni skupinou (prumér
5,9£2.5 ng/ml). U skupiny s pokro¢ilym adenomem (primér 4,3+3,0 ng/ml) byl pozorovan
trend ke statistické vyznamnosti ve srovndni se skupinou kontrol, p=0,07 (uvadéna sila
proveden¢ho testu 0,319). Popisna statistika je uvedend v Tabulce 5.2.3. Grafické zndzornéni

uvadi Graf 5.2.3.

V dalsi ¢asti studie byli pacienti uvnitf jednotlivych skupin (skupina s nepokrocilym a
pokrocilym adenomem, skupina s kolorektalnim karcinomem) rozde€leni na ty, ktefi méli
kolorektalni neoplazii aktualné pfitomnou v dobé odbéru a na ty, ktefi méli ptisluSnou
kolorektalni neoplazii v osobni anamnéze. Tyto podskupiny byly déle navzajem porovnany. U
zadného S100 proteinu (S100A6, S100A8, S100A9, S100A11) nebyl prokazan statisticky

vyznamny rozdil, p>0,05.

Ze statistického hodnoceni byly vylouceny tyto odlehlé hodnoty: u proteinu SI00A6 - 62486
pg/ml ze skupiny kontrol a 55086 pg/ml ze skupiny s kolorektalnim karcinomem; u proteinu
S100A8 - 36080 pg/ml ze skupiny kontrol; u proteinu SI00A9 - 166196 pg/ml ze skupiny
kontrol a 145445 pg/ml ze skupiny s kolorektdlnim karcinomem; u proteinu SI00A11 — 19.2

ng/ml ze skupiny s kolorektalnim karcinomem.
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25. 75.

Skupina N (%) Min Max sercentil  percentil Median Primér SD

Kontroly 20 (24 %) 3955 15869 9508 13426 11156 11308 2968
Non-AA 20 (24 %) 1885 36606 5161 12726 8807 10605 7943
AA 22 (26 %) 956 26260 5277 11354 8724 8715 5376
CRC-S100A 22 (26 %) 737 20343 5033 11215 7598 8530 4743

Tabulka 5.2.1. Protein SI00AG6 u kolorektalnich neoplazii (pg/ml), popisna statistika
Non-AA = pacienti s nepokroCilym kolorektalnim adenomem, AA = pacienti s pokrocilym
kolorektalnim adenomem, CRC-S100A = pacienti s kolorektalnim karcinomem; N (%) =
absolutni pocet pacientii a procentudlni zastoupeni ve skupiné, SD = smérodatna odchylka

(pg/ml) S100A6
40000 : : :

35000 ¢
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0 25%-75%
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Kontroly Non-AA AA CRC-S100A

Graf 5.2.1. Protein S100A6 v séru pacientii s kolorektalni neopldzii: srovnani kontrolni
skupiny, skupiny s nepokroc¢ilym a pokrocilym kolorektalnim adenomem a skupiny

s kolorektalnim karcinomem

Non-AA = nepokrocily kolorektalni adenom, AA = pokrocily kolorektalni adenom, CRC-
S100A = kolorektalni karcinom

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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25S. 75

Skupina N (%) i sercentil erce-n il Median Primér

Kontroly 20 (24 %) 1813 26965 2111 4881 2513 4603 5739
Non-AA 20 (24 %) 1627 50399 2117 39344 19293 21508 18219
AA 22 (26 %) 1827 49955 2681 34756 11955 18126 17088
gll;&; 22 (26 %) 1657 46740 6794 35091 27532 23253 14777

Tabulka 5.2.2. Protein SI00AS8 u kolorektalnich neoplazii (pg/ml), popisna statistika
Non-AA = pacienti s nepokro¢ilym kolorektdlnim adenomem, AA = pacienti s pokrocilym
kolorektdlnim adenomem, CRC-S100A = pacienti s kolorektalnim karcinomem; N (%) =
absolutni pocet pacientil a procentudlni zastoupeni ve skuping, SD = smérodatna odchylka

(pg/mi) S100A8
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Graf 5.2.2. Protein S100A8 v séru pacientll s kolorektalni neoplazii: srovnani kontrolni
skupiny, skupiny s nepokroCilym a pokro€ilym kolorektdlnim adenomem a skupiny s
kolorektalnim karcinomem

Non-AA = nepokrocila kolorektalni neoplazie, AA = pokrocila kolorektalni neoplazie, CRC-
S100A = kolorektalni karcinom

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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25. 75

. ° . . . x .
Skupina N (%) sercentil percentil Median  Priumér

Kontroly 20 (24%) 11,7 4,0 7,6 6,0 59 25
Non-AA  20(24%) |, 10,9 1,6 48 3,0 35 24
AA 2226%) 4 10,2 2,0 6,7 3,8 43 3,0
CRC- .

ST00A 2E6% 4 9,2 1,4 5,1 3,0 34 24

Tabulka 5.2.3. SI00A11 protein u kolorektalnich neoplazii (ng/ml), popisna statistika
Non-AA = skupina s nepokrocilou kolorektalnim adenomem, AA = pacienti s pokrocilym
kolorektalnim adenomem, CRC-S100A = pacienti s kolorektalnim karcinomem; N (%) =
absolutni pocet pacientil a procentuélni zastoupeni ve skuping, SD = smérodatna odchylka

(ng/ml) S100A11
14 ' ' ' '
12|
107
8 L
6 = 1 1
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J . :
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0 . . : : . I Min-Max
Kontroly Non-AA  AA  CRC-S100A

Graf 5.2.3. Protein S100A11 v séru pacientii s kolorektalni neoplazii: srovnani kontrolni
skupiny, skupiny s nepokroCilym a pokroc¢ilym kolorektdlnim adenomem a skupiny s
kolorektalnim karcinomem

Non-AA = nepokrocily kolorektdlni adenom, AA = pokrocily kolorektdlni adenom, CRC-
S100A = kolorektalni karcinom

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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5.3. Protein S100P u pacientii 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 (median 765,
IQR 545-1158 ng/1), 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 (mediédn 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 srovndni 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; viz Tabulka 5.3.1. a Graf 5.3.1.

Pti rozdéleni skupiny s kolorektalnim karcinomem podle urceni klinického stadia onemocnéni
byly sérové koncentrace proteinu S100P signifikantné¢ vys$i u pacientd s kolorektalnim
karcinomem v klinickém stadiu IV (median 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 (median 868,
IQR 650-1544 ng/l) a p=0,282 pro klinické stadium III (medidn 1112, IQR 680-1470 ng/l); viz

Tabulka 5.3.2. a Graf 5.3.2.

Pfi rozdé€leni skupiny s kolorektalnim karcinomem podle stupné diferenciace kolorektalniho
karcinomu byly sérové koncentrace S100P signifikantné vysSi ve srovnani s kontrolami
(medidn 765, IQR 545-1158 ng/l) u pacienti se stredné diferencovanym karcinomem (G2,
median 1318, IQR 853-1879 ng/l), p=0,005. Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil ve

skupiné G1 (dobfe diferencovany karcinom, median 812, IQR 582-1570 ng/l), p=0,678 a ve
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skupiné G3 (nizce diferencovany karcinom, medidn 1113, IQR 581-2260 ng/l), p=0,253 ve
srovnani se skupinou kontrolni. Viz Tabulka 5.3.3. a Graf 5.3.3. 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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Skupina N (%) 25. percentil 75. percentil Median

Kontroly 36/79 (46 %) 545 1158 765
CRC-S100P 43/79 (54 %) 731 1749 1251
CRC-R 13/43 (30 %) 469 1406 1113
CRC-L 30/43 (70 %) 739 1925 1426

Tabulka 5.3.1. Protein S100P (ng/l) u pacientii s kolorektalnim karcinomem, rozd¢leni podle
lokalizace kolorektalniho karcinomu, popisna statistika

CRC-100P = pacienti s kolorektalnim karcinomem, CRC-R = pacienti s kolorektalnim
karcinomem v pravé ¢asti tlustého stieva, CRC-L = pacienti s kolorektalnim karcinomem

v levé Casti tlustého stieva, N (%) = absolutni pocet pacientd a procentualni zastoupeni

ve skupiné
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Graf 5.3.2. Protein S100P v séru pacientl s kolorektalnim karcinomem: srovnani kontrolni
skupiny, skupiny s kolorektalnim karcinomem (CRC-S100P) a podskupin s lokalizaci
kolorektalniho karcinomu v pravé (CRC-R) a levé (CRC-L) ¢asti tracniku

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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Skupina N (%) 25. percentil 75. percentil Median

Kontroly 36/79 (46 %) 545 1158 765
Stadium I 9/43 (21 %) 644 2508 1391
Stadium II 7/43 (16 %) 650 1544 868
Stadium IIT  13/43 (30 %) 680 1470 1112
Stadium IV 13/43 (30 %) 778 2154 1622

Tabulka 5.3.2. Protein S100P (ng/l) u pacienti s kolorektalnim karcinomem, popisna
statistika, rozd¢€leni podle klinického stadia kolorektalniho karcinomu
N (%) = absolutni pocet pacientll a procentudlni zastoupeni ve skupiné
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Graf 5.3.2. Protein S100P v séru pacientil s kolorektalnim karcinomem: srovnani kontrolni
skupiny a podskupin rozdélenych podle klinického stadia kolorektalniho karcinomu

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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Skupina N (%) 25. percentil 75. percentil Median

Kontroly 36/79 (46 %) 545 1158 765
Gl 5/43 (11 %) 582 1570 812
G2 24/43 (56 %) 853 1789 1318
G3 11/43 (26 %) 581 2260 1113

Tabulka 5.3.3. Protein S100P (ng/l) u pacientti s kolorektalnim karcinomem, popisna
statistika, rozd¢€leni podle stupné diferenciace kolorektalniho karcinomu

G (grading) - urceni histopatologického stupné; G1 = dobie diferencovany karcinom, G2 =
stitedné diferencovany karcinom, G3 = nizce diferencovany karcinom, N (%) = absolutni
pocet pacientli a procentudlni zastoupeni ve skuping
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Graf 5.3.2. Protein S100P v séru pacientil s kolorektalnim karcinomem: srovnani kontrolni
skupiny a podskupin rozdélenych podle stupné¢ diferenciace kolorektalniho karcinomu

1: statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou, p<0,05
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6. Diskuse

(o)

6.1. Protein S100A4 u idiopatickych stFevnich zanéti

V na$i studii jsme prokazali zvySené hodnoty S100A4 v séru pacientii s idiopatickymi
sttevnimi zanéty. Hodnota S100A4 byla ve srovnani se zdravymi jedinci vyznamné vyssi jak u
pacientli s ulcerdzni kolitidou, tak u pacienti s Crohnovou chorobou. Neprokazali jsme
vyznamny rozdil mezi skupinou s ulcerdzni kolitidou a Crohnovou chorobou. Vysledky naSich
méteni jsou ve shod¢ s dostupnymi daty, které potvrzuji vyznamnou roli proteinu S100A4
v mediaci a regulaci zanétlivych procest [ 156]. Zhang et al. neddvno publikovali praci, ve které
demonstrovali vliv S100A4 na vznik Citrobacter rodentium-indukované kolitidy [157].
Kolitida zpiisobena infekci Citrobacter rodentium u mysi je vyuzivana jako model pro vyzkum
nékterych gastrointestinalnich chorob, zahrnujicich Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu, a
ke zkoumani virulentnich mechanisml enteropatogennich a enterohemoragickych kmeni
E.coli (EPEC, EHEC, tzv. A/E patogeny) [158]. U S100A4 - deficitnich mysi po infekci
Citrobacter rodentium byla pozorovana minimalni lokalni a systémova zanétliva reakce a byla
vyznamné niz$i sekrece prozanétlivych chemotaktickych faktorti a zanétlivych cytokint: IL-6,
IL-17A, IL-27 a IFN-y [157]. Vyznamna redukce zanétlivé odpovédi ve sliznici tlustého stfeva
byla prokazana i u S100A4 deficitnich mysi po expozici DSS (dextransulfat sodny, latka
vyuzivand v experimentech k indukci kolitidy na zvifecich modelech) [159]. Je tedy zfejmé, Ze
role proteinu SI00A4 v ovlivnéni pribéhu idiopatického stfevniho zanétu je komplexni.
V souvislosti s idiopatickymi stfevnimi zanéty je vSak ziejmé, ze S100A4 piisobi jednak cestou
sekrece prozanétlivych cytokini v misté zadnétu [159], dale indukuje sekreci chemotaktickych
faktorti, které umoznuji migraci imunitnich bunék, zejména makrofagi, do mista zanétu [160]
a pfimo ovliviiuje migracni schopnosti téchto imunitnich bun¢k [160, 161]. Strutz et al. v roce
1995 identifikovali gen kodujici protein FSP-1 (fibroblast-specific protein 1) a potvrdili jeho

zvySenou expresi v procesu premeény epitelidlnich bun€k na fibroblasty [162]. ZvySena exprese
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S100A4 v procesu EMT (epithelial-mesenchymal transition) je zprostfedkovanad TGF- [163].
Ve vztahu ke Crohnové chorobé Cunningham et al. zkoumali profil SI00A4 v resekatech
terminalniho ilea na souboru vzorkl od 15 pacientt, ktefi podstoupili chirurgickou resekci pro
fibrostendzujici formu Crohnovy choroby [88]: prace potvrdila vyznamné zvySenou expresi
S100A4 mRNA a proteinu SI00A4 v oblastech postizenych fibrézou a jizvenim ve srovnani
s expresi SI00A4 mRNA a proteinu S100A4 v prilehlé zdravé tenkostievni sliznici. Yan et al.
potvrdili asociaci zvySenych koncentraci SI00A4 v séru pacientd s vyznamnou jaterni fibrézou
[164]. V naSem souboru pacientd s Crohnovou chorobou vSechny podskupiny pii rozdéleni
podle chovani Crohnovy choroby dle Montrealské klasifikace [59] vykazovaly vyznamné vyssi
sérové koncentrace S100A4 ve srovnani se zdravymi kontrolami. Ptedpoklad, ze sérové
koncentrace proteinu S100A4 budou vyssi u pacientt se stendzujici formou Crohnovy choroby,
jsme v nasi studii nepotvrdili. Pfi vzajemném porovnani podskupin pacientii s Crohnovou
chorobou pfii rozdéleni podle chovani nemoci se hladiny proteinu S100A4 vzajemné vyznamné
neliSily. Domnivame se, Ze zvySena exprese S100A4 u fibrostenozujici formy Crohnovy odrazi
lokalni situaci v postizené tkani, zatimco zvySeni S100A4 v séru pacientli pravdépodobné
odpovidad jeho prozanétlivé aktivité. Toto je v souladu s vysledky studie Oslejskoveé, ktera
potvrdila asociaci plazmatickych koncentraci SI00A4 s mirou zanétlivé aktivity u pacientt
s revmatoidni artritidou [165]. Autofi této studie dale poukazali na pokles multimérickych
forem S100A4 vlivem 1é¢by adalimumabem (monoklonélni protilatkou proti TNFa) u pacientt,
kteti dosahli klinické remise po podéani biologické 1é€by. Tento pokles byl vysledkem zmény
poméru koncentrace biologicky aktivnich multimérickych forem S100A4 a méné biologicky
aktivnich dimérickych forem [165]. Celkova plazmatickd koncentrace S100A4 u téchto
nemocnych se vlivem anti-TNFa 1é¢by tedy nezménila [159]. Tyto vysledky jsou ve shodé
s vysledky nasi studie, kterd nepotvrdila vliv ptitomné biologické 1é€cby na sérové koncentrace

proteinu S100A4 u pacientli s Crohnovou chorobou. I pfesto, Ze celd skupina vykazovala
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vyznamné vyss§i hodnoty S100A4 oproti zdravé kontrolni skuping, v podskupinach pacientl s a
bez biologické 1é€by se hodnoty SI00A4 v séru vyznamné neliSily. Podobn¢ jsme neprokazali
vliv pfitomného perianalniho postizeni na sérovou koncentraci S100A4 u pacienti s Crohnovou
chorobou. Pti porovnani podskupin uvnitt skupiny pacienti s Crohnovou chorobou jsme
pozorovali vyznamné vyssi hodnoty S100A4 u pacientl s postizenim tlustého stfeva. Hodnoty
S100A4 byly ve srovnani s kontrolni skupinou vyznamné vyssi jak u skupiny s izolovanym
postizenim tracniku, tak u skupiny s ileokolickym postizenim, kterd vykazovala statisticky
vyznamné vys$si sérové koncentrace i ve srovnani se skupinou s izolovanym postizenim ilea. |
presto, ze na zaklad¢ soucasnych poznatki nemame pro tyto vysledky jednoznacné vysvétleni,
prokézand asociace sérovych koncentraci proteinu S100A4 s postizenim tlustého stfeva
idiopatickym stfevnim zanétem, kterou jsme potvrdili jak u pacientl s ulcerdzni kolitidou, tak
u pacienti s Crohnovou chorobou, upozorfiuje na moznou souvislost s rizikem vzniku
kolorektalniho karcinomu asociovaného s idiopatickym stievnim zanétem. Zhang ve své praci
demonstroval ulohu S100A4 v procesu tumorigenézy asociované s ulcerdzni kolitidou [159].
Deplece S100A4 na zvifecim modelu vedla k vyznamné redukci rizika vzniku kolorektalni
neoplazie a potlaceni aktivity NF-kB signalni dréhy uvnitf makrofagl infiltrujicich misto
zanétu [159]. Ta hraje klicCovou roli vindukci proliferaénich procesli premalignich

intraepitelidlnich bun¢k vlivem stimulace sekrece ristovych cytokint [87, 159].

6.2. Proteiny S100 u kolorektalnich neoplazii

6.2.1 Proteiny S100A6, S100A8, S100A9 a S100A11

Nase studie navazuje na piedchozi prace z naSeho pracovisté, ve kterych byla prokazana
rozdilnd tkanova exprese proteinu S100A6, S100A8, S100A9 a S100A11 v normalni,
preneoplastické a neoplastické sliznici tlustého stfeva [94, 111, 112]. Vzhledem k tomu, Ze
hodnoceni tkanové exprese proteintt S100 je v bézné klinické praxi obtizné¢ dostupné, v nasi
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soucasné praci jsme se zamé&fili na posouzeni sérové koncentrace jednotlivych S100 proteini u
pacientt s kolorektalni neoplazii.

Dosazené vysledky ukazuji vyznamné niz§i hodnoty proteinu S100A6 v séru pacienti
s kolorektalnim karcinomem ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve skupin€é s pokrocilym
adenomem jsme pozorovali trend ke statistické vyznamnosti. V literatuie doposud bylo
publikovano pouze Sest studii, které se zabyvaly vySetfenim sérové koncentrace proteinu
S100A6 ve vztahu k nadorovému onemocnéni u lidi. Cty¥i studie prokazaly zvysené sérové
koncentrace S100A6 u pacientd s karcinomem zaludku, urotelidlnim karcinomem, karcinomem
ovaria a u Casnych stadii nemalobunécného karcinomu plic [166-169]. Dalsi dvé studie se
zabyvaly ulohou proteinu S100A6 u pacientl s cholangiogennim karcinomem: Loosen et al. i
pres potvrzenou zvySenou tkanovou expresi SI00A6 neprokdzali zmény S100A6 v séru
pacientil s cholangiogennim karcinomem [170]. Naproti tomu Onsurathum et al. ve své studii
potvrdili vyznamné vyssi sérové koncentrace proteinu SI00A6 u pacientti s cholangiogennim
karcinomem [171]. Tyto hodnoty dosahovaly statistické vyznamnosti jiz v ¢asném stadiu
cholangiogenniho karcinomu [171]. Vysvétlenim milZe byt asociace cholangiogenniho
karcinomu s infekci Opisthorchis viverrini, kterda je pomérné Casta u thajské populace ve
srovnani s populaci evropskou [170, 171]. Feng et al. ve své studii na tkdnovych kulturach
lidského kolorektalniho karcinomu potvrdili funkci proteinu SI00A6, ktery zajist'uje kalcium
dependentni translokaci CacyBP/SIP (calcium binding protein/Siah-1 interacting protein)
z cytoplasmy do buné¢ného jadra [97]. CacyBP/SIP je soucasti komplexu zajist'ujiciho
ubikvitinaci (tzn. oznaceni proteind urenych k odbourdni) a degradaci B-kateninu. Vazba
S100A6 s CacyBP/SIP a translokace tohoto komplexu do buné¢ného jadra tak vede k aktivaci
WnT/ B-kateninové drahy, kterd predstavuje jeden ze zékladnich procesii iniciace kolorektalni
karcinogeneze. Tato translokace proteinu SI00A6 v priabéhu vzniku kolorektalniho karcinomu

by mohla vysvétlit paradoxné zvysené tkanové exprese proteinu S100A6 a soucasné normalni
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¢i dokonce sniZzené¢ hodnoty S100A6 v séru pacienti s kolorektdlni neopléazii, 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 kolorektalnim
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 [112, 127, 128]. Na rozdil od ostatnich proteinti S100 je SI00A11 za
fyziologickych okolnosti lokalizovan predominantné v bunécném jadie [122, 125]. Dalsi studie
dokladaji vyznam SI100A11 v regulaci bunétné proliferace vlivem interakce s DNA-
dependentnimi ATP-dzami bunécného jadra Rad54B a Rad51, které zajiStuji reparaci
poskozenych usekd bunécné DNA [172, 173]. Imunohistochemicka studie Crosse et al.
prokézala zvysenou expresi SI00A11 ve tkani kolorektdlniho karcinomu, avSak tato byla na
rozdil od normalni tkané lokalizovana v bunétné cytoplasmé [93]. Za jistych podminek tedy
ziejm€& dochdzi uvnitt builky s malignim potencidlem k nukleocytoplasmatické translokaci
proteinu S100A 11, ktera vede k dysfunkci DNA reparacnich mechanismil a poklesu p21 a p13
(proteinti suprimujicich nadorovy rust). Disledkem je pak hromadéni chromozomalnich
aberaci a akcelerace bunééného rustu [172, 173]. Dalsim dusledkem nukleocytoplasmatické
translokace proteinu S100A11 by mohla ziejmé byt jeho snizena extracelularni produkce,
kterou jsme pozorovali v nasi studii. Vzhledem k vyznamné redukci S100A11 u pacientii
s nepokroCilym kolorektalnim adenomem lze spekulovat o tom, ze k témto procesim dochézi
jJiz v Casnych stadiich vzniku kolorektalni neoplazie. V soucasné dobé ale chybi v literatute

dostatek dat, kterd by toto tvrzeni podpotfila.

Zajimavé vysledky byly pozorovany v ptipadé proteintit SIO0A8 a SI00A9. Sérové koncentrace

proteinu S100A8 byly vyznamné vyssi u pacientl s pokroc¢ilym kolorektdlnim adenomem a ve
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skupin¢ s kolorektalnim 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 procesu karcinogeneze. U pacientl s kolorektalnim karcinomem byly potvrzeny vyznamné
vy$$i hodnoty fekalniho kalprotektinu, avSak ty nekorelovaly s lokalizaci karcinomu, jeho
velikosti, stupném diferenciace a klinickym stadiem [174, 175]. Lehmann et al. mé&fili fekalni
kalprotektin u pacientti s kolorektalnim karcinomem pied chirurgickou resekci karcinomu a tfi
meésice po ni v souboru 80 pacientd [176]. U vSech pacientd s kolorektalnim karcinomem, ktefi
méli zvySenou hodnoty fekalniho kalprotektinu (celkem 71 % z celého méfeného souboru),
doslo tfi mésice po operaci k jeho vyznamnému poklesu [176]. Studie déle potvrdila vyznamné
vys$si hodnoty fekalniho kalprotektinu u pacienti s T3 a T4 karcinomy ve srovnani s T1 a T2
karcinomy [176]. Je zajimavé, ze fekalni kalprotektin nekoreloval se stupném zanétlivé intra-
a peritumoralni infiltrace buitkami imunitniho systému [176]. Pezzilli et al. ve své studii z roku
2008 potvrdili zvySenou hodnotu kalprotektinu ve stolici pacienttii s pfitomnymi kolorektalnimi
polypy, ktera byla vyznamné vys$i nejen ve srovnani s jedinci s normalnim koloskopickym
nalezem ale 1 ve srovnani s pacienty s divertikularni chorobou [177]. Jiz v minulosti byla na
naSem pracoviSti prokdzdna zvySena exprese S100A8 a S100A9 v tkani kolorektalniho
karcinomu ve srovnani se zdravou okolni sliznici [111]. Nase soucasné vysledky jsou v souladu
s pozd¢jSimi analyzami Duana et al., ktefi prokazali zvySenou tkanovou expresi obou proteinil
v bunikdch kolorektalniho karcinomu za pouziti monoklondlnich anti-S100A8 a anti-S100A9
protilatek [113]. V nasi studii sérové koncentrace SI00A9 neodrazely v literatufe doloZenou
zvySenou expresi tohoto proteinu u kolorektdlniho karcinomu [111, 118, 178]. Lze
predpokladat, ze nase vysledky by mohly reflektovat zavéry prace Kima et al., ktefi nedavno
poukdazali na anti-tumordzni efekt S100A9: studie in vitro demonstrovala schopnost bunék

kolorektalniho karcinomu vychytavat extracelularni SI00A9 [179]. Internalizace SI00A9 byla
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spojena s redukci proliferace a zvySenou mirou apoptdzy nadorovych bunék [179]. Za zminku
stoji skuteCnost, Ze autofi v této studii testovali kromé& bunécnych linii kolorektalniho
karcinomu také buné¢né linie karcinomu prsu, zaludku, ovaria a cervixu. Internalizace ST00A9

byla v§ak pozorovéana pouze u bun€k kolorektalniho karcinomu [179].

6.2.2. Protein S100P a kolorektalni karcinom

Nase studie potvrdila asociaci sérovych koncentraci proteinu S100P s kolorektadlnim
karcinomem. Prokézali jsme vyznamné vyssi sérové koncentrace S100P u pacientii v klinickém
stadiu TNM IV. Dostupné studie ukazuji, Ze zvySena tkanova exprese proteinu S100P je
spojena s proliferaci nadorovych bunék, podili se na regulaci jejich motility a tim schopnosti
invaze a vzniku metastaz [ 154, 180]. Studie Kita et al. a pozd¢ji také studie Lama et al. dolozily
zvySenou expresi proteinu S100P jiz ve tkéni kolorektalnich adenomu [182, 183]. ZvySena
tkanova exprese proteinu S100P u kolorektdlniho karcinomu v praci Shena korelovala
s pritomnosti vzdalenych metastaz [ 154]. Naopak, down-regulace proteinu S100P byla spojena
s poklesem invazivniho a metastatického potencidlu bun€k kolorektalniho karcinomu [154].
Nedavno publikovand studie Zuo et al. prokdzala vzajemnou interakci S100P a Trx-1, ktera
vedla k indukci procesi EMT (epithelial-mesenchymal transition), kterd je povaZovana za
zakladni mechanismus pfemény nadorové buiiky v buiiku mezenchymalniho typu schopnou
invaze a vzdalené migrace [151]. Vyss$i hodnoty S100P u pacientii v pokrocilych stadiich
kolorektalniho karcinomu, které jsme pozorovali v nasi studii, jsou v souladu s dostupnymi
daty, které dokladaji zvySenou expresi SIO0OP u kolorektalniho karcinomu. Nase studie dale
prokdzala vyznamné vyS$$i sérové koncentrace proteinu S100P u pacientli se stfedné
diferencovanym kolorektalnim karcinomem. I pfesto, Ze jsme u nizce diferencovanych
karcinomil signifikantni rozdily neprokazali, pfi srovnani skupin G2+G3 s kontrolni skupinou
byl rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou statisticky vyznamny. Divodem miize byt mala
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velikost souboru G3 skupiny. V literatuie jsou dostupné pouze ojedinélé studie, ve kterych
jejich autofi zkoumali korelaci mezi stupném diferenciace kolorektalniho karcinomu a
tkanovou expresi proteinu S100P [152-154]. Ani jedna studie vztah mezi stupném diferenciace
a zvySenou tkanovou expresi S100P u kolorektalniho karcinomu neprokazala. Nase studie jako
prvni doklada nejen korelaci sérovych koncentraci proteinu SI00P ale i jeho mozny vztah ke
stupni diferenciace pfitomného kolorektalniho karcinomu. V nasi studii jsme nepotvrdili zavery
[137, 153]. V naSem souboru byly sérové koncentrace S100P vyssi u pacientli s kolorektalnim
karcinomem v levé poloving tra¢niku. Vysvétlenim muize byt predevsim skutecnost, Ze tato
skupina byla zastoupena ve 37 % (11 z 30) pacienty v TNM stadiu IV. Ve srovnani s touto
skute¢nosti, skupina pacientll s karcinomem v pravé polovin¢ tra¢niku zahrnovala pouze 3
pacienty (3 z 13) s kolorektalnim karcinomem ve IV. stadiu nemoci. Dal§im vysvétlenim muize
byt absence korelace sérové koncentrace proteinu S100P s jeho tkdnovou expresi, kterou jsme
v nasi studii neprovadéli. Vzhledem k tomu, Ze ¢asna stadia kolorektalniho 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 odpovéd’ karcinomu na
podanou protinddorovou terapii a 5. Casnou detekci lokalni recidivy a/nebo metastatického
procesu [135]. Vyssi exprese proteinu S100P ve tkdni kolorektalniho karcinomu a v séru
pacientl s kolorektalnim karcinomem je asociovana s hor$i progndézou a mensSim poctem
nemocnych s pétiletym ptezitim [149, 152]. Vysledky nasi studie ukazuji, Ze sérovy protein

S100P by mohl byt vhodnym biomarkerem u pacientli s kolorektalnim karcinomem.
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7. Zavéry

7.1. Protein S100A4 u idiopatickych stfevnich zanéta

7.1.1. Stanoveni diagnostického prinosu sérové koncentrace proteinu S100A4
u pacienti s idiopatickymi stfevnimi zanéty
Ve srovnani se zdravymi jedinci v kontrolni skupin€ byly sérové koncentrace S100A4 pacientt

s Crohnovou chorobou a ulcer6zni kolitidou signifikantné vyznamné vyssi. Nulovou hypotézu

bylo moZzno zamitnout.

7.1.2 Diagnosticky prinos sérovych koncentraci proteinu S100A4 v predikci
jednotlivych fenotypt a tiZe idiopatickych stievnich zanéti

Sérové koncentrace proteinu S100A4 pacientti s komplikovanymi formami Crohnovy choroby,
zahrnujici stenozujici a perforujici formy onemocnéni, se oproti skupiné pacientil
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 pacienti 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 ulcerdzni kolitidou
a s Crohnovou chorobou s postizenim tlustého stfeva by mohlo slouzit jako dal$i neinvazivni
biomarker k posouzeni aktivity a fenotypu idiopatického stievniho zanétu. Nulovou hypotézu

bylo moZno zamitnout.
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7.2. Proteiny S100 u kolorektalnich neoplazii

7.2.1. Asociace proteini S100 (S100A6, S100A8, S100A9, S100A11, S100P)

s nepokrocilou a pokrocilou kolorektalni neoplazii

Potvrdili jsme vyznamné niz§i hladiny SI00A6 a S100A11 v séru pacientll s kolorektalnim
karcinomem. Hladiny S100A11 byly vyznamné niz§i i u pacientd s nepokrocilym adenomem.
Potvrdili jsme vyznamné vys$i sérové koncentrace S100A8 u pacientl s kolorektalnim
karcinomem a u nemocnych s pokroc¢ilym kolorektalnim adenomem. Hodnoty S100A9 se u
pacient s kolorektalni neopldzii oproti zdravym jedincim z kontrolni skupiny vyznamné
neliSily. Potvrdili jsme vyznamné vyssi hladiny S100P proteinu u pacientd s kolorektalnim

karcinomem. Nulovou hypotézu bylo mozno zamitnout.

7.2.2. Stanoveni pozitivni a negativni prediktivni hodnoty proteini S100
u kolorektalnich neoplazii a urceni moZného klinického vyuziti jako

biomarkeru kolorektalnich neoplazii

Na zékladé potvrzené asociace sérovych hladin S100A6, S100A8, S100A11 a S100P
s kolorektalnim karcinomem se domnivame, ze tyto S100 proteiny by mohly byt dal$im
uziteénym sérovym biomarkerem vyuZivanym v diagnostice kolorektalniho karcinomu,
pfipadné v rdmci dispenzarizace pacientll s kolorektdlnim karcinomem. N&§ pfedpoklad je
podpofen vysokou senzitivitou a vyznamnou specificitou a dale vysokou pozitivni a negativni

prediktivni hodnotou sérového proteinu S100A8 v séru pacientl s kolorektalnim karcinomem.
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Piiloha 1: Informovany souhlas pacienta se studii

Univerzita Karlova v Praze, Lékarska fakulta v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové,
II. interni gastroenterologicka klinika
Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové, tel: +420 495 834 240, fax: +420 495 834 785

Nazev studie:

zastoupeni bakterii v biopticky odebranyvch vzorcich z tlustého stieva

Koordinator vyzkumu: MUDr. Darina Kohoutova

Cil studie

Stanovit anti-porinoveé protilatky a S100 proteiny v periferni krvi (odbér 10 ml krve), vysetfit apoptézu
a zastoupeni bakterii v tlustém stfeveé (ze vzorkii odebranych pti koloskopii)

Informovany souhlas nemocného

Jméno a prijmeni: .....ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin.
Rodné Cislo: ....covvneininiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieae

1. Souhlasim, aby moje osobni udaje byly trvale zapracovany do dokumentace II. interni
gastroenterologické kliniky FNHK pro téely védecké a vyzkumné. Udaje poskytuji
dobrovolné a jsem si védom toho, Ze sviij souhlas se zpracovanim osobnich tidaji mohu
kdykoliv odvolat.

2. Souhlasim s jednorazovym odbérem krve (mnozstvi 10 ml, bude provedeno pii
zavadeéni periferniho Zilniho katetru)

3. Souhlasim s bezbolestnym odbérem bioptickych vzorkd z tlustého stieva v ramci rutinni
koloskopie

Doplnék k informaci pro pacienta (pacientku)

Pii zafazeni do studie budou Vase osobni data uchovana s plnou ochranou diuvérnosti. Do Vasi
dokumentace budou moci na zakladé¢ Vami udéleného souhlasu nahlédnout za ticelem ovéteni ziskanych
udaji zastupci nezavislych etickych komisi a zahrani¢nich nebo mistnich kompetentnich Gradi. Pro tyto
ptipady je zarucCena ochrana diivérnosti Vasich osobnich dat. Pfi vlastnim provadéni studie mohou byt
osobni udaje poskytnuty jinym nez vyse uvedenym subjektiim pouze bez identifikacnich udaja, to je
anonymni data pod ¢iselnym kodem. Rovnéz pro vyzkumné a védecké ticely mohou byt Vase osobni
udaje poskytnuty pouze bez identifika¢nich udaji (anonymni data) nebo s Vasim vyslovnym souhlasem.

(s odvolanim na Metodicky ndvod Ministerstva zdravotnictvi CR k zabezpeceni a ochrané udajii
v informacnich systémech provozovanych ve zdravotnictvi CR k zabezpeceni a ochrané tdajii
v informacnich systémech provozovanych ve zdravotnickych zarizenich uverejnény ve Véstniku MZCR,
Castka 6/1994 s odvolanim na ustanoveni paragrafu 55 odstavec 2, pismeno d) zakona 230/1996 Sbirky
0 péci o zdravi lidu v platném znéni).

Datum Podpis nemocného Podpis Iékare
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