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2  Seznam zkratek

5-FU 5-fluorouracil

ABC ,»ATP-binding cassette*

AFAP atenuovana forma familiarni adenomatézni polypozy
AGF rustovy faktor pfibuzny angiopoietinu
ASR-W »age-standardized rate — world®, statisticky ukazatel
ATP adenosintrifosfat

BCA ,,Bicinchoninic acid assay*

BCRP ,breast cancer resistence protein‘

CEA karcinoembryonalni antigen

CDK cyklindependentni kindza

CIMP ,»CpG island methylator phenotype*

CT pocitacova tomografie

CTC cirkulujici nddorové bunky

cDNA komplementarni DNA

cfDNA volna bunééna DNA

ctDNA cirkulujici nddorova DNA

CK cytoketin

CpG dinukleotid cytosin-fosfat-guanosin
DALM »dysplasia-associated lesion or mass*
DEPT dietyl pyrokarbonat

DMSO dimethylsufoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ECM extracelularni matrix

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EGFR receptor pro epidermalni ristovy faktor
EMT epitelidlné-mezenchymalni tranzice
ERK extracelularni signal regulujici kinaza
FAP familialni adenomatozni polypdza

FBS fetalni bovinni sérum

FFPE formalinem fixované parafinové blocky
FGFR receptor pro fibroblasticky riistovy faktor
H&E hematoxylin-eosin

HIFa hypoxii indukovatelny faktor o



HNPCC
hTERT
IC50

IT

ITC
MAP
MEK
MET
miRNA
MMP
MMR
MRP
NGS
n.d.
OoTP
PCR
PIK3CA

PDGFR-B
PTEN
PVDF
RIN

RNA
RPMI
SHP

SLC transporter
STR

TBE
TGFa
TGFpB
TME
TRITIP
UzIs
VEGF

hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom
lidska telomerazova reverzni transkriptaza
koncentrace zptsobujici 50 % inhibici parametru
irinotekan

izolované nadorové bunky

polypdza zptisobena mutaci genu MUTYH
mitogen-aktivujici proteinova kinaza
mezenchymalné-epitelidlni tranzice
mikroRNA

matrixova metaloproteinaza

,mismatch repair

»multidrug resistance protein‘

masivni paralelni sekvenovani
nedekovatelné

oxaliplatina

polymerdzova fetézova reakce

katalyticka subjednotka o fosfatidylinositol 4,5-fosfat 3-
kindzy

receptor pro destickovy rastovy faktor 3
homolog fosfatazy a tenzinu
polyvinylfluorid

¢islo RNA integrity

ribonukleova kyselina

»Roswell park memorial institute*
syndrom hyperplastické polypdzy

,Solute carrier transporter*

,,short tandem repeats*

tris-borat-EDTA

transformujici ristovy faktor a
transformujici rastovy faktor 3

totalni mezorektalni excize

trifluridin s tipiracilem

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

vaskularni endotelialni riistovy faktor


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3056415/

3 Teoreticka ¢ast

3.1 Definice kolorektalniho karcinomu

Adenokarcinom tlustého stieva a konecniku je maligni onemocnéni vychézejici
ze zlazek sliznice tlustého stieva. Aby byl adenokarcinom oznacen za invazivni, musi
maligni nadorové zlazky infiltrovat skrz lamina muscularis mucosae miniméln¢ do
submukozy. Typicky adenokarcinom kolorekta vznikd z premalignich slizni¢nich 1ézi
jako jsou adenomy, sesilni pilovité 1éze a vyjimecné i hamartomatozni polypy. Méné
Casto mohou v této oblasti vznikat i jiné typy karcinomi, napiiklad karcinomy

neuroendokrinni [1].

3.2 Epidemiologie kolorektilniho karcinomu

Ceska republika dlouhodobé zaujima piedni mista v incidenci i mortalite
kolorektalniho karcinomu v porovnani s ostatnimi zemémi svéta. Podle dat z roku 2008
je v incidenci na 5. misté (podle ASR-W standardu), resp. 7. misté (podle pfepoc¢tu na
100 000 obyvatel). V mortalité kolorektalniho karcinomu je Ceska republika v obou

téchto nejsledovangjsich statistickych ukazatelich na tfetim misté [2].

C18-C21 - Tlusté stfevo a koneénik

grovnani incidence v CR = ostatnimi zemémi svéta, ASE - svétowd standard
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Obr. ¢. 1: Srovnani incidence kolorektalniho karcinomu v CR s ostatnimi zemémi svéta

podle ASR-W.



C18-C21 = Tlusté strfevo a koneénik

srovndni incidence w CR = ostatnimi zemémi swéta, pfepodet na 100 000 ozob
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Obr. €. 2: Srovnani incidence kolorektalniho karcinomu v CR s ostatnimi zemémi svéta;

prepocteno na 100 000 obyvatel.

C18-C21 = Tlusté strevo a konecénik

srovnani mortality v CR = ostatnimi zemémi swéta, ASR - svétowd standard
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Obr. &. 3: Srovnani mortality kolorektalniho karcinomu mezi CR a ostatnimi zemémi

svéta podle ASR-W.
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C13-C21 - Tlusté stfevo a konecnik

srovhdn mortality v CR = ogtatnimi zemémi svéta, pPepodet na 100 000 ozob
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Obr. & 4: Srovnani mortality kolorektalniho karcinomu mezi CR a ostatnimi zemé&mi

svéta; pfepocteno na 100 000 obyvatel.

Od roku 1977 je v Ceské republice (diive v Ceskoslovensku) sledovana
incidence a mortalita malignich onemocnéni. Dnes tyto statistiky zastituje Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS) CR. V poslednich deseti letech se
stabilizoval trend incidence kolorektalniho karcinomu na cca 8 000 novych ptipadi v
CR ro¢né. Mortalita (amrtnost) pozvolna klesd z cca 4 200 vroce 2005 na
cca 3 800 v roce 2015. Incidence i mortalita kolorektalniho karcinomu je v CR vyssi u
muzii nez u zen. Kazdy rok je v CR nové diagnostikovan u cca 5 000 muzi a

cca 3 000 zen a zemie na n¢j okolo 2 200 muzt a 1 500 Zen [2].

C18-c21 - ZH tlustého stfeva a koneéniku -4 Incidence
Wijyoj v Gaze -4 Mortalita

Zdroj dat: OZIS CR
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Obr. &. 5: Incidence a mortalita kolorektalniho karcinomu v CR; vyvoj v ¢ase; konkrétni

pocty piipadu.
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C18-Cc21 - ZH tlustého stifeva a koneéniku, nuZi -4 Incidence

Wiwo]j v Gaze —# Mortalita
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Obr. ¢&. 6: Incidence a mortalita kolorektalniho karcinomu v CR u muzi; vyvoj v ¢ase;

konkrétni pocty ptipadi.
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Obr. & 7: Incidence a mortalita kolorektalniho karcinomu v CR u Zen; vyvoj v &ase;

konkrétni pocty piipadi.

3.3 Rizikové faktory pro vznik kolorektalniho karcinomu

Incidence kolorektalniho karcinomu roste s vekem pacienta. Kolorektalni
karcinom mize vzniknout i u mladsich jedincii, obvykle na podkladé genetickych
abnormalit nebo v diisledku chronickych zanéti ve stfeveé, hlavné u autoimunitnich
procestt (Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida). Typickym piikladem geneticky

podminéného kolorektalniho karcinomu je familiarni adenomat6zni polypoza, klinicky
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se projevujici stovkami polypti a vznikajici na podkladé mutace APC genu,
nebo Lynchiiv syndrom s poruchou tzv. mismatch repair gent, ktery se klinicky
projevuje nejenom kolorektdlnim karcinomem, ale i karcinomy napt. zenského
pohlavniho ustroji. Jinymi rizikovymi faktory jsou dieta bohatd na tuky a alkohol,
rodinna anamnéza, pritomnost prekancerdznich 1ézi v kolorektu, predchozi radioterapie
obvykle z diivodu jiné malignity v duting bfisni a dieta chuda na vlakninu. Cast&jsi je

vyskyt kolorektalniho karcinomu u obéznich pacienti, u kutdki a u diabetikt [1, 3].

3.4 Prevence vzniku kolorektalniho karcinomu

Prevenci vzniku sporadického kolorektalniho karcinomu muzeme rozdélit do
dvou uzce souvisejicich kategorii. Prvni spocivd v aktivnim zpidsobu zivota, v
pravidelné fyzické aktivité, se kterou byva spojend i dobrd fyzickd kondice. Tito
pacienti maji niz$i ,,body mass index“ a mensi zasoby tukové tkdné. V patogenezi
kolorektalniho karcinomu se u obéznich pacientli uplatiiuje mitogenni potencial
inzulinu, pfiemz jejich buiky jsou Casto relativné rezistentni na inzulin, a z toho
divodu vznika u téchto pacientli hyperinzulinémie, kterd se spolupodili na rozvoji
kolorektalniho karcinomu. Obdobny princip rozvoje a vyssi incidence karcinomu
kolorekta se uvadi i u diabetikt [4].

Do druhé kategorie patii dietni opatfeni. Jako rizikova jsou uvadéna jidla z
»cerveného masa (hovezi, zvéfina), ve kterém jsou vice zastoupeny heterocyklické
kolorektalniho karcinomu. Naopak jako preventivné nejucinngjs$i latky zamezujici
vzniku kolorektalniho karcinomu se uplatiiuji antioxidanty a stopové prvky jako jsou
vitamin A (i betakaroten jako provitamin), vitamin C, vitamin E a selen. Tyto latky jsou
predevsim v ovoci a zelening, v nich je 1 vétsi mnoZstvi vlakniny, o které se mluvi jako
o latce, ktera na sebe ve sttevé dokaze navazat celou fadu Skodlivych latek, které diky
tomu neplsobi na sliznici tlustého stfeva nebo neprojdou do organismu. V posledni
dobé se vyzdvihuje i obdobna role vapniku, ktery ma za vzniku nerozpustnych mydel
vychytavat toxické sekundarni Zlucové kyseliny, které se vazi na mastné kyseliny

z potravy a podili se na patogenezi vzniku kolorektalniho karcinomu [4].

3.4.1 Preventivni programy diagnostiky a 1é¢by kolorektalniho karcinomu

Ptestoze v soucasné dobé existuje nekolik preventivnich programi (piredevsim

test na okultni krvaceni ve stolici a preventivni kolonoskopie), jez usiluji o sniZeni
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incidence a mortality kolorektalniho karcinomu, nejevi tyto parametry dosud vyraznéji
klesajici tendenci. Pfi¢in je n¢€kolik, za hlavni povazujeme tyto Ctyii (prvni ma vliv na
incidenci, ostatni na mortalitu): a) nedostatecnd compliance obcCanl s programy
primarni a sekundarni prevence, vcetné rizikovych skupin; b) diagnéza onemocnéni
v pokrocilém stadiu, kdy pouze u 43 % pacientl je karcinom zjiSten v I. nebo
II. klinickém stadiu; c) neschopnost soucasné klasifikace, ktera postradd robustni
molekularni prediktory biologického chovani nadort, pfesnéji stanovit riziko relapsu;
d) nedostatecna individualizace terapie spojena s neuspokojivou odpovédi na
protinadorovou 1écbu [5].

Z téchto divodl doslo v posledni dob¢ k vyznamnému nardstu studii usilujicich
o nalezeni novych biomarkert, které by umoznily ¢asnou diagnézu bezptiznakového
onemocnéni a to nejlépe neinvazivni formou piijatelnou pro vétSinu obcant a které by
mnohem pfesnéji predikovaly vyvoj onemocnéni a jeho odpovéd’ na protinadorovou

1é¢bu [5]. K tomuto ucelu se jako velmi zajimavé jevi studium onkogenni miRNA.

3.5 Symptomy a klinicky obraz karcinomu kolorekta

V cCasnych stadiich onemocnéni je kolorektalni karcinom bezptiznakovy. Pozdéji
se pridavaji celkové nespecifické priznaky jako zvySend teplota, hubnuti a unava.
V pokrocilejsich stadiich se u pacientd objevuji bolesti bficha a stfevni dyskomfort
spojeny napiiklad se zvySenou plynatosti. Zejména pro pravostranné karcinomy
kolorekta je typickd mikrocytarni anémie v disledku dlouhodobého okultniho krvaceni.
Pro levostranné adenokarcinomy tlust¢ho stfeva jsou typické kieCovité bolesti
bticha (tenesmy), stiidani zacpy a priijmu, neprichodnost stiev (ileus) a viditelna krev

ve stolici [1, 3].

3.6 Molekularni patogeneze kolorektalniho karcinomu

3.6.1 Genetické drahy vzniku kolorektalniho karcinomu

Podle aktudlnich prizkumu existuji tfi genetické drahy vzniku kolorektalniho
karcinomu; jsou to drdha chromozomalni nestability, dréha mikrosatelitové nestability a
draha sesilnich pilovitych 1ézi, nékdy oznaCovana jako CIMP (CpG island methylator
phenotype pathway) [6].

Draha chromozomalni nestability je znaméa nejdéle a spociva v klasickém
modelu, pii kterém z adenomu vznikne adenokarcinom. V prvni fazi této drahy dochazi

k mutaci, a tim ztrat¢ nékterého z tumorsupresorovych genii (typicky se jedna o

14



APC gen, obvykle jedné alely). To vede ke vzniku adenomu. V dal$i fazi dochazi
k aktivaci protoonkogenti na onkogeny (KRAS,...), ke ztrat¢ dlouhé¢ho raménka
18. chromozomu a k deleci na kratkém raménku chromozomu 17, tim dojde k inaktivaci
tumorsupresorovych gentt APC, SMAD4 a ptedevsim strazce genomu 7P53. Vytrazeni
APC genu vede k aktivaci Wnt/B-catenin signalizace, pfi které se B-catenin presouva do
jéadra a prostiednictvim fosforylace se podili na proliferacnich pochodech v buiice [6].

Dalsi signalni drdha podilejici se na bunécné proliferaci je regulovana
protoonkogeny KRAS a NRAS. Ty hraji zésadni roli pii bunéénych pochodech
spojenych s d€lenim, diferenciaci a apoptézou. Jednou z nejdilezitéjSich drah, kterou
RAS reguluje, je draha BRAF proteinové kindzy a dale MEK (mitogen-aktivujici protein
kindza) a ERK (extracelularni signal regulujici kinaza) kinazy. Je-li R4S mutovan a to je
u 40-50 % kolorektalnich karcinomt, je zablokovana GTPazova aktivita a tim dochazi
k permanentni aktivaci signdlnich drah do bunck, coz vede k jejich proliferaci. Na
(transformujici ristovy faktor B) a PIK3CA/PTEN (katalytickd subjednotka o
fosfatidylinositol 4,5-fostat 3-kinazy, homolog fosfatdzy a tenzinu) [4, 6].

U drahy mikrosatelitové nestability, kterd se uplatiiuje pii vzniku kolorektalniho
karcinomu, jsou inaktivovany geny tzv. mismatch repair (MMR) systému (AMLHI,
hMSH?2, hMSH6 a hPMS?2). Tyto geny kontroluji, kterd z dvojice bazi je po replikaci
DNA chybné zatazena a opravi ji. Funkce MMR systému je vyfazena bud’ germinalni
mutaci (u Lynchova syndromu) nebo muze vzniknout sporadicky hypermetylaci
promotoru. V dalSich krocich dochazi k deregulaci proteint, které jsou zodpovédné za
apoptézu (napt. rodina BAX proteinti) [4, 6, 7].

Genova nestabilita u sesilnich pilovitych 1ézi je podminéna mutaci (obvykle
V600E) genu nebo hypermetylaci promotoru BRAF proteinové kinazy. Ta vede
k nadmérné aktivaci MAPK/ERK signdlni dradhy, kterd poté vede k nekontrolované
proliferaci bunék. MAP kindza se podili 1 na neoangiogenezi tim, Ze aktivuje HIFa
(hypoxii indukovatelny faktor o) a VEGF. U adenokarcinomt ze sesilnich pilovitych
1ézi byva hypermetylaci promotoru inaktivovan i inhibitor

cyklin-dependentni kinazy 2A (neboli protein p16) a gen 7P53 [4, 6].
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Obr. ¢. 8 : Genetické drahy vzniku kolorektalniho karcinomu (pfevzato a upraveno [6]).

3.6.2 MikroRNA

Jednim z nejmoderngjSich pfistupi soucasné molekularni charakterizace
solidnich nadorti, véetn¢ kolorektalniho karcinomu, je analyza mikroRNA (miRNA).
MiRNA jsou vyznamné regulatory genové exprese, které kontroluji, jak fyziologické,
tak patologické procesy v organismu, napi. embryonalni vyvoj nebo maligni
transformaci. Vyzkum béhem deseti let vedl k identifikaci hlavnich faktord podilejicich
se na biogenezi miRNA a popsal zékladni principy jejich fungovani. Je evidentni, ze
miRNA, ackoliv jsou samy reguldtory, podléhaji sofistikovanému systému regulace,
ktera probiha jak na Urovni jejich metabolismu, tak realizace jejich vlastni regulacni
funkce. Poruchy téchto regulaci jsou vyznamnou udalosti v patogenezi nadorovych
onemocnéni [8].

Diky pocetnym studiim bylo identifikovano nékolik desitek téchto molekul
s potencidlem ovliviiovat translaci nadorovych supresort ¢i onkogend. Mechanistické

studie takto nalezenych miRNA jsou pak zasadni pro spravné porozuméni jejich
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zapojeni do patogeneze kolorektalniho karcinomu a mohou pfispét k nalezeni
potencidlnich 1é¢ebnych cilii. Navic bylo prokazano, ze miRNA je mozné detekovat i
v séru pacientl s kolorektadlnim karcinomem. Cilem je identifikovat miRNA rozdilné
exprimované v nadorové tkani a zdravé stievni sliznici, jez by mohly byt v budoucnu
vyuzity jako nové prediktivni a prognostické markery [5].

MiR-21 je jednou z nejcastéji uvadénych miRNA v souvislosti s kolorektalnim
karcinomem a vyznamn¢ se podili na patogenezi tohoto onemocnéni. Opakované byly
prokazany zvysené hladiny této miRNA u kolorektalniho karcinomu, a lze proto tvrdit,

ze ma aktivitu onkogenu [8].

3.6.2.1 Regulace klicovych signalnich drah prostirednictvim miRNA

Wnt/B-cateninova draha hraje dilezitou roli ve vyvoji kolorektalniho karcinomu,
jak je uvedeno vySe. Nedavné studie prokazaly schopnost miR-135a a miR-135b
regulovat expresi APC genu. Tyto miRNA snizuji expresi APC genu, coz vede
k poklesu hladiny mRNA APC proteinu a zvySené koncentraci volného B-cateninu.
Nékolik studii zaroveit potvrdilo zvySenou expresi obou miRNA v kolorektalnim
karcinomu. Mezi dal$i regulatory APC patii miR-141 a miR-142-3p, jejich zvySené
hladiny byly detekovéany u linii odvozenych od kolorektalniho karcinomu. Pfi nespravné
funkci E-cadherinu dochézi k ovlivnéni hladiny volného B-cateninu. Pokud se exprese
E-cadherinu sniZi, dochazi ke zvySené invazivit¢ bun€k a zaroven ke zvySeni
transkripce genli zodpovédnych za progresi onemocnéni [5].

Receptor pro EGFR se podili nejen na casném vzniku kolorektalniho karcinomu,
ale svou roli hraje také pifi progresi tohoto onemocnéni, nebot je spousStécem
vyznamnych signalnich drah zodpovédnych za proliferaci, diferenciaci, apoptdzu,
angiogenezi, migraci a bunénou adhezi. MikroRNA, jeZ jsou soucasti této drahy, by
proto mohly byt v budoucnu vyuzity jako cile protinadorové 1écby [5].

Nejvyznamngj$imi signalnimi molekulami asociovanymi s drdhou EGFR jsou
onkoproteiny RAS (KRAS a NRAS), které stoji na pocatku MAP kinazové kaskady a
podileji se na regulaci velkého mnozstvi transkripnich faktori. U pacientl
s kolorektalnim karcinomem nesoucim mutaci genu RAS dochazi k nekontrolovatelné
expresi genll zodpovédnych za vyvoj a progresi onemocnéni. Tito pacienti neodpovidaji
na biologickou 1é¢bu zaloZzenou na poddvani monoklonalnich protilatek (cetuximab,
panitumumab) proti EGFR. MiR-143, miR-145 a let-7 funguji jako nadorové supresory,

jejich hladiny v nadorové tkani kolorektalniho karcinomu byvaji vyznamné snizené, coz
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vede ke zvySené proliferaci bun¢k. Mezi dalsi molekuly signalni drahy MAP kinazové
kaskady patii ERK1/ERK2. V neposledni fad¢ jsou cilem miRNA i transkripéni faktory
aktivované¢ pred EGFR jako napt. FOS, YES, FLI, MYC, jez se mohou vazat
k miR-145, ¢imz dochazi k inhibici jejich funkce [5, 9].

U 90 % pacientl s kolorektdlnim karcinomem dochédzi k umrti z divodu
generalizace nadoru. Nezbytnou podminkou pro metastatickou diseminaci je naruSeni
mezibunééného spojeni, ¢imz dochazi k migraci nadorovych bunék pies extracelularni
matrix a nasledn¢ 1 bazalni membranu. Hlavnim rysem metastatického procesu je
epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT). Pfeména E-cadherinu na N-cadherin
usnadnuje vazbu naddorovych bunék k okolnimu stromatu. Zéasadni roli v regulaci celého
procesu vsak hraji transkripéni faktory SNAIL, ZEB1/ZEB2 a TWIST, které potlacuji
expresi E-cadherinu. ZEB1/ZEB2 zaroven tlumi expresi n¢kterych miRNA z rodiny
miR-200, jez potencuji tvorbu E-cadherinu, epitelidlni diferenciaci a soucasné inhibuji
pomoci negativni zpétné vazby téz ZEB1/ZEB2. Tato regulace je velmi dilezitd nejen
pii procesu EMT, ale i v procesu opacném, kdy se zbun¢k s mezenchymalnim
fenotypem stdvaji bunky s fenotypem epitelidlnim, ¢imz miZze dojit k vytvoreni
sekundarniho loZiska. V disledku nadmérné aktivace matrixovych metaloproteinaz
dochazi ke zvysené migraci buné€k, proteolytické degradaci extracelularni matrix (ECM)
a vstupu nadorovych bun¢k do krevniho fecisté. V souvislosti stimto procesem je
zminovana miR-21, jejiz zvySena exprese piispiva ke zvySené aktivit€¢ degradacnich
enzymi. Zvysend exprese této miRNA u pacientli s kolorektadlnim karcinomem byva
spojena s rozvojem vzdalenych metastaz. Rovnéz byla prokdzana ptima souvislost mezi
sniZzenou expresi miR-29 a zvysSenou funkci MMP-2 [5, 10].

Klic¢ovou roli v patogenezi kolorektalniho karcinomu zaujima angiogeneze. Cely
proces je regulovan fadou molekul, pfi¢emZ zasadni roli hraji angiogenni faktory,
dalezitym faktorem v tomto procesu je vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF),
ktery miize byt produkovéan predevsim vlastnimi naddorovymi bunikami a fibroblasty po
aktivaci MAP-kinazové kaskddy. Snizené hladiny miR-125 v nadorové tkani
kolorektalniho karcinomu ukazuji moZnost regulace tohoto ristového faktoru.
pifimou kontrolou genu 7P53. SniZend exprese trombospondinu v nddorové tkdni ma
pfimou souvislost se zvySenou hladinou clusteru miR-17-92, ktery ma vyrazné

onkogenni vlastnosti [5, 11].
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3.6.2.2 Analyza miRNA v séru, plazmé a stolici

Casny zachyt kolorektalniho karcinomu je jednou z hlavnich podminek Gisp&sné
1é¢by. Proto je nezbytné najit biomarkery, které by bylo mozné stanovit méné
invazivnimi metodami a které by zaroven umoznily zlepsSit detekci kolorektalniho
karcinomu a najit markery souvisejici s horS§i progndézou pacientd. Takovymi
biomarkery jsou rizné typy miRNA, jako napiiklad miR-221, jejiz zvySené hladiny
v séru koreluji s expresi proteinu p53 a také horsi prognézou. MiR-141 je dalsi miRNA,
jejiz zvysena hladina byla prokazana v plazmé pacientii s kolorektalnim karcinomem.
Zaroven bylo zjiSténo, Ze exprese této miRNA piimo koreluje s klinickym stadiem
onemocnéni a predoperacni koncentraci markeru CEA [12]. V posledni dob¢ se zacaly
objevovat i studie analyzujici miRNA ze stolice pacientt s kolorektalnim karcinomem.
U pacientli s adenomem ¢i karcinomem byla prokdzana zvySena hladina miR-21 a
miR-106a nebo zvySené hladiny clusteri miR-17-92 [13]. VSechny tyto miRNA patii
mezi nejcastéji zminované v souvislosti s kolorektdlnim karcinomem. S nartistajicim
poctem studii zabyvajicich se expresnim profilovanim se ukazuje, ze miRNA jsou
slibnymi markery pro uréeni progndzy pacientt s kolorektalnim karcinomem. Naptiklad
zvySena hladina miR-200c nebo miR-21 vede ke kratSimu pfezivani pacientl
s kolorektalnim karcinomem. Hor$i prognoza byla zjisténa také u pacientl se snizenou
hladinou miR-126, miR-152, miR-143. ZvySené¢ hladiny miR-137 a miR-129
pfedstavuji riziko pro metastazovani do lymfatickych uzlin, zatimco nadmérna hladina
miR-126, miR-206 a miR-185 jsou spojovany s vyssi pravdépodobnosti rozvoje
vzdalenych metastaz [5, 14].

Velkou vyzvu do budoucnosti je vyhledani takové miRNA, ktera by byla
schopna predikovat lécebnou odpovéd u pacientll s kolorektdlnim karcinomem.
Napftiklad pacienti se sniZzenou expresi miR-181b nebo zvySenou expresi miR-143
vykazuji lepsi 1écebnou odpoveéd’ na 5-fluorouracil (5-FU). Dale bylo zjiSténo, Ze u
pfed terapii. Ukdazalo se také, Ze pacienti se zvySenymi hladinami miR-10b jsou
chemorezistentni na 1écbu 5-FU. Klinicka studie 1écby metastatického kolorektalniho
karcinomu s vyuzitim oxaliplatiny prokazala, Ze vysoké4 hladina miR-625-3p, miR-181b
a miR-27b je spojena se Spatnou lécebnou odpovédi. U irinotekanu neexistuje
dostate¢né mnozstvi klinickych studii [15].

U pacientl se zvysenou hladinou miR-143 a miR-145 a snizenou expresi miR-21

byla popséna lepsi odpovéd’ na neoadjuvantni chemoterapii. Navzdory témto vysledkiim
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bude nezbytné provést dalsi studie, jez ptispéji k piesnéjSimu popisu souvislosti mezi

expresi miRNA a odpovédi na chemoterapeutickou 1écbu [5].

3.7 Mnohastupnova kancerogeneze se zamérenim na kolorektalni karcinom

VétSina nadortt véetné kolorektalniho karcinomu vzniké nasledkem akumulace
mnohotnych mutaci.

Béhem evoluce se vytvorily rizné mechanismy schopné zastavit a potlacit vznik
bunék s potencidlem transformace do maligniho klonu. V bunkéach s funkénimi
kontrolnimi body bunéného cyklu nevede onkogenni signalizace k nadorové
transformaci, ale k bunéénému starnuti (senescenci) a apoptodze. Z toho vyplyva, zZe
vznik malignich nadori je podminén ztratou funkce mnoha genl, vcetné genl
regulujicich kontrolu a priichod buniky bunéénym cyklem a genii regulujicich apoptdzu
a senescenci [7].

Ptiblizné¢ 85 % karcinomt tlustého stfeva vznikd sérii morfologicky
definovanych zmén — hyperplazii epitelovych bunék sliznice tlustého stfeva, vznikem
adenoml s progresivné se vyvijejicimi intraepitelovymi neoplastickymi zménami a
nakonec pfechodem adenomu v invazivné rostouci adenokarcinom [7].

Ve vztahu k vlastnimu rozvoji kolorektalniho karcinomu je mutovana mala
podmnoZzina genli oznaCovand jako fidici geny (,.driver genes®), jejichZz mutace ma
zasadni vliv na rozvoj nddorového onemocnéni (jde o mutace protoonkogenli a
tumorsupresorovych gent). V nadorovych buiikach nachdzime ale i fadu mutaci
v genech, které nemaji zasadni vliv na nadorovou proliferaci, v tzv. pasazérskych
genech (,,passenger genes*) [16]. Jejich mutace se vyznamnym zpisobem spolupodili
na selekci novych bunéénych klon v nadoru, které ziskévaji vlastnosti, diky nimz je
nadorova buiika schopna metastazovat do vzdalenych organd, at’ jiz mechanismem
pozitivni klonalni selekce nebo cestou imunoeditace. Na selekci novych nadorovych
klon se podili i epigenetické procesy (napf. metylace DNA nebo modifikace

histont) [17].
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Zmény urcujici vznik a rist nadoru:

1) nezéavislost na rastovych signalech

2) ztrata schopnosti regulace bunék inhibi¢nimi signaly

3) blok apoptozy

4) neomezeny replikacni potencial (prfekonani bunécného starnuti)

5) defektni DNA reparace se vznikem genomické nestability

6) rozvoj angiogeneze

7) schopnost invaze a metastazovani

3.7.1 Nezavislost na rustovych signalech

Onkogeny vzniklé z protoonkogenti maji schopnost stimulovat déleni bun¢k 1 v
nepfitomnosti normdlnich mitogennich signald. Aktivita gent kédujicich receptory pro
rustové faktory byva casto posilena prostfednictvim overexprese (napt. EGFR).
40-50 % adenokarcinomu tlustého stfeva ma mutaci genli RAS (KRAS, NRAS), u
kterych zablokovani receptoru pro epidermdlni ristovy faktor (EGFR) nevede ke

snizeni proliferace [7].

3.7.2 Ztrata schopnosti regulace bunék inhibi¢nimi signily

Vznikd mutaci tumorsupresorovych genl (napi. 7P53), které za normalnich
okolnosti tlumi proliferaci [7]. Gen 7P53 se podili na brzdnych mechanismech

nadorové transformace tifemi vzajemné souvisejicimi cestami:

a) Aktivaci docasné zéastavy bunécného cyklu a pfevodem buniky do klidového stadia
(quiescence)

b) Indukci trvalého bloku bunééného cyklu a bunééného starnuti (senescence)

¢) Spusténim programované bunécné smrti (apoptoza)

Drahu proteinu p53 mohou spustit rtiznorodé vlivy: hypoxie, nedostatek
glukozy, zkraceni chromozomalnich telomer, nepfiméfena onkogenni exprese proteint,
inaktivace jinych supresorovych geni nebo poskozeni integrity DNA. Homozygotni
ztrata genu 7P53 byla prokdzdna u mnoha malignit, v€. karcinomu tlustého stieva a

konecniku [7].

3.7.3 Blok apoptozy

K néartistu poctu nadorovych bun¢k muize dojit 1 na podkladé deregulace genti

zodpovédnych za programovanou bunécnou smrt. Protein p53 je dilezitym
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proapoptotickym reguldtorem indukujicim apoptézu v bunkéch, které nejsou schopny
opravit poskozenou DNA.

Apoptdzu aktivuji dva bunécné programy. Extrinsicky, ktery se aktivuje pies
tzv. receptory smrti a intrinsicky, ktery se spusti pfi nevratném poskozeni DNA.
Nadorové bunky vyvijeji fadu mechanismu, které brani rozvoji apoptdzy indukované
ptes receptory smrti. U kolorektalniho karcinomu jsou ¢asto mutovany geny koédujici

kaspazy (napt. gen pro kaspazu 8) [7].

3.7.4 Neomezenv replikaéni potencial a nestabilita genomu

U vétsiny buné€k je replikacni potencidl omezen na 60-70 déleni, poté bunky
schopnost déleni ztraceji; tento jev se oznacuje jako bunééné starnuti (senescence).
Bunééné starnuti je vysvétlovano fyziologicky chybéjici aktivitou telomeraz v
somatickych bunkéach. To ale neplati u buné€k nadorovych, které dokézi reaktivovat
telomerazu. V obdobi genomické nestability, které predchazi aktivaci telomerazy, se
akumuluji mutace, které ptispivaji k maligni transformaci [7, 18].

Casny postreplika¢ni kontrolni mechanismus ptedstavuji tzv. geny mismatch
repair systému (AMLHI, hMSH2, hMSH6, hPMS?2), které kontroluji spravnost fazeni
dvojic bazi pii replikaci DNA. Chybn¢ zatazené baze opravi, pti neopravitelosti vedou
bunku k apoptdze. Mutace mismatch repair geni jsou typické pro hereditarni Lynchiv
syndrom, ale mohou vznikat v nadorech i spontdnné¢ na podkladé¢ hypermetylace
promotoru genu hMLHI, coz vede k mikrosatelitové nestabilité a k hypermuta¢nimu

stavu [7].

3.7.5 Angiogeneze

Neovaskularizace plisobi na rlst naddori ve dvou smérech; pritok krve dodava
nadorovym bunkam kyslik a Ziviny a zaroven umoZnuje nddoru pfistup do cévniho
reCiSté pro jeho piipadny metastaticky rozsev. Na angiogenezi v nadorech se podileji
molekuly regulujici vyvoj cév v embryondlnim stadiu organismu, napt. vaskularni

endotelovy rustovy faktor (VEGF) [7].

3.7.6 Schopnost invaze a metastazovani

Schopnost invaze a metastazovani je zalozena na zvySujici se heterogenité
nadorové populace a vzniku subklonl, které nabyvaji schopnosti invadovat a

metastazovat. Metastaticky potencidl se muize vytvofit i ve velice Casnych stadiich
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primarniho nadoru. Nadorové buiiky se dostavaji do cirkulace bézn¢, ale v metastaticka
loziska vyusti jen ve zlomcich promile, valna vétSina cirkulujicich nddorovych bunék je

zlikvidovdna imunitnim systémem [7].

Stupné v procesu metastazovani [7]:

1) iniciace (kroky, kter¢ vedou k rozvoji maligniho nadorového klonu; zmény
zpusobujici nepfetrzity rast, preziti a genomickou nestabilitu)

2) metastatickd iniciace (zmény genii a jejich produktl, které v buinkach navodi
schopnost metastazovat; invaze, angiogeneze, dochazi k epitelidlné-mezenchymalni
tranzici)

3) metastaticka progrese (aktivace vaskuldrni remodelace, extravazace nadorovych
bunck v metastatickém mist¢ a inik imunitnimu dozoru)

4) metastatickd virulence (urychluje rist nadoru v mist¢ dcetinych lozisek)

Invaze nadoru vyzaduje zdsadni zmény v bunécném chovani a ve fenotypickych
vlastnostech bun¢k. U karcinomil v¢. kolorekta, které¢ vychazeji z epitelovych bunék,
jsou vyzadovany zmény v bunécnych vztazich spojené s degradaci extracelularni matrix
a se zménou motility bunék. Strukturdlni a regulacni proteiny, které kontroluji adhezi a
migraci bun€k, jsou pod kontrolou protoonkogenti a supresorovych genl a jsou v
procesu invaze a metastazovani deregulovany. Béhem invaze bunck karcinomu dochazi
k mnoha zménam, které se ti€astni dé¢je nazyvaného epitelidlné-mezenchymalni tranzice
(EMT). Na bunééné Grovni je spojen se ztratou mezibunéénych spoju a také se zménami
organizace a sloZeni cytoskeletalnich vlaken [7].

V pribéhu EMT dochazi k celé fadé zmén — ztrata polarity bunék, zména tvaru
buniky ve vfetenovity, ztrata mezibunéénych spoji a zavislosti na nich, zvySena
produkce sloZzek extracelularni matrix, ztrata zavislosti na bazalni membrané, zvysena
schopnost motility a zvySend odolnost vici apoptoze. V tomto procesu dochéazi ke
zméng E-cadherinu na N-cadherin, tzv. cadherinovému switchi. Pokud zlstava komplex
E-cadherin v buné&né membrané, je potlacena bunéfnd proliferace a bunky si
zachovavaji epitelidlni fenotyp. Naopak, pokud E-cadherin je z bunétné membrany
uvolnén, je uvolnén do cytoplazmy také B-catenin, jenz se nasledné presouva do jadra.
Tam pak plsobi jako transkripéni faktor. S timto pfesunem koreluje i zména fenotypu
z epitelidlniho na mezenchymalni. Akumulace B-cateninu v jadru spojena se ztratou
E-cadherinu koreluje se vznikem invazivniho fenotypu a vstupem buniky do programu
EMT. Bunky, jez ztraceji E-cadherin ze svého bunécného povrchu, se tak stavaji

citlivéj§imi na impulzy rastovych faktoria vedouci ke spusténi EMT [19, 20].
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Vyznam ztraty E-cadherinu je dobfe ilustrovan nékolika transkripénimi faktory
vyvolavajicimi EMT, které usnadiiuji akvizici mezenchymadlniho fenotypu, jako je Snail
a Slug, ZEB1, SIP1 a E12 (také znamy jako E47-E2A). Tyto transkrip¢ni faktory jsou
indukovany TGF-B a jednou exprimované potlacuji expresi E-cadherinu. Ztrata
E-cadherinu podporuje Wnt signalizaci a je spojena s vysokou urovni Snail v jadru.
Dokonceni procesu EMT je signalizovano degradaci bazalni membrany a vytvorenim

bunky, ktera je schopna vycestovat z bunééné vrstvy, ve které vznikla [20].

Metastatickou kaskadu 1ze rozd¢lit do dvou etap:

1) invaze do extracelularni matrix (a do cév s vaskularnim rozsevem)

2) kolonizace nadorovych bunék v mistech vzddlenych od primarniho nadoru

buiiky rostouci jako prinik bazalni

neinmvazivai tumor membranon invaze do kapilar

~@ “Cesta krevnim feCistém
~ (pfezije méné nez
jedna bufika z tisice)

LD AR
unik z krevnich cév
krevnich cévwv jatrech (extravazace) metastdzy v jatrech

Obr. €. 9: Metastaticka kaskada nddorovych buné€k (ptevzato a upraveno [18]).

3.7.6.1 Invaze do extracelularni matrix (ECM)

Tkén€ jsou organizovany do kompartmenti oddélenych od sebe dvéma typy
ECM - bazadlnimi membranami a intersticidlni pojivovou tkéani. Epitelové bunky se vazi
k lamininu bazéalnich membréan a ke kolagenim polarizovanym k bazalnim povrchiim
bunck, a to prostfednictvim transmembranovych molekul (integrinll). Integriny, které
zprostifedkovavaji adhezi a klidovy diferencovany stav bungk, jsou u nadorovych bunck
potlaceny a jsou exprimovany integriny podporujici proliferaci a migraci.
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V prubéhu invaze musi nddorové bunky nejprve rozrusit bazalni membranu, pak
pronikaji intersticiem, rozrus$i bazalni membrany cév a prinikem pies endotel se
dostavaji do cirkulace. Tento cyklus se opakuje v obriaceném potadi po zachyceni
nadorovych bunc€k v cévni siti v misté pocateCniho metastatického rozsevu. Uvolnéni
nadorovych bun¢k ze vzajemnych vazeb je zplsobeno potlatenim funkce proteinii
mezibunécnych spoji (typicky E-cadherin) [7].

K degradaci bazdlni membrany a intersticidlni pojivové tkadné dochézi
nadorovymi bunkami, které produkuji proteolytické enzymy bud’ samy, nebo mohou
indukovat jejich tvorbu ve stromalnich bunikach (ve fibroblastech) a v bunikach zanétlivé
infiltrace, konkrétné jde o metaloproteinazy, katepsin-B, katepsin-D, urokindzu,
kolagenazu. Proteolyza matrix je v pfirozenych podminkach regulovana inhibi¢nimi
mechanismy, pfi nadorové invazi je fyziologickd rovnovdha mezi proteinazovou
aktivitou a jeji inhibici posunuta smérem k degradaci ECM [7].

Migrace bunék je spojena s koordinovanou polymerizaci a depolymerizaci
aktinovych vlédken cytoskeletu. Nadorové buinky tvofi cytoplazmatické vybézky
(invadopodie), které¢ zabezpeCuji prichod bunék ECM. Povrchové membrany

invadopodii jsou vybaveny adhezivnimi molekulami a proteinazami [7].

Nadorové bunky mohou do ECM invadovat tfemi zakladnimi zpisoby:

a) individualné pirevzetim podoby mezenchymovych bunék (vyZaduje proteolyzu a
zmény adheze bun¢k k ECM pomoci integrinli)

b) pseudopodiemi (améboidni migrace, podobné jako leukocyty pfes cévni sténu pii
zanétu)

- u bungk, které nemaji proteolytické vlastnosti a je u nich zvySena aktivita aktinového
cytoskeletu

c) ve svazech (pfi zachované schopnosti udrZet intercelularni spoje prostupuji nadoroveé
buniky ECM ve svazech) - napt. v tubuldrnich formacich u tubularnich adenokarcinomt

3.7.6.2 Homing fenomén

Empirické pozorovani chovani riznych nador napovida, Ze samotna invaze do
ECM neni sama o sob& pro dalsi krok metastatické kaskady dostacujici (napt. koZni
bazaliom se chové invazivné a destruktivné v misté svého vzniku, ale metastazuje zcela
vyjimecne).

Intravazace (ptestup nddorovych bunék do cév) je aktivni proces vyzadujici

proteolytické pochody, podobné jako pfi pfestupu pies bazalni membranu epitelu. Snaze
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pronikaji bunky do cév vytvofenych v primarnim nadoru de novo, protoze tyto cévy
maji nedokonale vytvoiené endotelialni spoje; podobné je tomu u lymfatickych cév.

U zhoubnych nadort se do krevniho ob&hu uvoliuje velké mnozstvi nadorové
DNA - tzv. cirkulujici nadorové DNA (ctDNA), ktera se uvoliiuje z né¢kolika zdroju —
zanikajicich nadorovych bunék jak v primarnim lozisku, tak v metastazach a ze
zanikajicich cirkulujicich nadorovych bunék (CTC). Cirkulujici nadorova DNA je
podmnozinou cirkulujici nebunééné — tzv. volné DNA (cfDNA), kterda muze byt jak
nadorového, tak nenddorového puvodu (z rozpadajicich se zanétlivych elementd,
piirozené¢ se obnovujicich bunék somatickych tkdni, apod). Nadorova cfDNA, tedy
ctDNA, muaze vznikat pasivnim procesem (napf. pii nekréze nebo apoptdéze nadorové
buiky) nebo aktivné prosttednictvim nanovesikul (napf. jako soucést exosomti), které
nadorova buiika cilené vytvaii. Tohoto fenoménu se zatim s nelplné piesvédcivymi
vysledky snazi vyuZivat tzv. tekutd biopsie. Pii ni je snahou detekovat ctDNA a ziskané
genetické informace vyuzit predevSim k cilené protinddorové 1écbé [21]. Preziti
cirkulujich nadorovych bunék zavisi mimo jiné na tom, zda se pohybuji fecistém
samotn¢ nebo jako mikroemboly. Ty mohou byt tvofeny pouze naddorovymi buitkami

nebo nddorovymi bunikami s leukocyty, destickami a fibrinem - pro imunitni systém

vvvv

3.7.6.3 Exosomy - jejich vliv na nadorové mikroprostiedi a role pri vzniku

premetastatickych nik

Exosomy jsou kulovité nanovesikuly priméru 40 — 100 nm, které jsou
vylucovany bunikami organismu za fyziologickych i patologickych podminek. Jejich
role je komunika¢ni a transportni. Uplatiiuji se napf. v imunitnich reakcich na
mikrobialni infekce, pii kterych muize byt pomoci exosomi z postiZenych buné&k
vyvolana imunitni odpovéd’. V patologickych procesech je popsana jejich role pfi
tvorb€ nadorového mikroprostiedi. Exosomy nadorovych bunék jsou schopny indukovat
pfeménu nenadorovych fibroblasti na (myo)fibroblasty sdruZzené s nadorem
(cancer associated (myo)fibroblasts), které spoluvytvareji nddorové desmoplastické
stroma. V ramci metastatického procesu mohou exosomy transportovat predevsim
proteiny ovliviiujici pribéh nadorového procesu, napi. cestou mezenchymo-epitelialni
tranzice [22]. Existuje hypotéza, podle které metastatické Sifeni nadoru neni zcela
nahodné, ale podléha jistym regulacnim mechanismiim, v dasledku kterych je metastaza

vytvofena pouze v ur€itém organu. Tzv. premetastatickd nika mé byt charakterizovana
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mikroprostiedim  pfiznivym pro kolonizaci nddorovymi buiikami. Ovlivnéni
mikroprostiedi se déje pravé cestou exosomu secernovanych z nadorovych bunék, které
modifikuji chovani stromalnich bunék cilového organu produkujicich extracelularni
matrix. Spoustécim mechanismem pro vznik premetastatickych nik miize byt naptiklad

hypoxie nadoru pfti jeho expanzivnim rastu [23].

3.8 Makroskopicky obraz kolorektalniho karcinomu

Adenokarcinom tlustého stfeva muze rast bud’ exofyticky (vypliovat stfevni
lumen), nebo endofyticky (infiltrovat stfevni sténu, kterou ztluStuje a zpusobuje jeji
stendzu). Mén¢ Casto karcinomy kolorekta rostou difuzné ve sténé stfeva nebo vyristaji
ze stopkatych adenomti, u kterych skrz stopku infiltruji do stfevni stény.
Adenokarcinomy vznikajici od pravého tra¢niku az po liendlni ohbi rostou exofyticky.
Naopak adenokarcinomy sestupného trac¢niku, sigmatu a rekta typicky rostou
endofyticky.

Na fezu povétSinou najdeme bélavy homogenni tumor infiltrujici nezfidka
subserozni tuk, vyjimku tvoii mucinézni adenokarcinom, ktery mé na fezu gelovitou

konzistenci [1].

3.9 Mikroskopicky obraz kolorektalniho karcinomu

Vice nez 90 % karcinomi kolorekta jsou adenokarcinomy. Aby mohl byt
adenokarcinom oznacen jako invazivni, musi prortstat skrz lamina muscularis mucosae
minimalné¢ do submukézy. Za adenokarcinom in situ (intraepitelidlni) je oznaCovan
adenokarcinom, které neprorazil bazalni membranu epitelu. Adenokarcinom, ktery
postihuje pouze lamina propria musocae, je ozna¢ovan jako intramukozalni [1].

U vétSiny adenokarcinomt kolorekta je pozitivni CK20 a CDX2 a negativni
CK7. CK20 negativni adenokarcinomy byvaji castéji spojeny s mismatch-repair
nestabilitou [1].

Adenokarcinomy tlustého stfeva mohou vytvaret méné obvyklé varianty.
Karcinomy vznikajici na podklad¢ defektu MMR gend jsou castéji mucindzni a
prstencité. Obé varianty se chovaji agresivnéji nez ,konvencni“ adenokarcinom, ale
progndzu mayji lepsi, protoze 1épe reaguji na chemoterapii (nedokézi opravovat poruchy
DNA vyvolané chemoterapii) a indukuji intenzivni protinddorovou imunitni odpovéd’.

Medularni karcinom je vzacna varianta karcinomu kolorekta, kterda je

histologicky tvofena z objemnych eozinofilnich bun¢k s vezikularnimi jadry s jadérky
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rostouci v drobnych plachtach ve vyrazném lymfoplazmocelularnim stromatu. Tato
varianta ma lepsi prognoézu, je asociovana s mismatch-repair nestabilitu, popf. i mutaci
genu BRAF. Obdobné genetické abnormality mize mit i adenokarcinom vznikajici ze
sesilnich pilovitych 1ézi. Mikropapiladrni karcinom je v oblasti kolorekta vzacny, jeho
¢asnym projevem je postizeni regionalnich lymfatickych uzlin v disledku masivni
lymfangioinvaze. Tato varianta karcinomu ma horsi prognézu [1].

Jiné typy karcinomu jsou uvedeny v tabulce nize. Obecné jde o vzacné léze,
s vyjimkou neuroendokrinnich karcinomti.

Adenokarcinomy tlustého stfeva metastazuji nejprve do regionalnich
lymfatickych uzlin, az v pozdnich stadiich vytvareji vzdalené metastazy. Nejcastéjsi
lokalizaci metastaz jsou jatra, ale vyskyt metastazy je teoreticky mozny témét ve vSech

organech.

Tab. €. 1: Varianty adenokarcinomu a jiné typy karcinomu kolorekta [1].

Varianty adenokarcinomu kolorekta

Jiné typy karcinomu kolorekta

Medularni karcinom

Adenoskvamozni karcinom

Mikropapildrni karcinom

Dlazdicobunéény karcinom

Mucinozni adenokarcinom

Sarkomatoidni karcinom

Adenokarcinom z prstencitych bun¢k Neuroendokrinni karcinom

Adenokarcinom ze sesilni pilovité 1éze Dediferencovany karcinom

3.10 Prekurzorové léze kolorektalniho karcinomu
3.10.1 Polypy
3.10.1.1 Fokusy aberantnich krypt
Jde o akumulaci abnormalnich buné€k ve vrcholu slizni¢nich krypt. Z nich maze
vzniknout hyperplasticky polyp bez dysplazie nebo mikroadenom s dysplazii; typicky u

pacientl se zarode¢nou mutaci APC genu pii familiarni adenomatdzni polypéze [1].

3.10.1.2 Adenomy

Adenomy jsou charakteristické piitomnosti dysplazie ve slizni¢nim epitelu.
Histologicky jsou jadra zvétSend a hyperchromni, pseudostratifikovana a ztraci polaritu.
Podle stupné architektonické komplexnosti zmeén, jaderné pseudostratifikace, velikosti
jader a jadérek se v adenomech rozliSuje low grade a high grade dysplazie.
Makroskopicky obvykle prominuji do lumen, nékteré mohou byt pfisedlé, jiné na

stopce; spiSe vyjimecné jsou ploché. VétSina adenomi do velikosti 1 cm ma
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mikroskopicky tubularni upravu. Adenomy vétsi nez 1 cm maji obvykle vilézni upravu,
u nich jsou krypty uspotddany prstovité, popf. listkovité. Pokud jsou v adenomu
pfitomny ob€ slozky (mezi 25-75 %) lze adenom nazvat tubuloviléznim.

Pravdépodobnost high grade dysplazie nariista podilem vilézni slozky [1].

3.10.1.3 Pilovité léze

Lze je rozdélit do tii skupin - na bézné hyperplastické polypy (HP) bez
dysplastického potencialu, na sesilni pilovit¢ adenomy (SSA), které jsou typicky
v pravém tratniku a mohou mit dysplazii a na tradi¢ni pilovit¢ adenomy (TSA)
lokalizované obvykle v oblasti rektosigmoidea s dysplaziemi.

U vSech 1ézi histologicky zastihujeme zoubkovité az hvézdicovité slizni¢ni
krypty tvofené objemnéjSimi buiikami s eozinofilni cytoplazmou. Hyperplasticky polyp
je drobny s kryptami smérem k lamina muscularis mucosae ve tvaru pismene ,,V*.
Sesilni pilovity adenom ma krypty smérem k lamina muscularis mucosae kyjovité
rozsifené, nékdy oznacované jako ,,sloni nohy“. Tradi¢ni pilovity adenom je v levém
tratniku (vyhradn€ v rektu), je vétsi velikosti a krypty mohou byt obojiho vyse
popsan¢ho tvaru. SSA a TSA jsou potencidlni prekurzorové 1léze kolorektalniho
karcinomu, u kterych mtze byt mutace v genu BRAF [1]. SSA a TSA mohou vykazovat
dva typy dysplazii; konvenéni a pilovitou. Konvencni dysplazie ma stejné histologické
znaky jako dysplazie v adenomech. Pilovita dysplazie je charakteristickd objemnymi
eozinofilnimi buiikkami s posunutym nukleocytoplazmovym pomérem s vezikuldrnim

jadrem a Casto s prominujicim jadérkem [24].

3.10.1.4 Juvenilni polyp

Sporadické juvenilni polypy jsou hamartomatozniho charakteru a vyskytuji se
nejastéji u deti. Histologicky je polyp tvofen bohatym edematéznim stromatem se
zédnétem popf. 1 granulacni tkani. Ve stromatu jsou az cysticky dilatované zlazky
s v&tSim mnozstvim hlenu. Ve zldzkdch mohou lze najit reaktivni zmény. Juvenilni

polyp miize byt soucasti syndromu juvenilni polypozy (viz nize) [1].

3.10.1.5 Peutz-Jeghersuv polyp
Jednd se o hamartomatdzni polyp nejcastéji se nachazejici v oblasti tenkého
stieva, ale vyskytujici se 1 v tlustém stfevé a zaludku. Histologicky jde o objemné

polypy typicky bez dysplastickych zmén s pruhy hladké svaloviny zasahujicimi az do
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sliznice. Vyjimecné muze byt sporadicky, ve valné vétSiné piipadi je soucasti

Peutz-Jeghersova syndromu (viz nize) [1].

3.10.2 Polypézy

V 70 % ptipadl se kolorektdlni karcinom vyskytuje bez pozitivni rodinné
anamnézy (tzv. sporadickd forma), dalSich 25 % nemocnych udava vyskyt
kolorektalniho karcinomu v piibuzenstvu (tzv. familiarni forma). Asi 5 % ptipadil
(tzv. hereditarni forma) vznika v ramci preexistujicich genetickych chorob, ke kterym
patii polypdzni syndromy a hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom (Lynchtv
syndrom) [25]. Termin polypdza se pouziva pro riizné typy vicecetnych 1€zi ve stfeve;
histologicky jde o pilovité 1éze, adenomy nebo hamartomy. Adenomy malignizuji

relativné Castéji, hamartomy a pilovité 1éze spiSe vzacné [25].

3.10.2.1 Familiarni adenomatozni polypoza (FAP)

Jde o autozomalné¢ dominantni onemocnéni zpisobené vrozenou mutaci
tumorsupresového APC genu (adenomatous polyposis coli) na dlouhém raménku
5. chromozomu (5q21). Jeho produkt fyziologicky degraduje transkripéni faktor
B-catenin, ktery stimuluje bunécnou proliferaci. Geneticky je nefunk¢ni jedna alela APC
genu, staci tedy poskozeni druhé alely, aby byl APC protein zcela vyfazen z funkce, coz
ma za nasledek vyskyt stovek adenoml v celém tlustém stiev€. V pozdéjsi fazi
onemocnéni mize byt postiZzen i zaludek, duodenum a tenké sttevo, ve kterych se také
vytvareji adenomy. Mutace N-termindlni ¢asti APC genu mohou zpiisobit atenuovanou
formu FAP (tzv. AFAP) s opozdénym nastupem vzniku mensiho mnozstvi polypt
(mén€ nez 100) s pievahou vyskytu v pravé Casti tracniku. Asi tfetina pacientd
s klinickou diagnézou AFAP ma intaktni 4PC gen a ma mutovany MUTYH gen.

Prevalence FAP v populaci se odhaduje na 1:10 000 a je zodpovédna za 1 %
kolorektalnich karcinomii v populaci. Uvadi se u ni 100 % riziko vzniku maligniho
zvratu nékterého z adenomt béhem Zzivota, obvykle po 40. roce, ale vznik o dekadu
diive neni vzécnosti. V pfipad¢ atenuované formy je vznik adenomi i malignizace
zpozdén o 10-20 let.

Variantou FAP je Gardneritv syndrom, u kterého jsou kromé& mnohocetnych
polypt stfeva ptitomny 1 osteomy lebecnich kosti, anomalie zubti, epidermoidni cysty a
fibromy ktize. Vysoce specifickd je kongenitalni hypertrofie povrchového epitelu

sitnice, ktera se vyskytuje az u 80 % pacientl. Asi tfetina pacientll trpi hlubokymi
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fibromat6zami (desmoidy). Turcottiiv syndrom je kombinace polypoézy a mozkovych
nadori (obvykle meduloblastomu).

Lécba spociva v preventivni kolektomii pred 30. rokem zivota. OvSem 1 po ni
ma pacient zvysené riziko malignich onemocnéni. Druhd nejcastéjsi pri¢ina smrti je
adenokarcinom duodena a tfeti hluboka fibromatéza u Gardnerovy varianty FAP.
Z dal$ich nadorti je popisovan vyskyt tumort jater (hepatoblastom), S§titné zlazy,

pristitnych télisek, pankreatu a nadledvin [1, 25].

3.10.2.2 MUTYH polypoza

MUTYH polypéza (MAP) je znama od roku 2002 jako stfevni polypodza
s autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti, kterd je zpisobena germinalni mutaci obou
alel pro MUTYH gen, ktery koduje mutY DNA glykosylazu a patfi mezi tzv. mutatorové
geny spolecné s geny mismatch repair systému. Mutace MUTYH genu byvaji zjistény u
tietiny pacientl s nalezem 15-100 adenomt a u 8 % pacientd s vice nez 100 adenomy
bez nalezu mutace 4PC genu. Klinicky obraz je obdobny jako u atenuované formy
FAP, vzacnéji jako u ,klasické” formy FAP. Moznost diagn6zy MAP by méla byt
zvazovana pii nalezu mensiho mnozstvi adenomi (3-100), rodinné anamnéze bez
dominantniho vzoru dédi¢nosti a pfi vyloucené mutaci APC genu. U pacienti

s MUTYH polypdzou je doporu¢ovana obdobna 1éc¢ba jako u FAP [1, 25].

3.10.2.3 Syndrom hyperplastické polypozy (SHP)

Je charakterizovan mnohocetnym vyskytem pilovitych 1ézi v tlustém stieve,
konkrétn¢ sesilnich pilovitych adenomti a hypeplastickych polypi. WHO kritéria pro
tento syndrom jsou splnéna, pokud plati nejméné jedna z nasledujich tii podminek.
Nalez alesponl péti pilovitych 1ézi proximalné od sigmoidea, z nichZ nejméné dvé jsou
vetsi nez 1 cm. Pripadné jakykoliv pocet pilovitych 1ézi proximalné od sigmoidea u
pacienta, ktery mé piibuzného prvniho stupné s hyperplastickou polypdzou. Nebo vice
nez 30 pilovitych 1ézi jakékoliv velikosti kdekoliv v tlustém stfevé [26]. Pacienti
se SHP maji nevyrazné vyssi riziko vzniku kolorektdlniho karcinomu (témét 2 %

v pétiletém obdobi sledovani), coz je méné nez se diive predpokladalo [27].

3.10.2.4 Peutz-Jeghersuv syndrom
Jde o autozomalné¢ dominantni onemocnéni zplUsobené mutaci tumor

supresorového genu STK/I/LKBI. Onemocnéni je desetkrat méné cCasté nez FAP.
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Syndrom je charakterizovany kombinaci mukokutannich melaninovych pigmentaci a
gastrointestinalni hamartomat6zni polypozy.

Cetné pigmentové skvrny (lentigines) jsou pfitomny u 95 % pacientd a byvaji
v typickych lokalizacich - bukalni sliznice, Cerven rtii, v okoli ust, na nosnich kiidlech,
ocnich vickach, dlanich, ploskach a anogenitalni oblasti. Kozni skvrny mohou v obdobi
puberty vymizet, ale skvrny na bukalni sliznici ptetrvavaji do dospélosti.

Hamartomatézni polypy u Peutz-Jeghersova syndromu se mohou vyskytovat
v celé délce travici trubice (prfedevsim v tenkém a tlustém stfeve) a vzacnéji 1 v jinych
organech (nosni dutiny, bronchialni strom, mocovy méchyf, Zluénik). Castymi
komplikacemi jsou neprichodnost stfeva, intususcepce, enteroragie a chronicka
anemizace.

Malignizace hamartomatdznich polypl je vzacnd, pacienti s timto syndromem
vSak maji zvySené riziko malignity v jinych organech (jicen, zaludek, pankreas, prs,
vajecnik, d¢loha, varle, plice, §titna zlaza a kuze). Pravdépodobnost maligniho
onemocnéni v pribéhu zivota je 90 %.

Lécba je svizelna, z dlivodu postizeni riznych organt. U pacientd je dilezita

dlouhodoba dispenzarizace [1, 25].

3.10.2.5 Juvenilni polypoza

Jedna se o autozomdlné¢ dominantn¢ dédény hamartomatdzni syndrom, ktery je
charakterizovan tvorbou tzv. juvenilnich polypl. Ve vétsin€ ptipadl jsou polypy
solitarni, obvykle v rektosigmoideu, vzacnéji v tenkém stievé nebo zaludku. Jde-li o
tzv. generalizovanou formu juvenilni polyp6zy, u které musi byt pfitomno minimalné
5 juvenilnich polyptli, nachazime je v celé travici trubici. V priibéhu Zivota je vyrazné

zvySené riziko vzniku kolorektélniho karcinomu a adenokarcinomu zaludku [1, 25].

3.10.2.6 Syndrom Cowdenové

Jedna se o syndrom mnohocetnych hamartomu, ktery se dédi autozomalné
dominantné¢ a vznikd na podkladé mutace tumor supresorového genu PTEN
(phosphatase and tensin homolog). Asi 75 % piipadi je charakterizovano vznikem
hamartomatoznich polypi, které mohou byt v celé travici trubici, pfedevsim v tenkém a
tlustém stievé.

Kromé hamartomatéznich polypil stieva byvaji u tohoto syndromu zjiStény

kozni a slizni¢ni abnormality (oblicejové trichilemomy, mnohocetné drobné fibromy
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dutiny ustni, adenomy a cysty §titné zlazy, fibrocystické zmény prsu, ovaridlni cysty,
leiomyomy v déloze, makrocefalie a neurologické poruchy).

Maligni potencidl hamartomatéznich polypti je miniméalni. U pacienti se
syndromem Cowdenové nejCastéji vznikaji karcinomy prsu (az ve tietiné piipada),
Stitné zlazy a endometria.

Z terapeutického hlediska je nutné na syndrom myslet pifi pfitomnosti koznich
afekci na obliceji a slizni¢nich v dutin€ ustni. V nékterych studiich je doporucovéana

preventivni oboustranna mastektomie [1, 25].

3.10.2.7 Cronkhite-Canada syndrom

Jde o vzacny syndrom, u kterého nebyla dosud zjiSténa geneticka abnormalita, a
proto je uvaZzovano o autoimunitni etiologii. Pacienti jsou obvykle starsi 50 let a vétSina
pfipadd je z Japonska. Klinicky jde o hyperplastickou polyp6ézu zaludku, tenkého a
tlustého stieva. Muze byt provazena epizodickymi bolestmi biicha, malabsorpci,
progresivni kachexii a vnitinim rozvratem prostiedi jedince s letalnim koncem.

Jsou popisovany i kozni projevy (alopecie, dystrofie nehtl, hyperpigmentace
ktze) a neurologické projevy (bolesti hlavy).

Lécba je uspésna a spociva v systémové kortikoterapii nebo imunosupresivni
terapii (azathioprin) [25].

U tohoto syndromu je popisovdno zvySené riziko vzniku kolorektalniho

karcinomu a vzacné téz adenokarcinomu zaludku [28, 29].

3.10.3 Lynchuv syndrom

Lynchiv syndrom neboli hereditdirni nepolypdzni kolorektalni karcinom
(HNPCC) nepatii mezi polypdzy, nicméné hraje vyznamnou roli v patogenezi
kolorektalniho karcinomu. Uvadi se, ze az 15 % kolorektalnich karcinomi v populaci
vznikad v disledku HNPCC. Tento syndrom je spojen s vrozenou nefunkénosti
mismatch repair genlt (hMSH2, hMLHI1, hMSH6, hPMS?2), které se podileji na oprave
DNA - obnovuji chybné parovani nukleotiddi a tim pfedstavuji ¢asny postreplikacni
kontrolni mechanismus. Mutace v mismatch repair genech vede ke zvySeni mutagenity
naslednych generaci bunék a pozdéji ke vzniku maligniho nadoru [18].

Jedinec muZského pohlavi s Lynchovym syndromem ma celoZivotni riziko
vzniku kolorektalniho karcinomu v rozmezi 28-75 %, u zen je riziko o néco nizsi

(24-52 %). S Lynchovym syndromem jsou vSak spojeny i malignity jinych organt.
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Typické jsou karcinomy endometria a ovaria. Mén¢ ¢asto se mohou u HNPCC vyvinout
karcinomy zaludku, urogenitdlniho traktu, hepatobilidrniho systému, tenkého stfeva a
nadory mozku (typicky glioblastom do 20 let véku). U pacienti s HNPCC mohou byt
pritomny spolu s jinou malignitou i kozni sebace6zni adenomy nebo karcinomy. Tento

klinicky obraz se oznacuje jako syndrom Muir-Torreové [30].

3.10.4 Nadory kolorekta u idiopatickvych stfevnich zanétu

Riziko kolorektalniho karcinomu se zvySuje po 8-10 letech od diagndzy
ulcer6zni kolitidy nebo Crohnovy choroby, a to spiSe u pacient s ¢asnym zacatkem
onemocnéni a jeho zdvaznym klinickym pribéhem. U obou onemocnéni miize byt
kolorektalni karcinom viceloziskovy, obvykle plochy, ve sliznici obtizné
identifikovatelny. V téchto piipadech se provadi kolektomie, neziidka pankolektomie,
se zaméfenim na extenzivni vySetieni lymfatickych uzlin. V dneSni dobé& se pfistupuje
konzervativngji ktzv. DALM 1ézim (dysplasia-associated lesion or mass) u
idiopatickych stfevnich zanéti. Pokud je endoskopista schopen identifikovat 1ézi a
kompletné ji odstranit, neprovadi se kolektomie jako tomu bylo dfive. Dalsi problém je,
ze 1 u idiopatickych stfevnich zanéti mohou vznikat sporadické adenomy, které za
DALM Iéze oznacit nelze. U kolorektalniho karcinomu vzniklého v terénu ulcer6zni
kolitidy je ¢asto mutovan APC gen a gen TP53; u kolorektalniho karcinomu vzniklého u

Crohnovy choroby jsou mutovany geny pro mismatch-repair systém [1].

3.11 Grading a staging kolorektalniho karcinomu
U kazdého resekatu s adenokarcinomem tlustého stieva je stanoven histologicky

stupeni diferenciace, tzv. grading [31].

Tab. €. 2: Histologicky stupen diferenciace = Grading tumoru (G), adaptace na

karcinom kolorekta [1].

G1 | Dobfe diferencovany adenokarcinom (>95 % Zlazovych struktur)

G2 | Stfedné diferencovany adenokarcinom (50-95 % Zlazovych struktur)

G3 | Nizce diferencovany adenokarcinom (<50 % Zlazovych struktur)

G4 | Dediferencovany adenokarcinom (napt. sarkomatoidni, mucinézni,...)

Obdobn¢ jako grading je 1 u kazdého resekatu adenokarcinomu tlustého stieva

stanoven patologicky staging, podle TNM klasifikace [31].
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Tab. €. 3: pTNM Kklasifikace; pokrocilost primarniho tumoru (T), adaptace na karcinom

kolorekta.

pTis | Adenokarcinom in situ (intraepitelidlni — nepfesahujici bazadlni membranu;
intramukozalni - invaze do lamina propria mucosae bez Sifeni pfes lamina
muscularis mucosac)

pT1 | Adenokarcinom postihuje submukozu

pT2 | Adenokarcinom postihuje vlastni svalovinu (tunica muscularis propria)

pT3 | Adenokarcinom postihuje subser6zu nebo se S§iii do neperitonealizované
perikolické nebo perirektalni tkané

pT4a | Adenokarcinom prortsta na visceralni peritoneum

pT4b | Adenokarcinom piimo postihuje jiné organy ¢i struktury

Tab. €. 4: pTNM Kklasifikace; postizeni lymfatickych uzlin (N), adaptace na karcinom
kolorekta.

pNO | Regiondlni lymfatické uzliny bez metastatického postizeni

pNla | Metastdza v jedné regiondlni lymfatické uzling

pN1b | Metastdza ve 2-3 regiondlnich lymfatickych uzlinach

pNlc | Nadorova satelitni loziska v subser6znim tuku bez postizeni regiondlnich
lymfatickych uzlin

pN2a | Metastdza ve 4-6 regiondlnich lymfatickych uzlinach

pN2b | Metastdza ve vice nez 7 regiondlnich lymfatickych uzlinach

Tab. ¢. 5: pTNM Kklasifikace; ptitomnost vzdalenych metastaz (M), adaptace na

karcinom kolorekta.

pMO | Bez vzdalenych metastaz

pMla | Metastazy omezené na jeden organ (jatra, plice, vajeCnik, ne-regionélni
lymfatickd uzlina)

pM1b | Metastazy ve vice neZ jednom orgénu nebo na parietdlnim peritoneu

3.12 Diagnostika a 1é¢ba kolorektalniho karcinomu

Diagnostika a terapie kolorektalniho karcinomu se zakladé na spolupréci né€kolika
klinickych obord. Primarni screening v podobé testu na okultni krvaceni ve stolici
provadi prakticky 1€kat popt. gynekolog u pacientt, kteti dosahli 50 let véku a nepatii
do vysokorizikovych skupin pro kolorektalni karcinom. Pfi negativnim vysledku je test
opakovan ve dvouletych intervalech. Pii pozitivité testu na okultni krvaceni ve stolici je

pacient odeslan k provedeni kolonoskopie na gastroenterologii. Alternativou primarniho
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screeningu u pacientd na 55 let v€ku je primarni screeningova kolonoskopie. Pii
negativnim nalezu, ve smyslu prekanceréznich 1€zi sliznice tlustého stfeva, je
opakovana za 10 let [32].

Endoskopie hraje nejvyznamnéjsi roli v sekundarni prevenci kolorektalniho
karcinomu, pfedevSim ve snaSeni prekanceréznich 1¢zi metodou endoskopické
polypektomie, u pfisedlych 1ézi je mozné vyuzit endoskopickou slizni¢ni resekci nebo
pfi rozsadhlejSich vykonech i endoskopickou submukoézni disekci. Obé zmiflované
metody je mozno uzit i k odstranéni Casnych kolorektalnich neoplazii; submukozni
disekce ma vyhodu v mozném posouzeni hloubky invaze a vysetieni resekcni linie [33].
Pti nekurativnich vykonech je endoskopicky odebran vzorek tumoru, ktery je zpracovan
na patologii, kde je na zdkladé histologického obrazu diagnostikovan kolorektalni
karcinom.

Pted ptfipadnym chirurgickym feSenim je pacientovi stanoven tzv. klinicky
staging, v ramci néhoz jsou mu provedena vySetfeni, kterd maji zhodnotit pokrocilost
onemocnéni. Zlatym standardem je provedeni CT bficha a panve, RTG plic a
biochemické vysetieni (napt. méfeni hladiny karcinoembryondlniho antigenu, ¢ehoz se
vyuziva napt. k monitoraci Gspésnosti 1¢cby).

Chirurgicky vykon muize byt u kolorektalniho karcinomu indikovan ve vSech
klinickych stadiich. Podle lokalizace nadoru a cévniho zasobeni tlustého stfeva je
provedena laparoskopicky poptf. klasicky pravostrannd nebo levostranna
hemikolektomie. Je-li tumor lokalizovan v oblasti rekta, je pfistoupeno k Hartmannové
operaci, pii které se slepé zaSije pahyl rekta, vyvede se doCasna sigmoideostomie a
v druhé dobé se provede rekonstrukce travici trubice; popt. k Millesové operaci, pfi
které dojde k odstranéni rekta i se sv€ra¢i a pacient po ni ma permanentni
sigmoideostomii. U tumort rekta je krom¢ stfeva s nddorem odstranéna i1 perirektalni
tukova tkan s lymfatickymi uzlinami a ptfipadnymi satelitnimi loZisky tumoru, jedna se
o tzv. totalni mezorektalni excizi (TME). Kvalita provedeni TME je ur€ujicim faktorem
pro piipadnou lokalni recidivu tumoru [34]. Jiny je chirurgicky piistup z divodu
metastaz karcinomu kolorekta do jater, jsou-li ve vhodné lokalizaci, mize byt

provedena typicka nebo atypicka resekce jater [35].

Resekat tlustého stieva je zpracovan na patologii, kde je urcen patologicky TNM
staging. Pokud je v perikolickém tuku nalezeno a vySetfeno méné nez 12 lymfatickych

uzlin, je lymfadenektomie povazovana za inkompletni. Resekaty rekta jsou zpracovany
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dle standardizovaného protokolu a navic je hodnocena kvalita TME (intaktnost fascia
recti, distalni a radialni (cirkumferen¢ni) resekéni okraj) [34]. Podle patologického
stagingu je urCeno stadium onemocnéni a je pristoupeno k dalsi 1écbé, kterou tidi

klinicky onkolog ¢i radiacni onkolog.

Tab. €. 6: Zjednodusené rozdéleni do klinickych a terapeutickych stadii.

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1, T2 NO MO
Stadium II T3, T4 NO MO
Stadium III Jakékoliv T N1, N2 MO
Stadium IV Jakékoliv T Jakékoliv N M1

Ve stadiu 0 (Tis, NO, MO) hraji stale vyznamngj$i roli endoskopické metody
(hlavné endoskopicka submukozni disekce), kterd musi byt provedena tzv. do zdravé
tkan¢, aby byla kurativni. U endoskopicky nefesitelnych velkych polypovitych nebo
pfisedlych 1ézi se provadi chirurgicky vykon obvykle mens$iho rozsahu nez
hemikolektomie. Adjuvantni chemoterapie neni indikovéna [36].

Ve stadiu I (T1-2, NO, MO) je terapeutickym vykonem chirurgicka resekce.
Adjuvantni chemoterapie rovnéz neni indikovana [36].

Stadium II (T3-4, NO, MO) je déleno do dvou skupin; v prvni skupiné
pT3 NO MO bez rizikovych faktorii neni indikovana adjuvantni chemoterapie a pacient
je dlouhodobé¢ dispenzarizovan. U druhé skupiny pT4 NO MO nebo pT3 NO MO s high
risk faktory (pozitivni nebo neznamé resekéni okraje, obstrukce nebo perforace stfeva
nadorem, Grade 3-4, pfedoperacné zvySena hladina CEA, mucindézni komponenta
tumoru, nedostatecny pocet vySetfenych lymfatickych uzlin; lymfaticka, vaskularni
nebo perineuralni invaze) je indikovana pooperacni adjuvantni chemoterapie [36].

Stadium III (jakékoli T, N1-2, MO0) je vZdy indikovano k pooperacni adjuvantni
chemoterapii. Ta se poddva obvykle po dobu 6 mésicii jednim z mnoha schémat
(viz nize).

Ve stadiu IV (jakékoli T, jakékoli N, M1) je indikovéana paliativni chemoterapie
obvykle v kombinaci s biologickou lécbou (bevacizumab, cetuximab, panitumumab,...).
V nékterych ptipadech mize byt indikovana paliativni radioterapie, ktera se uziva jen u
tohoto stadia, protoZe radikalni davka radioterapie prevySuje toleranc¢ni davky tenkého

stteva a parenchymatoznich organt bticha [36, 37].
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3.12.1 Farmakoterapie kolorektalniho karcinomu

3.12.1.1 Chemoterapeutické rezimy

Rezimy pouzivané na principu kombinace 5-fluorouracilu (5-FU) a leukovorinu
jsou DeGramontlv rezim, Machover a AIO rezimy [36, 37]. 5-FU patii mezi
antagonisty pyrimidinii, byl objeven jako prvni chemoterapeutikum ucinné proti
kolorektalnimu karcinomu, ktery byl do t¢ doby povazovan za farmakorezistentni. 5-FU
je v bunikach aktivovan fosforylaci na 5-fluorouridin monofosfat, ktery se inkorporuje
do RNA a inhibuje jeji funkce. Dal§im produktem aktivace je 5-fluorodeoxyuridin
monofosfat, ktery se kovalentné vaze na thymidylatsyntetazu a inhibuje syntézu DNA.
Kombinace s leukovorinem zvySuje ucinnost 5-FU na principu tzv. biochemické
modulace, pti které je vznikly meziprodukt v nddorové bufice stabilnéjsi a huie
degradovatelny. Leukovorin je podévan ptfed davkou 5-FU [38].

V rezimech FOLFOX a FLOX je k 5-FU a leukovorinu pfiddvana oxaliplatina.
FOLFOX je jeden znejCastéji uzivanych rezimd u stadia III a spolené
s DeGramontovym rezimem i pro stadia II s high risk faktory. Oxaliplatina obsahuje
anorganicky metalicky komplex, ktery ni¢i buiiky ve vSech stadiich bunééného cyklu a
pusobi neselektivné na rychle se délici buiiky. Oxaliplatina predstavuje tfeti generaci
mezi slouceninami platiny. Nemd nefrotoxické ani vyraznéjsi emetogenni ucinky, jeji
myelosupresivni  U€inek je mirny, jejim hlavnim nezadoucim UCinkem je
neurotoxicita [38].

Vrezimu FOLFIRI je uzivana kombinace 5-FU a leukovorinu spole¢né
s irinotekanem, ktery patii mezi inhibitory topoizomerdzy 1 a tlumi syntézu DNA.
Toxicita irinotekanu se projevuje zejména prijmy a alopecii [38].

Kombinaci vySe zminénych je rezim FOLFOXIRI, ktery obsahuje 5-FU,
leukovorin, oxaliplatinu a irinotekan. Je vyuZivan napf. i v kombinaci s bevacizumabem
v ramci terapie metastatického kolorektalniho karcinomu.

Dalsi pomérné Siroce uzivané chemoterapeutikum je kapecitabin (Xeloda), ktery
je prekurzorem 5-FU a mtze byt pouzit bud’ v monoterapii (u stadia III, ale i paliativné
u stadia IV) nebo v rezimech Xelox (spole¢né s oxaliplatinou) nebo Xeliri (spole¢né

s irinotekanem) [36].

3.12.1.2 Biologicka lécha v terapii kolorektalniho karcinomu
K 1écbé kolorektalniho karcinomu jsou vyuzivany terapeutické monoklonalni

protilatky, které blokuji signalni drahy dilezité pro rist kolorektalniho karcinomu na
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principu blokovani EGFR (receptor pro epidermalni ristovy faktor) nebo plsobi
antiangiogenn¢ a ovliviiuji novotvorbu cév blokovanim VEGF (vaskuldrni endotelidlni
rustovy faktor). Tyto latky jsou podavany u primarné pokrocilych adenokarcinomii
(pM1) nebo u adenokarcinomii, u kterych byla po ptfedchozi chemoterapii zjiSténa
progrese onemocnéni [37].

Cetuximab je chiméricka monoklonalni protildtka zaméfena na inhibici EGFR
receptoru. Nadprodukce EGFR receptoru je popisovana u vice nez 85 % kolorektalnich
karcinoml. Podminkou pro podani latky je nemutovany (tzv. wild type) gen RAS
(KRAS, NRAS). Podava se v kombinaci s rezimy FOLFOX a FOLFIRI [36, 39].

Panitumumab se vaze na EGFR receptor, blokuje vazbu AGF (riistovy faktor
ptibuzny angiopoietinu) na TGFa (transformujici rastovy faktor alfa) a inhibuje proces
fosforylace. Podminkou pro podéani latky je nemutovany (tzv. wild type) gen RAS
(KRAS, NRAS). Podava se v kombinaci s rezimy FOLFOX a FOLFIRI [36, 39].

Bevacizumab je rekombinantni humanizovand monoklonalni protilatka proti
vSem typum vaskuldrniho endotelidlniho rustového faktoru (VEGF), ktery hraje
vyznamnou ulohu ptedevsim pfi regulaci angiogeneze. Podava se bud’ samostatné nebo
v kombinaci s jinymi chemoterapeutickymi reZimy (nejvice s FOLFOX) [36, 39].

Aflibercept je rekombinantni fizni protein, ktery ptisobi jako faleSny receptor a
vaze ligandy s vyssi afinitou nez prirozeny receptor. Vazbou ligandi blokuje aktivaci
receptori  vaskuldrniho endotelového rlstového faktoru (VEGFR) a néslednou
proliferaci buné€k a novotvorbu cév. Aflibercept je indikovan ve druhé a treti linii 1écby
metastatického kolorektalniho karcinomu rezistentniho k oxaliplatiné, v kombinaci s
chemoterapii FOLFIRI [40].

Regorafenib rozsifuje moznosti 1écby metastatického kolorektalniho karcinomu.
Jedna se o peroralni multikinazovy inhibitor, ktery selektivné ovliviiuje onkogenezi,
angiogenezi a nadoroveé mikroprostedi. Regorafenib inhibuje signalni proteiny zahrnuté
do onkogeneze, jako je BRAF a tyrosinkinazy zahrnuté do angiogeneze (VEGF 1,2,3)
aklicovy regulator angiogeneze — tyrosinkindza shomologni doménou 2 pro
imunoglobulinovy a epidermdlni ristovy faktor (TIE-2). Regorafenib dale inhibuje
stromalni kindzy ovliviiujici nadorové mikroprostfedi, kam fadime receptor pro
destickovy rustovy faktor PDGFR-f (platelet-derived growth factor receptor) a receptor
pro fibroblastovy ristovy faktor FGFR (fibroblast growth factor receptor) [36, 41].
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3.12.1.3 Nova generace chemoterapeutik

Trifluridin v kombinaci s tipiracilem (TAS-102) je novou moznosti 1écby
pacienti s kolorektdlnim karcinomem, kteti jiz byli léceni fluoropyrimidiny,
oxaliplatinou, irinotekanem, bevacizumabem a u pacienti bez mutace genu RAS
protilatkami proti receptoru epidermalniho rtstového faktoru (EGFR). Jedna se o
perordlni analog thymidinu v kombinaci s inhibitorem thymidinfosforyldzy tipiracil
hydrochloridem. Aktivni cytotoxicky pusobici latkou je trifluridin, ktery se inkorporuje
do DNA, coz vede k protinddorovému ucCinku. Tipiracil puasobi inhibici
thymidinfosforylazy, ¢imz brani rychlé degradaci trifluridinu a zajistuje jeho
dostatecnou plazmatickou koncentraci. V preklinickych studiich prokézal trifluridin s
tipiracilem (TRI/TIP) protinddorovou aktivitu proti bunéénym liniim kolorektalniho

karcinomu rezistentnimi vici S5-fluorouracilu [36, 42].

3.12.2 Lékova rezistence v terapii kolorektalniho karcinomu

Rezistence nadorovych bun¢k je hlavnim problémem v managementu
metastatického kolorektalniho karcinomu. Na chemorezistenci se podili nékolik

mechanismu, mezi které patii:

1) inter- a intranddorovd heterogenita a klondlni selekce s ohledem na

riznorodost bunééné populace s riznym stupném diferenciace [43];
2) mutace a epigenetické zmény v reparacnich mechanismech DNA [44];

3) ziskana rezistence k apoptdze nebo senescenci pies zmeénu exprese signalnich

drah [45, 46];

4) zvysend autofagie [47].

Dale existuje n¢kolik mechanismt Iékoveé podminénych:

1) zvySena exprese ATP-binding cassette (ABC) transportérii jako napiiklad
P-glykoprotein, transportéry organickych kationtd 1,2,3; P-typ ATPaz - ATP7A a
ATP7B; dale pak protein spojeny s multilékovou rezistenci (multidrug resistence

protein; MRP), ktery aktivné pfenasi chemoterapeutika ven z bunék [48, 49];
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2) zmény v intraceluldrnich a extracelularnich metabolickych drahach vedouci

ke zvyseni 1ékové inaktivace [50];
3) zména cilovych 1é¢ebnych struktur.

Lékova rezistence se objevuje u pacientd s kolorektalnim karcinomem, snizuje
ucinnost terapie a nakonec je i zodpovédna za selhani 1écby. Lékova rezistence

zpusobuje snizeni G¢innosti 1éCiv napt. antibiotik, antivirotik a chemoterapeutik [51].

3.12.2.1 Bunécné mechanismy zaloZené na efluxnim prenosu

Do efluxu 1é¢iv znadorovych bunék je zapojeno nckolik membranovych
transportérti, které napomahaji snizit intracelularni akumulaci 1€¢iva uvnitf bunék.
Membranové transportéry jsou skupina membranové asociovanych proteind, které
kontroluji ptenos substratii dovnitt a ven z buiiky. V lidském genomu bylo zjisténo vice
nez 400 membranovych transportért, které mizeme rozdélit do dvou hlavnich nadrodin:
ABC (ATP binding cassette) a SLC (solute carrier) transportéry. Zastupcem ABC
transportéri je napt. P-glykoprotein, BCRP (breast cancer resistence protein) a protein
spojeny s multilékovou resistenci (MRP). Do SLC nadrodiny patii transportéry typu
organickych aniontd, organickych kationtd a organickych aniontil transportujicich

polypeptidy [52, 53].

ABC transportéry

Dtlezitou roli pfi transportu protinddorovych 1é¢iv ven zbunck hraji
P-glykoprotein, podrodiny ABCB, MRPI1, podrodiny ABCC, a BRCP z podrodiny
ABCAG, kter¢ se zaroven podileji na rozvoji 1€kové rezistence.

P-glykoprotein (protein velikosti 170 kDa) je jednim z nejlépe popsanych ABC
transportérii. P-glykoprotein pfednostné transportuje relativné velké lipofilni a pozitivné
nabit¢é molekuly [53]. Piiblizné 50 % lidskych nadorG exprimuje P-glykoprotein
v hlading, ktera ovliviiuje 1ékovou rezistenci. Kolorektalni karcinom patfi mezi nadory,
které jsou necitlivé k vétSiné chemoterapeutik jiz na zacatku terapie diky expresi
P-glykoproteinu. Jeho vysoka hladina je velmi casto pozorovana jiz pii stanoveni
diagndzy a je spojena s rezistenci k protinddorovym Ié€iviim odvozenym z ptirodnich

latek [54-56].
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Substraty MRP1 (protein velikosti 190 kDa) jsou nekonjugované a konjugované
organické anionty. Konjugaci léCiv s glutationem, glukuronatem, fosfatem nebo
sulfatem ve druhé fazi metabolizace 1¢¢iv dojde ke vzniku vhodnégjsiho substratu pro
MRPI1 [53]. ZvySena exprese MRP1 je také spojena s Casnou kancerogenezi u
kolorektalniho karcinomu.

BCRP (protein velikosti 72 kDa) transportuje Siroké spektrum endogennich a
exogennich substrati pfes plazmatickou bunéénou membranu. Indukce BCRP byla
Casto pozorovana bc¢hem ziskané rezistence k protinadorovym 1éciviim. Nekterad
protinadorova léciva jako napt. 5-FU, oxaliplatina a irinotekan jsou ¢asto pouZzivana pro
1é¢bu  pokrocilych kolorektalnich karcinomti. Eflux téchto 1é¢iv pomoci ABC
transportérii snizuje jejich ucinnost a tim komplikuje 1é¢bu tohoto onemocnéni [51].

Fyziologicky jsou ABC transportéry exprimovany v dalezitych biologickych
bariérach v lidském téle, jako je napf. tenké stievo, jatra, ledviny, hematoencefalicka
bariéra, varlata nebo placenta. Tyto transportéry funguji jako pumpa pro substraty, které
jsou pienaSeny ven zbun€k a chrani tak lidské télo pfed endogennimi toxiny a
xenobiotiky. ABC transportéry hraji dalezitou roli v absorpci, distribuci a exkreci

protinadorovych 1é¢iv, ¢imz ovliviiuji jejich ucinnost [51].

Mechanismy nezavislé na transportu léciv

Tyto mechanismy Iékové rezistence jsou Casto spojovany se zménou aktivit
specifickych enzymil a zménami v procesech bunééné smrti. Naptiklad zvySend exprese
glutation-S-transferazy mtize usnadnit odstranéni protinddorovych 1éCiv z bunck a tim
snizit jejich terapeuticky efekt. Snizena aktivita topoizomerdz, enzymu, které reguluji
procesy DNA replikace, mlze také zpisobit rezistenci nadorovych bunék k lé€iviim
(napf. doxorubicinu nebo etoposidu) [57].

Dal$i zmoznych mechanismi je lékova rezistence zalozena na zménach
programované bunécné smrti, apoptdzy. Tento typ 1€kové rezistence vychazi ze zvySené
exprese proteinl, které¢ inhibuji bunécnou smrt a/nebo z divodu ztraty proteinli
odpovidajicich za buné¢nou smrt. Vétsina bézné pouZzivanych 1é¢iv jako je doxorubicin,
cisplatina, oxaliplatina a cyklofosfamid patii mezi induktory apoptdzy, nicméné defekt
v apoptotické signalni drdze mize chranit nadorové bunky pifed timto typem

programované bunééné smrti a tim vést k 1ékové rezistenci [58].

42



3.12.2.2 EMT, epigenetika a chemorezistence

V posledni dobé byla jiz nékolikrdt popsdna  spojitost mezi
epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT) a nadorovymi kmenovymi bunkami, a
souvislost procesu EMT s terapeutickou rezistenci u kolorektalniho karcinomu [43].
Béhem EMT dochazi k fadé zmén souvisejicich se zménou epitelidlniho charakteru
bun¢k na mezenchymdlni fenotyp, zodpovédny za zvySenou migraci a pozdé&ji i
invazivitu a metastazovani. Klicovd udélost EMT je ztrata exprese E-cadherinu
z prostoru bunééné¢ membrany, mtize byt ovlivnéna nékolika genetickymi a stejné tak 1
epigenetickymi mechanismy. Mezi n¢€ patii mutace somatickych a zdrode¢nych bunék
genu pro CDH-1 nebo hypermetylace CpG ostritvku promotoru genu pro CDH-1. CpG
ostrivky jsou oblasti DNA vétsi nez 200 part bazi s vysokou frekvenci (vice nez 50 %)
CpG dinukleotidli (cytosin-fosfat-guanosin). Nekteti ¢lenové rodiny miR-200 (napf.
miR-141 a miR-200c) podporuji produkci E-cadherinu a tim 1 epitelidlni diferenciaci

[10, 59, 60].

Pro nadorové buiky v EMT je charakteristickd snizend exprese jejich
epitelidlnich markeri a zvySena exprese mezenchymdlnich markerd jako jsou
N-cadherin a vimentin, které se podileji na zvySeni schopnosti migrace a
invazivity [61]. Jednim z dalezitych regulatort tohoto procesu je miR-21, ktera inhibuje
nadorové supresory napi. PDCD4, RECK a PTEN, ¢imz se podili na vyssi aktivité
degradacnich enzymi [62-64]. Snizend exprese E-cadherinu se ukazala jako negativni
prognosticky faktor v né€kolika studiich zabyvajicich se kolorektalnim karcinomem [65-
67]. Zaroven byl popsan vztah mezi expresi E-cadherinu a kolorektalnim karcinomem.
Nizka hladina E-cadherinu a vysoké hladina N-cadherinu v naddorové tkani vyznamné
koreluje s pokrocilosti onemocnéni, angioinvazi, stupném diferenciace a hladinou Cal9-
9 [68]. Navic je zvySena exprese N-cadherinu spojovana s vys$Sim stadiem onemocnéni,
invazi do lymfatickych uzlin a tvorbou vzdalenych metastaz u pacientl s kolorektalnim
karcinomem. Neékolik klinickych studii prokézalo souvislost mezi procesem EMT a
chemorezistenci. Bylo zjisténo, Ze 1écba kolorektadlniho karcinomu pomoci
chemoterapeutik vykazuje u bunék v procesu EMT znaky rezistence a to zejména ve

spojitosti se zvysenou hladinou TGF-f [69, 70].
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3.13 Experimentalni modely kolorektalniho karcinomu in vitro
3.13.1 Bunééné linie

Péstovani bunéénych kultur patii mezi zdkladni techniky, které se pouzivaji jak
v zakladnim, tak aplikovaném vyzkumu, ale i ve vyrob¢. Ve vyzkumu slouzi piedevsim
jako zdroj materidlu (tj. bunék nebo bunécnych soucasti) pro pokusy. Zcela
nezastupitelné postaveni maji hybridomové kultury pii vyrobé monoklonalnich
protilatek [71].

Kultivované buiiky jsou dnes jiz nenahraditelnym modelem pouzivanym ve
vyzkumu. Bunécné kultury v experimentdlni praci maji ve srovnani s jinymi typy
biologickych model, napf. v porovnani s pouzitim laboratorniho zvifete nebo
izolovaného organu ¢i tkané, zadsadni vyhody. Velkou piednosti je to, ze pokus probiha
na jediném, dobfe charakterizovaném bunééném typu a jeho vysledky nejsou ovlivnény
interakci s jinymi orgdny, tkanémi ¢i bunéénymi populacemi. Mnoho bunéénych linii je
mozné snadno kultivovat a béhem kratké doby je mozné ziskat pomérné velké mnozstvi
presné definovaného a homogenniho materidlu, coz pfi pouziti jinych biologickych
modelll neni mozné. Zaroven provadeéni experimentt na bunéénych kulturach, pti nichz
dochazi k jejich zniceni, s sebou nenese etické problémy, jako by tomu bylo pti pouziti
zviteciho pokusného modelu.

Na druhou stranu je potieba pocitat i s nevyhodami, které pouziti bunéénych
kultur limituji. Kultivované bunky rostou za nefyziologickych podminek — péstuji se v
umélém kultivaénim mediu, jehoZ sloZeni neodraZi ptesné sloZeni vnitiniho prostiedi v
organismu, a také v atmosféfe s mnohonasobn¢ vyssim tlakem kysliku, nez odpovida
situaci ve tkanich. Kultivované bunky postradaji obvykly tkanovy kontext,
tj. ptitomnost jinych bunécnych typt, s nimiz by in vivo komunikovaly a vyméiovaly si
nejriznéjsi latky, chybi ale i soucasti extracelularni matrix, jejichZz ptitomnost ¢i
nepiitomnost méa na vlastnosti bun¢k zcela zasadni vliv. V disledku toho dochazi ke
zméné fenotypu kultivovanych bungk, takze jejich vlastnosti nemuseji pfesné odpovidat
vlastnostem stejnych bunck v organismu — kultivované buitky méni svou morfologii,
méni se exprese gend, citlivost na rizné podnéty atd. Struéné shrnuto: pfi
experimentech s kultivovanymi buitkami musime mit na paméti, Ze pracujeme s
modelem in vitro, ktery mize a nemusi dobie odrazet poméry za podminek in vivo.
Prace s kultivovanymi buiikkami je pro vyzkum velmi pfinosna a rozSifuje moznosti,

které nam poskytuji jiné pokusné modely, nemiiZze vSak beze zbytku nahradit pokusy
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provadéné na tkanich, orgédnech a laboratornich zvifatech nebo lidskych

dobrovolnicich [71].

3.13.2 Primokultury

Zdrojem bunék pro zalozeni kultury je laboratorni zviie nebo ¢lovek (méné Casto
se pouzivaji rostlinné bunééné kultury). Prvni kulturu izolovanych bun¢k oznacujeme
jako primarni kulturu neboli primokulturu. Nejprve se builkky namnozi, poté natfedi a
nasledné se pienesou do novych kultivacnich nadob — tento postup obvykle oznacujeme
jako pasaz a vznikd jim tzv. sekundarni kultura ¢ili subkultura. Bunky v sekundarni
kultufe se péstuji tak dlouho, dokud neziskdme dostatecné mnozstvi materidlu pro
pokus [71].

Pokud jde o zaklddani primokultury, mizeme rozlisit bunky pochéazejici z
normalni a nddorové tkan€. Nadorové bunky se svymi vlastnostmi pochopitelné lisi od
normalnich bunék — zpravidla se 1épe mnozi a obecné se snaze kultivuji. Kultury
normdlnich buné¢k maji omezenou zivotnost, po né€kolika pasazich dochazi k
tzv. zestarnuti kultury — buiiky zméni svoje vlastnosti a pfestanou se dé¢lit. Nadorové
buniky vétSinou starnuti nepodléhaji. OdlisSné se také chovaji buiky izolované z
dospé€lého jedince a z embrya. Embryonalni buiiky se snaze péstuji a kultury, které z
nich vychazeji, maji zpravidla vyrazn¢ delsi zivotnost. Na druhou stranu byvaji
nachylnéjsi ke zméndm fenotypu [71].

Pouziti primarnich bunéénych linii se ukazuje jako nepostradatelny néstroj pro
studium protinadorové 1€Cby a cilené terapie. V poslednich dvou dekadach se jejich
pouziti ukazalo jako nedocenitelné z divodu lepsiho porozuméni vyvoje nadoru,
progrese metastdz a interakci s nddorovym stromatem [72].

Prvni experimentalni pouziti buné€k izolovanych z Zivého organismu a prevedeny
do in vitro podminek je datovan jiz na pfelom 19. a 20. stoleti (1898 Ljuggren — kiize
v ascitu; 1907 Harrison — Zabi embrya). S cilem najit vhodny modelovy organismus pro
izolaci kontinualni bunééné linie doslo k rozvoji laboratornich technik a byly stanoveny
nové postupy. Ve druhé poloving 20. stoleti byl vyzkum zaméten predevsim na izolaci
nadorovych bunék. V roce 1951 Gey ve své laboratofi vyizoloval viibec prvni lidskou
bunécnou linii, byla ji nadorova linie ziskana z karcinomu déloZzniho ¢ipku Henrietty
Lacks. Tato linie nese ndzev Hela a je pouzivana dodnes. Bunky této mladé zeny se
jako prvni dokézaly mnoZit v laboratornich podminkéch a bez omezeni - do nekonecna,

a tak vznikla prvni kontinudlni linie [73]. Pouziti bunécnych linii se tak stalo nedilnou
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soucasti studia molekularné-biologickych technik, charakterizace genetickych a
epigenetickych procest a také studia prognostickych a prediktivnich markerti pro
moznou individualizaci terapie.

Prvnim krokem izolace bunécnych linii je chirurgicka resekce nadoru. Pro
izolaci by méla byt vybrana cast nadoru, ktera neni nekroticka, ani bakteridlné
kontaminovana. Poté nasleduje samotna disociace bunék nadoru, pfiemz existuje
nékolik metod izolace. VSechny maji své vyhody i nevyhody, avSak zadna negarantuje
100% tuspéch a reproducibilitu [72, 74]. V literatufe byly popsany ¢tyfi zakladni typy
izolace bun¢k z nadorové tkané€, od jednoduchych az po sofistikovanéjsi metody, které
se snazi zachovat pivodni vlastnosti nadorové tkan€. Prvni je mechanické izolace za
pomoci skalpelu, nlizek a pinzety. Tato technika je jednoduché a rychla, ale izolovanym
buitkdm zplisobuje mechanicky stres, ktery muze vést k bunééné smrti. Tato metoda
zaroven zachovava rizné typy bunék z plivodni tkané (fibroblasty, endotelie,...), diky
¢emuz ziskana kultura vice pfipomind ptivodni nadorovou tkan [74, 75].

Druhou metodou izolace je pouziti enzymatické disociace. Pro tento typ izolace
jsou vhodné enzymy jako napft. trypsin, kolagenaza, hyaluroniddza nebo elastaza. Pro
nejleps$i  vysledek je dobré kombinovat mechanickou disociaci s disociaci
enzymatickou [76, 77].

Tretim moznym zplisobem izolace je pouziti magnetickych nanocastic. Tyto
¢astice jsou potazeny riznymi typy adheznich molekul (napt. EpCam, E-cadherin) nebo
protilatkami specifickymi pro danou bun&cnou populaci, a umoziuji tak ziskat pfesné
specifickou bunécnou kulturu o definovanych parametrech [78].

Ctvrtou metodou je kultivace malych kouskd tkang, kterd zastupuje
tzv. 3D kultivace bun€k. U této metody je zachovana pfirozend architektura a
mezibunécna signalizace a umoziuje tedy leps§i porozuméni nddorovym procesim
uvnitt bunéfné populace. Tato metoda vSak neni vhodnd pro dlouhodobou
kultivaci [72]. Uvedenymi postupy, s vyjimkou pouziti specifickych protilatek,
zpravidla ziskdme smés, ktera krom& pozadovanych bunék obsahuje i pfimés dalSich
bunécnych typll. Existuje nékolik postupt, kterymi mizeme ziskat ¢istou kulturu bunék,
avSak ziskani a kultivace smési n€kolika buné¢énych typt Iépe odrazi vlastnosti ptivodni
tkané. KdyZ se nasazené bunky za¢nou mnozit a zaloZena kultura se rozrista, je tfeba
ovefit jeji Cistotu a popfipadé urcit podil kontaminujicich bunc€k. Prvnim, i kdyz
samostatné zcela nepostacujicim krokem, je mikroskopické zhodnoceni morfologie a

rustovych vlastnosti kultury. Bohuzel pouhym mikroskopickym pozorovanim nelze
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vétsSinu bunécnych typt od sebe odlisit. Velkym pfinosem jsou imunocytochemickeé
metody — pomoci protilatek znacenych fluorescenéné nebo enzymaticky se testuje
pfitomnost povrchovych antigeni charakteristickych pro kultivované bunky i pro
ocekavané kontaminujici bunécné populace. Podobné je mozné stanovit aktivitu
vhodnych enzymii, popfipad¢ zastoupeni nékterych izoenzymt v buiice, nebot
enzymatickd vybava bunék se mezi jednotlivymi populacemi rovnéz vyznamné 1isi [71].

V prubéhu piipravy je velmi dulezité zachovat plivodni vlastnosti a chovani
primarnich nadorovych bunék. Spatnd provedena metodika, mikrobialni kontaminace
nebo nevhodné kultivacni podminky mohou zpiisobit zménu ve fenotypu bunck,
geneticky drift, nebo vyznamné zmény chovani bunék in vitro v porovnani s ptivodni
tkani in vivo [72, 74].

Ptiprava bun€k z kolorektdlniho karcinomu je obtiznd z davodu mozné
bakteridlni a mykotické kontaminace. Pokud je odbér provadén z lumen stieva, je
vysoka pravdépodobnost kontaminace. Pokud je vSak provadén ze serdzni strany a
nedojde k poSkozeni stfevni sliznice, je riziko kontaminace mnohonasobné nizsi.
Mikrobidlni kontaminace je nejvétSim omezenim pii kultivaci nadorovych bunék
kolorektalniho karcinomu, lze ji vSak pfedejit pouzitim vysokych davek antibiotik a
antimykotik. Tato 1éCba vSak mlze interferovat s testovanymi latkami a zaroven vede

k selekci rezistentnich klonti bunééné populace [79].

3.13.3 Charakterizace bunéénych linii

PasdZovanim primarni kultury dojde k vytvofeni bunééné linie. RozliSujeme
bunécéné linie kontinudlni, které nejsou omezeny v ristu, a bunééné linie konecné,
charakterizované senescenci po omezeném poctu bunéfnych déleni. Kontinualni
bunécné linie jsou transformované, jejich telomeradzova aktivita je v mnoha ptipadech
neomezend, ¢imz se buinky stavaji nesmrtelnymi. Existuje nékolik metod, pomoci
kterych se buinka stane nesmrtelnou, napf. pomoci virionu pii pouzZiti hTERT
transfekce. Tyto metody mohou byt aplikované i na nenddorové bunky.

Bunééné linie mohou existovat jako adherentni kultury, které rostou na
podkladech jako je plast nebo sklo, nebo jako suspenzni kultury, které rostou volné¢ v
mediu. Pro nékteré typy bunék se kultivacni plasty, nebo skla potahuji extracelularni
matrix nebo riznymi typy kolagenti, coz mize zvysit adhezivitu bunék, ale zaroven také

zmeénit fenotyp bunék v kultute [80].
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Pouziti nejvhodnéjsi metodiky pro kultivaci bunék je zakladem konzistentnich a
reprodukovatelnych vysledkti. Vystupy z méfeni ovliviiuje mnoho faktord, zahrnujici
zmény ve funk¢nosti, morfologii, mnozeni bunck, pocet pasazi a zmény charakteru
buné¢k. Tyto zmény mohou znamenat genotypicky drift z divodu vysokého poctu
pasazi, mikrobialni kontaminaci nebo kontaminaci jinou bunécnou linii. Autentizace
bunécnych linii je proto jednou z prerekvizit pro uspésnou védeckou praci [81].

Bunééné linie jsou nachylné k tzv. genotypovému a fenotypovému driftu, jako
dasledku kontinuélni kultivace. Mze dojit ke vzniku rychle rostoucich klona uvnitt
populace, které Casto vykazuji zmény v karyotypu, v expresi hormonalnich receptort a
v celkovém fenotypu. V posledni dobé se naptiklad ukazuje, ze rezistence vici 1é¢iviim
neni dana jen vlastnimi nadorovymi buiikami, ale také jejich mikroprostiedim, jejich
interakci s buitkami kostni dfené€ nebo s buiikami okolnich tkani. Dal§im omezenim pro
uzivani bunéénych kultur je dvojrozmérnost (2D) daného systému [82].

Zmény charakteru bun¢k Casto souvisi s mikrobidlni kontaminaci. Mikrobialni
kontaminace (bakterie, plisné¢, mykoplasmata a viry) bunéénych kultur je u vétSiny
ptipadd viditelnd pouhym okem (zakalenim kultury). Nizkou hladinu kontaminace lze
odhalit pomoci molekularné-genetickych metod. Napiiklad mykoplasmaticka infekce
ma vliv na mnoho bunéénych funkei. Zptisobuje cytopaticky efekt, ma vliv na i na
metabolismus bun€k a proliferaci. Existuje nékolik validovanych metod pro detekci
mykoplasmat v bunééné kultufe, patii mezi né¢ bun&fnd kultivace, fluorescencni
stanoveni (Hoechst, DAPI), DNA hybridizace a PCR.
ale ne vZdy ma vyrazny cytopaticky efekt, coZ neznamena, Ze je virus v kultufe nutné
latentni. Metody, kterymi lze viry detekovat, jsou PCR, nepfima imunofluorescence a
enzymatické imunoassay [81].

Ke kontaminaci maze dojit také jinou buné¢nou kulturou. Jednou z nejcastéjSich
linii kontaminujici jiné bunééné kultury je vySe zmifovana linie HeLa. HelLa bunky
samotné vykazuji velké mnoZzstvi odliSnosti. Rozdily mezi jednotlivymi klony HeLa
bunek jsou pfic¢itany riznym podminkam kultivace, nebo poctu pasazi. Tyto rozdily lze
detekovat pomoci STR (short tandem repeats) profilovani. Jednd se o techniku, ktera
vyuziva detekci polymorfismi STR lokusti fluorescencni a multiplexni metodu
zaloZzenou na PCR. Nespravna identifikace bunéénych kultur a zktizend kontaminace

jsou povazovany za rozsahly problém ve vyzkumu [83].
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Obr. ¢. 10: Mykoticka kontaminace primokultury kolorektalniho karcinomu.
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4 Cile prace

Naplni mé disertacni prace bylo vybrat vhodny postup pro izolaci bunéénych
kultur z kolorektalniho karcinomu a jeho metastazy do regionalni lymfatické uzliny,
provést zékladni charakterizaci odebranych bunécnych linii se zaméfenim na analyzu

markert nadorové progrese.

Dil¢imi cili projektu bylo:

1) Optimalizovat postup pro piipravu primokultur odvozenych z
kolorektalniho karcinomu a pfilehlych lymfatickych uzlin.

2) Stanovit  citlivost téchto primokultur k bézn€¢ pouzivanym
chemoterapeutikiim (oxaliplatina, irinotekan), a/nebo monoklonalnim protilatkam
(bevacizumab, cetuximab, panitumumab).

3) Stanovit markery podilejici se na kancerogenezi a metastazovani
u kolorektalniho karcinomu na Grovni mikroRNA, mRNA a proteint.

4) Objasnit  roli  epitelidln€ mesenchymalni tranzice v bunkach

metastatického kolorektalniho karcinomu.
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5 Metodika

5.1 Material pro bunécné kultury

Vsechny resekaty tlustého stfeva pro tuto praci byly operovany na Chirurgické
klinice Fakultni nemocnice Hradec Kréalové. Vyzkumny zamér byl povolen etickou
komisi FNHK (Referencni cCislo: 201206 S52P a 201604S O3P) a kazdy pacient
podepsal informovany souhlas s ti¢asti v projektu.

Pro tuto praci byly ziskdny adenokarcinomy volného tlustého stfeva; karcinomy
rekta byly zpracovany podle specialniho protokolu a pro nas vyzkumny projekt pouzity
nebyly.

Resekaty tlustého stfeva (témét vyhradné pravostranna nebo levostranna
hemikolektomie) byly chirurgem odeslany jako nefixovany material, tj. bez zaliti do
formolu, na Fingerlandiv Ustav patologie LF UK a FN HK. Zde byl nejprve
zkontrolovan informovany souhlas pacienta, a poté nasledovalo dalsi zpracovani. Na
prikrajovaci prkénko byla polozena sterilni rouska, na kterou byl resekat polozen.
Leékart, ktery provadél odbér, pouZil oblicejovou rousku a sterilni rukavice. Nejprve byl
vyhmatan primarni tumor, obvykle jako ztlustéla sténa stfeva, popt. byla na povrchu
vtazend serdza. V jeho okoli jsme se pokusili najit zvétSenou lymfatickou uzlinu a
polovinu této uzliny jsme odebrali do zkumavky s transportnim mediem oznacené jako
pismeno A. Misto odebrani bylo oznaceno barevnym Spendlikem pro snazsi identifikaci
pfi nasledném histologickém zpracovani. V dalsim kroku byl do zkumavky
s transportnim mediem, oznac¢ené pismenem B, odebran vzorek z primarniho tumoru
stieva, pii kterém byl kladen diraz na to, aby tento odbér nebyl z nejhlubsiho mista
invaze (coZ by mohlo komplikovat zhodnoceni hloubky invaze a tim ohrozit ¢i
znemoznit histologicky staging tumoru), dale aby nedoslo ke kontaminaci vzorku ze
sttevniho lumen a aby odbér nebyl z mista s rozsdhlou nekrézou tumoru. V poslednim
kroku byla odebrana nepostiZzena sliznice stieva, obvykle v blizkosti resekéniho okraje,

a tento vzorek dan do zkumavky s transportnim mediem oznacené pismenem C.

51



Obr. ¢. 11: Pomiicky pro odbér materidlu z nefixovaného resekatu tlustého stieva —
sterilni rouska (modra), rukavice, skalpel, pinzeta, obliejova rouska, oznaclené

zkumavky s transportnim mediem.

Transportni medium - sloZeni (15 ml/jeden vzorek)

Penicillin/Streptomycin (100 U/mL, Gibco, Invitrogen) Aqua pro injectione

Amphotericin B (Sigma-Aldrich) PBS 10x

Obr. ¢. 12: Odbér materidlu z nefixovaného resekatu tlustého stfeva - z lymfatické

uzliny (A) z perikolického tuku a tumoru ze ser6zni strany tlustého stieva (B).

Resekat stteva byl po odbéru standardné zalit formalinem a druhy den zpracovan
obvyklym zptisobem podle ptikrajovaciho manualu. Na priivodce bylo zaznamenano, ve
kterém bloku je odebrand uzlina, abychom mohli potvrdit jeji metastatické postizeni.
Histologicky byl stanoven grading a staging tumoru, angioinvaze, perineuralni Sifeni,

popi. mucin6zni komponenta tumoru ¢i jiné zvlastni histologické rysy.
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U vétSiny odbért byly ¢asti materidlu z uzliny (A), primarni tumoru (B) a
nenadorové sliznice tlustého stieva (C) po vyjmuti z transportniho media vlozeny do
mikrozkumavek (objem 2 ml) s Trizolem (0,5 ml). Mikrozkumavky byly popsany,
ulozeny do krabicky do hlubokomraziciho boxu (-80°C) a jejich pozice zapsana do

pracovniho deniku.

Obr. ¢. 13: Pomicky pro zpracovani kultury v lamindrnim boxu - material z tumoru,
lymfatické uzliny a nenadorové sliznice stfeva v transportnim mediu (vlevo); sterilni
pinzeta a skalpel; Petriho miska; kultivacni lahve; kultivaéni medium; mikrozkumavky

s Trizolem a plynovy kahan.

Zbyla ¢ast materialu z uzliny (A) a z primarniho tumoru (B) byla v lamindrnim
boxu zbavena ptrebyte¢né tkané (svaloviny a tuku), vlozena do Petriho misek (kazda
zvlast) a jiz v kultivaénim mediu rozmélnéna pomoci skalpelu a pinzety, popt. injekcni
stiikacky s jehlou na co nejmensi fragmenty a za pomoci Pasterovy pipety byly tyto
fragmenty pfeneseny do oznadené kultivaéni lahve (objem 25 cm?). Ke vzorkéim byly
obvykle pfidany jest¢ 3 ml kultivaéniho media. Takto pfipravené vzorky byly
kultivovany pii 37°C v 5% atmosféie CO..
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Obr. ¢. 14: Rozmélnéni materidlu z lymfatické uzliny v kultivaénim mediu v Petriho

misce (A). Materidl z lymfatické uzliny v kultivaéni lahvi (B).

Kultiva¢ni medium — sloZeni

RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) Insulin (100 IU/mL, Eli Lilly Czech

15% fetalni bovinni sérum (Gibco) Transferrin (2 mg/mL, Sigma-Aldrich)

Penicillin/Streptomycin (100 U/mL, Gibco, Invitrogen)

Obr. ¢. 15: Z vétSiny odbérl byly ziskany tfi mikrozkumavky, které byly uloZeny do

hlubokomraziciho boxu a dvé kultivaéni lahve, které byly umistény do inkubétoru.

Prvni den po odbéru a kultivaci byla v invertovaném mikroskopu zkontrolovana
pfipadnd kontaminace vzorkl. Totéz bylo ucinéno i druhy den po odbéru a navic byly
pfidany do kazdé kultivacni lahve 3 ml kultivatniho media. Asi po tydnu doslo
k pfilnuti bunék na dno lahve, bylo vyménéno kultivaéni medium a po vytvofeni
kompaktni bunécné vrstvy (tzv. monolayeru) bylo pfistoupeno k rozpasdzovani bunck

do dvou kultivagnich lahvi o objemu 25 cm?”. Pii dal§i pasazi byly buiiky rozdsleny do
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dvou vétich lahvi o objemu 75 cm? z divodu zajiténi dostateéného mnozstvi bundk

pro nasledné pokusy.

5.2 PasaZovani bunék

Pokud byly bunky narostlé do kompaktni bunécné vrstvy (tzv. monolayeru),
nejprve jsme odstranili kultivaéni medium, v dal§im kroku jsme bunky nékolikrat
oplachli roztokem trypsin/EDTA (1-2 ml na lahev) a asi na 10 minut jsme je vlozili do
inkubdatoru (37°C v 5% atmosféte CO,). Po této dob¢ pii pozorovani v mikroskopu se
bunky staly ovalnymi a plavaly (dojde k pferuSeni mezibunécnych kontakti a kontakta
mezi buitkkami a kultiva¢ni lahvi). K zastaveni u¢inku trypsin/EDTA jsme pouzili RPMI
s 15% FBS. Pomoci tohoto media jsme nejprve dno kultivacni lahve nékolikrat oplachli,
a pak resuspendovali bunéénou peletu pomoci pipety. Poté jsme materil
zcentrifugovali (5 minut, 500 rpm). Pivodni medium se zbytky trypsin/EDTA jsme
slili, doplnili 5 ml nového kultivatniho media a né¢kolikrat promichali. Vzniklou
suspenzi jsme rozdé€lili do novych lahvi a doplnili Cerstvé kultivatni medium. Poté
jsme buiiky vlozili do inkubétoru na 37°C; 5% CO..

1 ml suspenze jsme zpracovali jako cytospinovy preparat a obarvili dle
May-Grunwald-Giemsy, ve kterém jsme hodnotili morfologické znaky bun¢k a dale
jsme provedli imunohistochemické barveni pomoci protilatky proti pancytokeratinu
(AE1-AE3), abychom potvrdili epitelovy ptivod bunék. Cast materialu byla zpracovana
1 jako cytoblok, u kterého byl nejprve material zcentrifugovan a fixovan formalinem,
obarven hematoxylinem a zalit agarem a parafinem. Dale byl zpracovan standardnim

postupem.
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Primarni tumor Metastaza do lymfatické
uzliny

Obr. ¢. 16: Mikroskopie bunék izolovanych z primarniho tumoru a jejich metastazy do

lymfatické uzliny ve fazovém kontrastu (zvétSeni 200x).

5.3 Detekce mykoplazmové infekce u bunéénych kultur pomoci PCR analyzy

Pfi praci sbunénymi kulturami jsou castym problémem mykoplazmové
infekce. Pritomnost mykoplazmat vede ke zpomaleni proliferace bunck a ma
dalekoséhly vliv na vlastnosti kultury. Bunécné kultury byvaji rutinné testovany na
pfitomnost mykoplazmat. Bunécné linie izolované z primarnich kolorektalnich
karcinomu, stejn¢ tak z metastdz do lymfatické uzliny, jsme testovali na pfitomnost
mykoplazmat za pomoci klasické PCR detekce. Jako zdrojovy material jsme
pouzili medium, ve kterém byly buiiky kultivovany alesponl 72 hodin, ziskané odbérem
pfed pasaZzovanim bunék. Pokud nebyla analyza provedena ihned po odbéru, vzorky
jsme uchovali v chladnic¢ce (4°C), maximalné vSak po dobu 48 hodin.

Odebrané medium jsme pied analyzou ponechali zhruba hodinu pii pokojové
teploté. Reakéni smés pro PCR reakci jsme si pfipravili podle ptedpisu uvedené¢ho v

nasledujici tabulce:
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Reakéni smés (pro jeden vzorek = 24 pl)

DEPC voda 18,00 pul
10x reak¢ni pufr Ex Taq Buffer (Takara) 2,50 ul
2,5 mM dNTP Mix (Takara) 2,00 pl

20 uM primeru FV-Myco-F (GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG)
20 uM primeru FV-Myco-R (CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G) smés 1,25 ul

Ex Taq HS polymeraza (RR006, Takara) 0,25 ul

Smés jsme rozpipetovali po 24 ul do ptipravenych 0,2 ml PCR mikrozkumavek.
Ke smési jsme pridali 1 pl odebraného kultivaéniho media. Jako pozitivni kontrolu jsme
pouzili vzorek media Hep2 USA (p 405), jako negativni kontrolu jsme napipetovali 1 ul
DEPC vody. Nakonec jsme vzorky promichali. Amplifikace byla provedena na cykleru
PTC-200 (MJ Research), za reakénich podminek uvedenych v nasledujici tabulce:

Opakovani | Teplota Cas Poznamka
1x 95°C 3 min. Aktivace polymerazy
95°C 1 min. Denaturace
30x 60°C 1 min. Annealing
72°C 1 min. 30 s. Extenze
1x 72°C 10 min. ZavéreCna extenze
1x 4°C o0 Ochlazeni vzorku

Béhem amplifikace jsme si piipravili 2% agar6zovy gel smichanim agardzy
s TBE pufrem a zahtatim v mikrovinné troubé¢. Poté jsme gel zchladili na teplotu cca
60°C a do gelu jsme piipipetovali 4 pl fluorescencniho interkala¢niho barviva GelRed
(Biotium). Obarveny gel jsme nalili do pfipraveného nastavce a nechali jsme ho
ztuhnout pii1 pokojové teploté.

Po ukonceni PCR analyzy jsme ke kazdému vzorku pfidali 5 pl nanaSkového
pufru (Gel Loading Dye, Orange (6x), New England Biolabs) a po promichdni jsme
nanesli 25 pl vzorku na pfipraveny agaroézovy gel, vloZzeny do elektroforetické vany a
zality TBE pufrem. Do prvni jamky gelu jsme napipetovali DNA Ladder (100 bp, New
England Biolabs) v koncentraci 0,5 png/jamka. Vzorky byly rozdéleny v elektrickém poli
pfi napéti 100 V. Po ukonceni elektroforézy jsme vznikly produkt detekovali pomoci
ptistroje Gel Logic 2200, programem Carestream. U vSech vzorktl, pouzitych pro dalsi
testovani (60 bunécnych linii celkem) byl vysledek testu na ptfitomnost mykoplazmat
negativni. Na obrazku €. 17 je uveden ptiklad testovani mykoplazmat na bunécnych
liniich 1B, 4B, 4A, 20B a 20A. Pozitivni kontrola i kontrola bez templatu vysly dle

oc¢ekavani.
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Nazev vzorku Vysledek \

Bunécna linie 1B Negativni
Bunécna linie 4B Negativni
Bunécna linie 4A Negativni
Bunécna linie 20B Negativni

Bunécna linie 20A Negativni
Pozitivni kontrola* Pozitivni
Reakce bez templatu | Negativni

Obr. ¢. 17: Vysledek detekce mykoplazmové infekce bunéénych kultur izolovanych
z primarniho kolorektalniho karcinomu a metastazy do lymfatické uzliny (1B, 4B, 4A,

20B a 20A).

5.4 Zamrazovani a rozmrazovani bunék

Technika zamrazovani bunék je v prvnich fazich stejnd jako pifi pasazovani
bunck, ovSem po centrifugaci (5 minut, 500 rpm) jsme nejprve slili pivodni medium se
zbytky trypsin/EDTA a poté jsme piidali smés 10% DMSO ve fetalnim bovinnim séru.
Cilova koncentrace je 1-2x10° bundk na mililitr suspenze. Takto pfipravenou bun&nou
suspenzi jsme rozd¢lili do 1,5 ml zamrazovacich zkumavek a vlozili do tekutého dusiku
(-180°C) k uchovani pro budouci analyzy.

V ptipadé rozmrazovani bunék jsme nejprve zamrazovaci zkumavku ponofili do
vodni lazné predehiaté na 37°C. Po rozmrazeni jsme obsah ihned pfepipetovali do
sterilni 15 ml zkumavky s 5 ml studeného kultivacniho media. V dal§im kroku jsme
bunky zcentrifugovali (5 minut/500 rpm), medium se zbytky zmrazovaciho media jsme
slili a pfipipetovali 10 ml Cerstvého media. Suspenzi jsme poté pienesli do kultivacni
lahve. Pokud je zivotnost rozmrazenych bunck alespon 80%, jsou ptipadné testy
cytotoxicity, vlastnosti bun€k 1 imunohistochemické analyzy srovnatelné s testy pired

zamrazenim [84].

5.5 Testovani Zivotnosti bunék

Irinotekan a oxaliplatina byly nafedény na cilové koncentrace (pro IT — 200;
100; 50; 25 a 10 pg/ml a pro OPT — 500; 250; 100; 50 a 25 pg/ml) kultivaénim mediem.
Zivotnosti jednotlivych bunék byly méfeny pomoci testu WST-1, coZ je kolorimetricka

assay zalozend na Stépeni tetrazoliové soli na nerozpustny formazan mitochondrialnimi
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dehydrogenazami zivych bunck. Tento test kvantifikuje mnozstvi proliferujicich bunék
méfenim aktivity mitochondridlnich enzymi.

Izolované¢ bunky byly nasazeny do 96-jamkové desticky a ovlivnény
irinotekanem a oxaliplatinou ve vySe popsanych koncentracich po dobu 30, resp.
48 hodin. Na konci kazdého intervalu byly buiiky oplachnuty PBS a bylo k nim ptidéano
100 pul WST-1 roztoku (konecné fedéni 1:10) a bunky byly dale kultivovany po dobu
dvou hodin. Absorbance byla méfena pii 450 nm s referencni vinovou délkou pii

650 nm za pomoci pristroje Tecan Infinite M200.

5.6 Testovani migrace bunék

Me¢feni bunééné migrace bylo provedeno za pomoci pfistroje X-CELLigence,
ktery méfi prichod bunék pies semipermeabilni membranu v redlném case. VSechny
testované substance byly nafedény kultivaénim mediem bez ptfidan¢ho séra. Takto
pripravené roztoky byly napipetovany do horni komiirky CIM-plate 16. Do spodni
komurky bylo napipetovano kultivatni medium s testovanymi latkami a ptfidanym
10% FBS a 10 ng/ml EGF. Ob¢ dv€ komirky byly spojeny v jednu a membrana byla
preinkubovana po dobu jedné hodiny v CO, inkubatoru pifi 37°C. Poté jsme zméfili
desticku s napipetovanym kultivaénim mediem (pozadi). Do horni komirky jsme
napipetovali optimalni mnozstvi bun¢k (20 tisic bun¢k na jamku) resuspendovanych
v bezsérovém mediu obsahujicim testované latky. Migraéni potencial byl detekovan
jako bunécny index, ktery odpovidd pfimo umérné nariistu poctu bunéek, které prosly
pres semipermeabilni membranu. Data byla poté piepocitana na procenta neovlivnéné

kontroly.

5.7 Imunohistochemicka analyza bunék

Z bioptickych parafinovych blockd byly zhotoveny 4 um fezy, které byly
naneseny na podlozZni sklicka. Pro nékteré vzorky byly pouZity tyto primarni protilatky:
pancytokeratin (Dako, klon AE1/AE3, fedéni 1:100); p53 (Ventana, klon Bp53-11,
RTU); vimentin (Dako, klon V9, fedéni 1:400); E-cadherin (Dako, klon NCH-38, fedéni
1:50); N-cadherin (Leica, klon IARO06, fedéni 1:100); B-catenin (Dako, klon B-catenin-1,
fedéni 1:200); Ki67 (Ventana, klon 30-9, RTU); mutovana forma BRAF (Ventana, klon
V600E/VEL1, RTU).

Vétsina vzorkli (s vyjimkou fezli barvenych na B-catenin) byly vloZeny do

automatického barviciho systém BenchMark ULTRA (Ventana) a antigeny detekovany
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pomoci kitu ultraView Universal DAB (Ventana). Pro fezy barvené na Ki67 a BRAF
byl pouzit jesté OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana).

Vzorky na prikaz B-cateninu byly vlozeny do vodni ldzné¢ o teploté 97°C pfi
pH 6 (pufr S1700, Dako) na dobu 20 minut. Endogenni peroxiddzovana aktivita byla
inhibovana pomoci 3% peroxidu vodiku. Po inkubaci s primérni protilatkou byl antigen
detekovén systémem EnVision™ FLEX (Dako). Nakonec byla jadra dobarvena pomoci

hematoxylinu.

5.8 KRAS, NRAS, BRAF, PTEN, TP53 a PIK3CA - analyza mutaci

Izolace DNA z formalinem fixovanych parafinovych blockii byla provedena
pomoci komeréni soupravy DNA Sample Preparation Kit (Roche) podle instrukci
vyrobce. Mutacni analyza byla provedena s vyuzitim masivné paralelniho sekvenovéni
(NGS). K ptipravé sekvenacni knihovny byl pouzit KAPA Library Preparation Hyper
Plus Kit (Roche). Cilové obohaceni probihalo metodou sequence capture -SeqCap EZ
Choice Library (Roche NimbleGen). Koordinaty cilovych regiond byly navrzeny v
hgl9 NCBI Build 37.1/GRCh37. Sekvenace byla provedena na platformé MiSeq
(Illumina) dle standardniho protokolu vyrobce. Filtrovani a analyza sekvenacnich
dat provedena za pomoci softwaru NextGENe (Softgenetics), s nastavenim minimalni
frekvence alternativni alely 5 %. Klasifikace nalezenych variant probihala za pomoci
vetejn¢ dostupnych databazi (ClinVar, dbSNP, ExAC), in silico predikce (Polyphen-2,
SIFT, Mutation Taster) a dostupné literatury.

5.9 Piiprava vzorkii na extrakci RNA z bunéénych kultur

Bunéénou suspenzi v koncentraci 100tis./ml jsme nasadili do Sestijamkové
desticky (2 ml/jamka). Po 24 hodinach ristu v inkubatoru (37°C, 5% CO,) jsme bunky
24 hodin ovliviiovali irinotekanem a oxaliplatinou (pouZzita koncentrace — hodnota IC50
zjisténa z testu metabolické aktivity - WST-1 analyza — specifické pro kazdou bunécnou
linii a testovanou latku). Poté jsme odstranili medium a oplachli cca 2 ml ledového PBS
a poté opét vSe odsali. K buitkdm v desti¢ce jsme ptidali 200 pl Trizolu, nechali jsme
1 - 2 minuty pilisobit a poté seSkrabali sterilni Skrabkou. Bunétnou suspenzi v Trizolu
jsme ptenesli do sterilni 1,5 ml (PCR clean) zkumavky a ulozili do -80°C do dalSiho

zpracovani.
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5.10 RNA izolace z bunéénych kultur pomoci kolonek

Bunécénou suspenzi v Trizolu jsme nechali temperovat na laboratorni teplotu,
ptidali jsme k ni 200 pl ethanolu (95-100 %) a opatrné pteklapénim promichali (10x).
Takto piipravenou smés jsme prenesli do kolonky (Zymo-Spin IIC Column), kterou
jsme vlozili do sbérné zkumavky (Collection tube). Smés jsme zcentrifugovali
(13 000 rpm, 30 vtetin, 4°C) a kolonky jsme pienesli do novych sbérnych zkumavek.
Ke smési do kolonek jsme pfidali 400 pl promyvaciho pufru (RNA Wash Buffer) a
zcentrifugovali (13 000 rpm, 30 vtefin, 4°C). Ve sterilni mikrozkumavce jsme
pripravili smés DNAsy a pufru (DNA Digestion Buffer) a promichali (na 1 reakci =5 pl
DNAsy a 75 ul DNA Digestion Buffer). Pfipravenou smés DNAsy jsme napipetovali na
kolonku a nechali jsme stat pti pokojové teploté 15 minut.

Poté jsme ptidali 400 pl promyvaciho pufru (Direct Zol RNA PreWash) a
zkumavky jsme zcentrifugovali (13 000 rpm, 30 vtefin, 4°C). Tento krok jsme
opakovali jesté¢ jednou. Nasledné jsme do kolonek ptidali 700 pul promyvaciho pufru
(RNA Wash Buffer) a opét zcentrifugovali (13 000 rpm, 2 minuty, 4°C). Dale jsme
kolonky ptenesli do 1,5 ml sterilnich mikrozkumavek a k vymyti RNA z kolonky jsme
ptipipetovali 30-50 ul DEPC vody, podle mnozstvi bunék. Po zdvére¢né centrifugaci
(13 000 rpm, 30 vtetin, 4°C) jsme koncentraci RNA zméfili na NanoDropu 2000 (1,2 pl
vzorku) a vSechny vzorky jsme nafedili na jednotnou koncentraci 1 pg/20 ul (1 reakce).

Dale jsme pomoci pfistroje Bioanalyzer 2100, RNA Nanochipu méfili integritu
RNA, tj. zda-li m4 potiebnou kvalitu vhodnou pro dalsi analyzu (podrobné&jsi postup

viz ,,Méreni integrity RNA*). Takto ptipravené vzorky byly skladovéany pii -80°C.

5.11 Méreni integrity RNA — stanoveni RIN ¢isla u vzorka RNA izolovanych
bunéénych kultur

Pouziti neporusené¢ RNA je dilezitym piedpokladem pro uspé€Snou RT-PCR
analyzu, proto jsme u vzorkih RNA izolovanych zbunéénych kultur provedli
kvalitativni analyzu RNA méfenim RIN c¢isla (RNA integrity number), jehoZ hodnoty
dosahuji 1-10 pomoci elektroforetického piistroje 2100 Bioanalyzer, ktery pracuje na
principu kapilarni elektroforézy. Pro RT-PCR analyzu jsou vhodné vzorky s RIN ¢islem
vetsim nez 7, avSak jako nejvhodnéjSi se povazuje pouziti vzorkii s RIN Cislem
v rozmezi 9-10.

Nejprve jsme pripravili gel. Na kolonku jsme nanesli 550 pul RNA gelové matrix

a stocili jsme ji pfi pokojové teploté¢ (1 500 rpm, 10 min.). Pro§lou matrix jsme

61



rozpipetovali do alikvotii po 65 pl do 0,5 ml sterilnich zkumavek a ulozili do lednice.
Poté jsme k 65 pl pfipravené gelové matrix pfipipetovali 1 pl RNA barviva,
vytemperované¢ho na laboratorni teplotu. Gelovou smés jsme dobie promichali a
zcentrifugovali pii laboratorni teploté (13 000 rpm, 10 min.).

RNA ¢ip jsme vlozili do plnici stanice a do oznacené jamky jsme napipetovali
9 ul piipravené obarvené gelové matrix. Pist plnici stanice jsme umistili do pozice
odpovidajici 1 ml po dobu 30 sekund. Kdyz byl ¢ip naplnén gelovou matrix, pipetovali
jsme do dalSich dvou oznacenych jamek 9 pl obarvené gelové matrix (9 ul do kazdé).
Do vsech jamek ur¢enych pro testované vzorky (celkem 12 jamek) a do jamky oznacené
symbolem pro zebticek jsme napipetovali zeleny RNA marker.

Do jamky oznacené symbolem pro zebfi¢ek jsme napipetovali 1 pl smési pro
urceni velikosti jednotlivych fragmenti RNA. Nakonec jsme do jamek uréenych pro
vzorky napipetovali 1 pl testovaného vzorku. Cip jsme poté umistili do vortexu a
nechali jsme vzorky tfepat po dobu 1 minuty pii 2 400 rpm. Cip jsme nakonec vlozili do
ptistroje (Agilent 2100 Bioanalyzer) a zméfili jsme RNA integritu jednotlivych vzorkd.
Vysledky jsou shrnuty na nasledujicim obrazku (obr. €. 17).
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Obr. ¢. 18: Vysledky méfeni RIN ¢isla (RNA integrity number) u vybranych vzorkl

bunéénych kultur (54B, 48B) kontrolnich a ovlivnénych irinotekanem, ¢i oxaliplatinou
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pomoci pfistroje Agilent 2100 Bioanalyzer. Nejvhodnéjsi pro naslednou RT-PCR
analyzu jsou vzorky s RIN c¢islem v rozmezi 9 — 10. U vétSiny naSich vzorkl byla

hodnota RIN ¢isla = 10.

5.12 Priprava cDNA a RT-PCR identifikace

Pro pfipravu cDNA jsme si nejprve piipravili smés A a B dle nasledujiciho

ptedpisu:

Smés A (pro jeden vzorek =11 ul) | Smés B (pro jeden vzorek =9 pul)

Celkova RNA 1 ug | 5x koncentrovany reakcni pufr 4 ul
Random hexamer primer Iul | 10 mM dNTP mix 2 ul
DEPC voda 9ul RiboLock RNAse inhibitor (20 U/ul) 1wl

M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/ul) 2 pl

Smés A jsme opatrné promichali pomoci pipety, kratce stocili v centrifuze, poté
ji inkubovali v termobloku pifi 70°C 5 minut a nakonec ji zchladili v lednici. V dal$im
kroku jsme k 11 pl smési A pfidali 9 pl smési B, opatrné pipetou promichali a nakonec
protiepali. Takto pfipravenou findlni smés jsme inkubovali 5 minut pfi pokojové teploté
a nasledn¢ pak 60 minut pti 37°C (v termobloku). Reakci jsme zakoncili zahtatim na

70°C po dobu 5 minut.

Pro amplifikaci pfipravené cDNA (smés A+B) jsme si vzorky nafedili podle
nasledujiciho ptedpisu:
a) 1:5 pro cilovou mRNA amplifikaci - smichali jsme 80 pul DEPC vody se vzorkem
cDNA a dtkladn¢ promichali.
b) 1:20 pro housekeepingovy gen GAPDH, pro kontrolu mRNA amplifikace - smichali
jsme 95 pl DEPC vody s 5 pl fedéného vzorku cDNA (vzniklé v pfedchozim kroku) a

fadn¢ jsme smés promichali.

Pro PCR reakci jsme si pfipravili smés C dle nésledujiciho piedpisu:

Smés C (pro jeden vzorek - duplikat = 50 ul)

SYBR Green 25 ul
Forward primer pro cilovou mRNA (10 mM) 1 ul
Reverse primer pro cilovou mRNA (10 mM) 1 ul
DEPC voda 13 ul

Do zkumavek jsme napipetovali 20 pl smési C v duplikatech pro kazdy vzorek.

K nim jsme pfidali 5 pl nafedéné cDNA (kazdy vzorek v duplikatech) a promichali.
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Takto ptipravené vzorky jsme vlozili do Corbet Rotor Gene RT-PCR cykleru a zvolili

jsme piislusny program.

5.13 Reverzni transkripce miRNA

5 ul pfipravené RNA, nafedéné na koncentraci 0,5 pg, jsme smichali
s 2 ul multiplex primeru (smés RT primertd v koncentraci 5 pM pro stanovované
miRNA). Vzniklou smés jsme nechali zahiat na 65°C po dobu 5 minut a poté jsme
vzorek zchladili v lednici. Ke vzorku jsme ptfidali 13 pl Master mixu (dle piedpisu
v tabulce nize) a zahfivali jej nejprve 30 minut na 16°C, poté¢ 30 minut na 42°C a
nakonec jsme zakoncili reakci teplotou 95°C po dobu 5 minut. Po inkubaci jsme smés

zchladili v lednici.

Master mix (pro 1 reakci =13 pl)

4 ul Deoxyneukleotidtrifosfat 0,5 pl inhibitor RNaz
4 ul reakéni pufr 0,5 pl reverzni transkriptaza pro miRNA
2ul DTT 2 ul DEPC voda

Takto ptipravenou cDNA jsme natedili pomoci 42,5 ul DEPC vody na celkovy
objem 62,5 ul - pro stanoveni 5 mikroRNA). Nafedénou cDNA (5 pl) jsme smichali
s pfipravenym Master mixem (20 pl - viz tabulka nize) v duplikatech a poté byl jiz

postup stejny jako pfti klasické PCR.

Master mix (pro 1 reakci = 15 pl)

2 ul primer F (miR-200, miR-9, miR-21, miR-145, miR-29a)

3 ul SYBR GREEN

8 ul DEPC vody

2 pl primer miR-U

5.14 Piiprava vzorku na Western blot - bunécny lyzat

Bunéc¢nou suspenzi v koncentraci 100tis./ml jsme nasadili do Sestijamkové
jamkové destiCky (2 ml/jamka) a nechali jsme 24 hodin inkubovat (37°C, 5% CO,).
Poté jsme na buniky nechali 48 hodin plisobit irinotekan, oxaliplatinu a SFU (pouzita
koncentrace — hodnota IC50 zjisténa z testu WST-1-1 — rlizna pro kazdou bunécnou linii
a testovanou latku). Po 48 hodinach expozice jsme odstranili medium, opléchli cca 2 ml

ledového PBS a vSe odsali do sucha. Nasledn¢ jsme piidali 50-100 ul ledového
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lyza¢niho pufru s inhibitory protedz (zalezi na konfluenci bun¢k = ¢im vice bun¢k, tim

vice lyza¢niho pufru) a nechali jsme plsobit asi 2 minuty. Homogenat jsme poté

seSkrabali a opatrné€ jsme bunky pienesli do 1,5 ml mikrozkumavek postavenych do

ledu. Skrabku jsme mezi jednotlivymi skupinami oplachovali v PBS a susili papirovou

utérkou, aby nedoslo ke kontaminaci jinymi vzorky.

Lyza¢ni pufr

Slozka (konecnd Koncentrace zasobniho Pipetované a vazené
koncentrace roztoku MNozstvi
50 mM Tris/HCI pH 7,4 1M 50 ml
150 mM NacCl Prasek 8,766 g
10% glycerol 85 % 117,65 ml
1% Triton X-100 100 % 10 ml
2 mM EDTA Prasek 0,58 g
2 mM EGTA Prasek 0,76 g
40 mM B-glycerolfosfat Prasek 852¢g
50 mM fluorid sodny Prasek 2,09 ¢
10 mM pyrofosfat sodny Prasek 4,46 ¢
2 mM dithiotreitol Prasek 0,3085 g
200 pl vanadicitan sodny Prasek 0,03678 g
Redestilovana voda objem doplnén na 1 litr

Pozn.: Pfed pouZzitim lyzacniho pufru jsme pfidali smés inhibitord proteaz (ke 13 ml

lyza¢niho pufru 130 pl smési inhibitort).

4xSDS vzorkovy pufr

SloZka (konecna Koncentrace zasobniho Pipetované a vazené
koncentrace roztoku Mnozstvi
200 mM Tris/HCI pH 6,8 IM 4 ml
40% glycerol 85 % 9,41 ml
6% SDS Prasek 12¢g
0,2 MDTT Prasek 0,617 g
0,1 g bromfenolova modf PraSek Spetka
Redestilovana voda 20 ml

Buiiky v mikrozkumavkach jsme nejprve homogenizovali pomoci injekéni

sttikacky s jehlou (10x). Homogenat jsme nechali stat na ledu asi 20 minut, poté jsme

vzorky zcentrifugovali (10 minut, 13 000 rpm, 4°C).

Po centrifugaci jsme odebrali
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supernatant a po stanoveni koncentrace bilkoviny (viz BCA stanoveni bilkoviny) jsme
vypocitali nafedéni jednotlivych vzorkti lyzaénim pufrem a 4x koncentrovanym
vzorkovym pufrem (SDS) na jednotnou koncentraci 1,5 pg/pl. Tyto vzorky byly pozdéji

naneseny na gel pfipraveny podle nasledujicich predpist.

Ptiprava gelu spocivala ve smichani pfipravenych roztokti uvedenych v tabulce.
Pro iniciaci polymerace jsme pfidali roztoky APS a TEMEDu. Takto pfipraveny spodni,
neboli separacni gel, byl nalit mezi skla a po dobu jeho tuhnuti (45 minut) byl

prevrstven isobutanolem.

Separacni gel (spodni) 7,5% -2 gely; 1,5 mm 10% - 2 gely; 1,5 mm
Redestilovana voda 9,8 ml 8,1 ml
pufr 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 5,0 ml 5,0 ml
roztok AA + bis AA 5,0 ml 6,7 ml
10% SDS 0,2 ml 0,2 ml
iniciace polymerace -
roztok 10% APS 200 pl 200 pl
TEMED 16 ul 16 ul

Po 45 minutach jsme pfipravili horni, neboli zaostfovaci gel, kterym jsme
prevrstvili gel separacni, vlozili jsme hiebinek pro vytvoreni jamek k nanaseni vzorku a

nechali jsme jej opét tuhnout po dobu cca 30 minut.

Zaostiovaci gel 4% (horni) 2 gely, 1.5 ml
redestilovana voda 6,1 ml
pufr 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5 ml
roztok AA + bis AA 1,3 ml
10% SDS 0,1 ml

- iniciace polymerace --—-
roztok APS 200 ul
TEMED 16 ul

5.15 BCA stanoveni bilkoviny
Pro stanoveni koncentrace bilkoviny jsme pouzili metodu BCA (Bicinchoninic
Acid Assay). Princip metody je zalozen na reakci proteini s Cu*" v alkalickém

~ r W r ~ r .z + + wr ~ r 7 .
prosttedi. Méd” vni prechazi z Cu*" na Cu', &im? dochazi k redukci BCA
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(bicinchoninic acid) za vzniku modrého zbarveni. Intenzita zabarveni je pfimo imérna

mnozstvi bilkoviny.

Nejprve jsme si pfipravili kalibracni kiivku podle nasledujici tabulky:

Koncentrace Roztok 1% BSA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0l 500 ul
2 200 pg/ml 10 ul 490 pl
3 400 pg/ml 20 ul 480 pl
4 600 pg/ml 30 ul 470 pl
5 800 pg/ml 40 pl 460 pl
6 1000 pg/ml 50 ul 450 pl

Ptipravené vzorky jsme fedili 5x v poméru 40 pl destilované vody a 10 pl
vzorku. 10 pl nafedéného roztoku BSA podle kalibra¢ni kiivky a 10 pl nafedéného
vzorku jsme napipetovali do 96-jamkové desticky a knim jsme ptidali 200 pl
pracovniho roztoku C, ktery jsme pfipravili smichanim roztoku A s roztokem B
vpoméru 50:1. Nakonec jsme smées dobfe promichali a nechali inkubovat
v termomixeru pii 37°C, 30 minut, 300 rpm. Nakonec jsme zméfili absorbanci pfi

562 nm proti destilované vode.

Roztok A obsahoval NaHCOs;, Na,COs;, BCA v 0,1 M NaOH, roztok B obsahoval 4 %
CuS0O4 x 6H,0.

Obr. ¢. 19: Mikrotitraéni destiCka s kalibra¢ni kfivkou a testovanymi vzorky pro

stanoveni mnozstvi proteinti metodou BCA.
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5.16 Elektroforéza

Nejprve jsme nafedéné vzorky nechali 5 minut denaturovat v
termomixeru piedehiatém na 95°C. Gely jsme vyndali ze stojankd a oplachli je pod
tekouci vodou. Takto pfipravené gely jsme vlozili do stojdnku a ten poté do
elektroforetické vany. Do vnitiniho elektrodového prostoru jsme nalili elektrodovy pufr
az po okraj, do vnéjsiho elektrodového prostoru jsme nalili elektrodovy pufr do takové
vysky, aby byla elektroda ponotfena pod hladinou elektrodového pufru. Do kazdé jamky
v gelu jsme nanéseli 20 pl vzorku (30 pg/jamku). Do jedné jamky jsme napipetovali
molekularni standard (5 pl). Do volnych krajnich jamek jsme nanesli 1x koncentrovany
SDS pufr. Elektroforetickou vanu jsme ptiklopili vikem a pfipojili jsme ji ke zdroji, u
kterého jsme nastavili konstantni napéti 120 V a spustili tak elektroforézu. Po dob&éhnuti
vzorkll ke spodnimu okraji gelu jsme gel na n€kolik minut pfemistili do blotovaciho

pufru a pokracovali metodou ,,imunobloting®.

Obr. ¢. 20: Sada na vertikalni SDS-PAGE elektroforézu, elektroforeticka vana (vlevo),

zdroj (vpravo).

5.17 Imunobloting (po elektroforéze)

Blotovaci pufr jsme vytvofili z chemikalii a roztokli uvedenych v tabulce niZe
smichdnim pomoci magnetické michacky.

Pro  stanoveni  proteini  vnaSich  experimentech  jsme  pouzili
polyvinylidinfluoridovou (PVDF) membranu. PVDF membranu jsme nejprve aktivovali
ponofenim do methanolu na dobu 5 minut, poté jsme ji vlozili do blotovaciho pufru

k pfipravenému gelu. Dale jsme si pfipravili silny filtracni papir (2 ks pro jeden gel;
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BioRad) a blotovaci houbicky, které jsme také ponofili na cca 20 minut do blotovaciho

pufru.

Na zhotoveni blotovaciho pufru byly pouzity tyto chemikalie.

Blotovaci pufr

TRIS (25 mM) 6,06 g

Glycin (192 mM) 28,80 g

Methanol 400 ml
Redestilovana voda doplnit vodou do 2 000 ml

Do tzv. blotovaciho sendvice jsme sklddali jednotlivé soucasti, a to v poradi
blotovaci houbicka, filtra¢ni papir, gel z elektroforézy, PVDF membrana, druhy filtra¢ni
papir a navrch blotovaci houbicka. Pfi pfipravé jsme vénovali pozornost tomu, aby se
nam mezi jednotlivymi vrstvami nevytvotily bubliny. Takto pfipraveny blotovaci
sendvic€ jsme vlozili do blotovaciho néstavce a ten jsme poté umistili do blotovaci vany
s ledem. Blotovaci vanu jsme zaklopili vikem a pfipojili ke zdroji, u kterého jsme
nastavili konstantni napéti 100 V, dale pak 0,25 A a c¢as 1,5 hodiny, podle velikosti
stanovovanych markert a tloustky gelu. Po pfeblotovani proteini na membranu jsme
membranu vyjmuli, opatrné oplachli destilovanou vodou a pokracovali podle postupu

uvedeného v ¢asti ,,Detekce proteinii*.
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Obr. €. 21: Blotovaci sendvic¢ sestaveny z blotovaci houbicky, filtra¢niho papiru, gelu a
PVDF membrany (nahote); blotovaci sendvi¢ vlozeny do blotovaciho néstavce a

blotovaci vany s ledem (dole).

5.18 Detekce proteini

PVDF membranu jsme pienesli do plastové misky s vickem a na membranu
nalili cca 15 ml 5% roztoku mléka v TBST pufru, krabicky jsme umistili na kyvacku a
nechali jsme inkubovat 1-2 hodiny. Béhem inkubace s mlékem jsme si nafedili primarni
protilatku do TBST pufru s BSA, nebo mléka, podle instrukci vyrobce. Poté jsme mléko
odstranili a oplachli. Nasledné¢ jsme PVDF membranu inkubovali pifes noc

s pfipravenou primarni protilatkou.
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Druhy den jsme primarni protilatku slili a nasledn€é membranu
oplachli TBST pufrem (6x5 minut), aby doslo k odmyti nenavazané primarni protilatky.
Opét jsme si pripravili sekundarni protilatku fedénou TBST pufrem s BSA, podle
instrukci vyrobce. Poté jsme membranu inkubovali se sekundarni protilatkou
(1-2 hodiny) a znovu jsme membranu promyvali TBST pufrem (6x5 minut), abychom

se zbavili nenavazané sekundérni protilatky.

TBST pufr sloZeni 10xTBS sloZeni

450 ml destilované vody | 24,2 g Tris Base a 80 g NaCl rozpustit v 700 ml destil. vody
50 ml 10x TBS Ptidat 30 ml 4M HCI a doupravit pH na 7,6

250 ul Tween 20 Doplnit v odmérné batice na 1000 ml

5.18.1 Chemiluminiscenéni detekce proteinu

Pro detekci proteinid jsme pouZzili Amersham ECL Prime Western Blotting
detection reagent pii pouziti sekundarnich protilditek s navdzanou kienovou
peroxidazou. Béhem promyvani TBST pufrem jsme smichali roztok A (luminol
solution) s roztokem B (peroxide solution) v poméru 1:1. Roztoky byly vytemperované
na laboratorni teplotu.

Opléchnutou membranu jsme opatrn¢ osusili a na jeji povrch napipetovali
substrat (roztok A+B) tak, aby byla membrana cela pokryta (cca 1,5 ml/1 membrana) a
nechali jsme ji 5 minut inkubovat.

Poté jsme membranu vyndali ze substratu, opatrné ji osuSili a pfenesli do
pristroje Gel Logic, ve kterém probihala detekce jednotlivych proteinli pomoci
programu Carestream. Doba expozice se odvijela podle typu protilatky. Jako kontrolni
protein byl zvolen [-actin, pomoci kterého jsme provadéli relativni kvantifikaci

jednotlivych proteint.

5.19 Statisticka analyza

Data ze vSech méfeni byla vyjadiena jako hodnota = SD z priiméru z alesponl
dvou nezavislych méteni. Statisticka analyza byla provedena pomoci two way ANOVA
analyzy, Sidak test vyznamnosti, kde p<0,05. Analyza dat byla provedena programem
GraphPad Prism 6.0. Koncentrace vybranych inhibitorit zptisobujici 50% pokles
zivotnosti bun€k (IC50) byla stanovena metodou nelinealni regrese programem

GraphPad Prism 6.0.
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6 Vysledky

6.1 Histologicka charakterizace kolorektalniho karcinomu a jeji vztah
k ispéSnosti izolace bunécénych kultur z primarniho tumoru a lymfogenni
metastazy

Celkov¢ byly ziskany resekaty od Sedesati pacientii s adenokarcinomem tlustého
stteva. Nasim zdmérem bylo odebrat z kazdého resekatu jeden vzorek z primarniho
tumoru a jeden vzorek zlymfatické uzliny. Z primarnich tumort bylo ziskéno
58 vzorkt; ve dvou zbyvajicich ptipadech byl tumor malého rozméru a ptipadny odbér
by mohl zkomplikovat hodnoceni hloubky invaze tumoru a tim ohrozit ¢i znemoZznit
histologicky staging. 36 vzorkd bylo ziskdno zregionalnich lymfatickych uzlin.
Z primarnich nddort bylo ziskdno 26 primokultur s GspéSnosti 45 % (26/58); z
odebranych lymfatickych uzlin bylo ziskdno 17 primokultur s Gsp&Snosti 47 % (17/36).
Témeft polovina (konkrétn€ 17) odebranych lymfatickych uzlin vSak nebyla histologicky
metastaticky postizena. Realnd UspéSnost izolace bunécnych kultur z metastaticky
postizenych lymfatickych uzlin byla vyssi; 74 % (14/19). U tfi primokultur ziskanych
z lymfatické uzliny byly histologicky zjiStény izolované nadorové buiky (ITC), coz
jsou ojedinélé nadorové bunky, popt. drobné shluky nadorovych bun¢k, do velikosti
0,2 mm v nejvétsim rozméru v jednom histologickém fezu. Staging tumoru pii
nepiitomnosti metastazy v jiné lymfatické uzlin€, byl stanoven jako pNO(i+). Izolace
bunéénych kultur z primarniho tumoru a zaroven i z lymfogenni metastdzy se podafila
v deseti ptipadech.

Vysledky uspéSnosti i1zolace v kombinaci s rliznymi klinickopatologickymi
parametry jsou piehledné uvedeny v tabulce €. 7. Nejefektivnéjsi izolace nadorovych
bunék z primarniho tumoru byla pozorovana u nizce diferencovanych tumori (Grade 3)
a u lokalné pokrocilych tumorid (T3 a T4a,b). Tumory s histologicky zjist€énym
perineurdlnim Sifenim byly spojeny s vysSi uspéSnosti izolace bunécnych kultur
z primarniho tumoru 1 z lymfogennich metastdz. Tumory s histologicky prokazanou
lymfangioinvazi byly spojeny s vys§i uspéSnosti izolace primokultur z metastaticky
postizené lymfatické uzliny. Nejuspésnéjsi izolace nadorovych bunék z lymfogennich
metastaz byla zaznamendna u vzorka s vyssi lokalni pokrocilosti tumoru (T3 a T4a,b) a

u nadori s postizenim vétSiho poctu lymfatickych uzlin. Karcinomy s mucindzni

vvvvv
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schopnosti adheze bun¢k k povrchu lahve a niz§iho poctu odebranych nadorovych

bunék.

Tab. €. 7: Uspésnost izolace bunécnych linii z primarniho tumoru a z regionalni

lymfatické uzliny v zavislosti na histologickych parametrech kolorektalniho karcinomu.

Celkovy % tuspésSnost izolace z | % tspéSnost izolace
pocet primarniho tumoru V/
(n=60) (n=58) lymfatické uzliny
(n=36)
Stage tumoru
T1 1/60 (2 %) 0/0 (0 %) 1/1 (100 %)
T2 10/60 (17 %) 2/9 (22 %) 1/4 (25 %)
T3 38/60 (63 %) 17/38 (45 %) 10/24 (42 %)
T4a, b 11/60 (18 %) 7/11 (64 %) 5/7 (71 %)
Stage lymfatickych
uzlin
NO + NO(i+) 32/60 (53 %) 14/31 (45 %) 3/17 (18 %)
Nla, b, c 18/60 (30 %) 8/17 (47 %) 8/11 (73 %)
N2a, b 10/60 (17 %) 4/10 (40 %) 6/8 (75 %)
Lokalizace tumoru
Pravy tra¢nik 26/60 (43 %) 11/24 (46 %) 9/18 (50 %)
Levy tracnik 34/60 (57 %) 15/34 (44 %) 8/18 (44 %)
Grade tumoru
Gl 8/60 (13 %) 2/7 (29 %) 1/3 (33 %)
G2 40/60 (67 %) 16/39 (41 %) 10/24 (42 %)
G3 12/60 (20 %) 8/12 (67 %) 6/9 (67 %)
Angioinvaze
Prokézana 25/60 (42 %) 10/25 (40 %) 9/13 (69 %)
Neprokazana 35/60 (58 %) 16/33 (48 %) 8/23 (35 %)
Perineuralni Sifeni
Prokdzano 13/60 (22 %) 7/13 (54 %) 6/8 (75 %)
Neprokazano 47/60 (78 %) 19/45 (42 %) 11/28 (39 %)
Mucin6zni
komponenta
Pfitomna 16/60 (27 %) 5/16 (31 %) 3/10 (30 %)
Neptitomna 44/60 (73 %) 21/42 (50 %) 14/26 (54 %)

Morfologie bun¢k primokultur byla hodnocena v cytospinovych preparatech.
Epitelidlni diferenciace byla prokazdna pomoci imunohistochemického prikazu
koktejlu cytokeratinh AE1/AE3. Cytologické znaky malignity zahrnovaly anizocytézu,
anizokary6zu, posun nukleocytoplasmatického poméru ve prospéch jadra, prominujici

jadérka a mitotickou aktivitu (obr. €. 21).
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Obr. €. 22: Cytospinovy preparat primokultury odvozené z lymfogenni metastazy (May-
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Griinwald-Giemsa, 200x, cytospin) (A). Imunocytochemicky prikaz pancytokeratinu
AEI1/AE3 ukazuje cytoplazmatickou pozitivitu ve vétsin€ kultivovanych bunék. Ostatni

elementy jsou fibroblasty, endotelie a lymfoidni elementy (200x, cytospin) (B).
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6.2 Vztah mutaci v genomu bunék kolorektalniho karcinomu na tspéSnost
izolace bunéénych kultur

Soucasti rutinni diagnostiky u pokrocilych karcinomu kolorekta (pN1-3 a pM1)
je testovani mutace geni KRAS, NRAS a BRAF pro ptipadné rozhodovani o optimalni
biologické 1écbé. V nasi kohorté pacientli s kolorektalnim karcinomem byly nejprve
stanoveny tyto mutace u 15 vzorkl z primarniho tumoru a na zakladé slibnych vysledki
byly stanoveny i u dalSich 36 vzorki spolecné s dalSimi geny (PTEN, PT53, PIK3CA),
které¢ hraji nepochybné vyznamnou roli v patogenezi kolorektalniho karcinomu. Ve
vSech piipadech byla DNA izolovana z tkdnovych parafinovych blocki. U naSich
pacientll byla nejéastéji zjisténa mutace protoonkogenu KRAS v 51 % (26/51) vzorkl a

tumorsupresovového genu 7P53 u 61 % (22/36) ptipadi (tab. ¢. 8).

Tab. ¢. 8: Stanoveni genetickych mutaci KRAS, NRAS, BRAF, PTEN, TP53 a PIK3CA

na molekularni arovni u pacientil s kolorektalnim karcinomem.

(n=51)
KRAS mutace 26 (51 %)
KRAS wild type 25 (49 %)

NRAS mutace 2 (4 %)
NRAS wild type 49 (96 %)
BRAF mutace 6 (12 %)
BRAF wild type 45(88 %)
PTEN mutace 5(10 %)
PTEN wild type 46 (90 %)

(n=36)
TP53 mutace 22 (61 %)
TP53 wild type 14 (39 %)
PIK3CA mutace 11 (31 %)
PIK3CA wild type 25 (69 %)

Vysledky ziskané z analyzy mutaci (KRAS, NRAS, BRAF, PTEN, TP53 a
PIK3CA) byly dale pouzity pro hodnoceni uspésnosti izolace primokultur z primarniho
tumoru a z regionalni lymfatické uzliny (tab. €. 9). Vyssi GspéSnost izolaci z primarniho
karcinomu byla zaznamendna u vzorkli s BRAF a PIK3CA mutaci, zatimco u linii z
regionalnich lymfatickych uzlin byla zji§téna vySsi GspéSnost u vzorkli s KRAS a PTEN
mutaci. Nicméné jde o velmi mala ¢isla, ze kterych neni mozné vyvozovat vyznamnéjsi
Zavery.
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Tab. ¢. 9: Vliv mutace KRAS, NRAS, BRAF, PTEN, TP53 a PIK3CA na uspéSnost

izolace primokultur z primarniho tumoru a lymfogenni metastazy.

Geneticka mutace

Pocet pripadi

% uspésnosti

% uspésnosti

s mutaci izolace primarniho | izolace lymfatické
tumoru uzliny
KRAS mutace 26 10/25 (40 %) 10/17 (59 %)
NRAS mutace 2 0/1 (0 %) 1/2 (50 %)
BRAF mutace 6 3/6 (50 %) 1/2 (50 %)
PTEN mutace 5 2/5 (40 %) 2/3 (75 %)
PTS53 mutace 22 9/22 (41 %) 5/10 (50 %)
PIK3CA mutace 11 5/11 (45 %) 3/6 (50 %)

6.3 Imunohistochemicka/imunocytochemicka analyza

Imunohistochemické stanoveni proteinové exprese bylo provedeno pomoci

protilatek proti B-cateninu, V60OE mutované form&é BRAF, p53 a Ki67. Analyza byla

provedena z parafinovych blocki fixovanych formalinem a odpovidajici linie izolované

z této tkané (kultura ¢. 20B). Vysledky ukazuji shodnou expresi mezi tumorem a jeho

primdrni buné¢nou linii: exprese Ki67 a p53 byla zvySena v nadorovych buiikéch

v porovnani s nenadorovou tkani (obr. ¢. 23 — C, D). V testovaném vzorku (kultura

¢. 20B) nebyla zjisténa mutace BRAF V600E. U B-cateninu byla zachovana normalni

membranova distribuce.
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Obr. ¢. 23: Imunohistochemickd analyza — histologické fezy rozhrani mezi normalni
sttevni sliznici a kolorektalnim karcinomem (oznaceno Sipkou) - leva strana (A,B,C,D).
Imunocytochemickd analyza (kultura ¢ 20B) — bunky primokultury izolované
z kolorektalniho karcinomu: pravd strana (a,b,c,d,). Imunohistochemické (popf.
imunocytochemické) barveni: A,a — B -catenin (patrnd membranova exprese); B,b —
BRAF V600E (negativni exprese); C,c — Ki67 (zvySend exprese v tumoru); D,d — p53

(zvysena jaderna exprese v nadoru).

V neposledni fad¢é byla sledovana priméma doba mezi jednotlivymi pasazemi.
Primérny cas od zpracovani tkdné primarniho tumoru po prvni pasaz bunééné kultury
byl 18,5 dne (kultivaéni lahev o objemu 25 cm?), mezi prvni a druhou pasazi byla tato

doba 6,5 dne (dvé kultivaéni lahve o objemu 25 cm?®) a mezi druhou a tieti 6 dna (dvé
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kultivaéni lahve o objemu 75 cm?®). U primokultur odvozenych z metastaticky
postizenych lymfatickych uzlin byl primérny ¢as obdobny; od zpracovani tkané do
prvni pasaze 19 dnd (kultivaéni lahev o objemu 25 cm?), mezi prvni a druhou pasazi
5,5 dne (dvé& kultivaéni lahve o objemu 25 cm?) a mezi druhou a tieti pasazi taktéz

5,5 dne (dvé& kultivaéni lahve o objemu 75 cm?).

6.4 Charakterizace tkanovych vzorki, od kterych byla ziskana bunééna linie

z primarniho tumoru i metastazy

Tab. ¢. 10: Zakladni histologicka charakteristika vzorkt uréenych pro izolaci bunéénych

kultur.
Cislo Stage Stage | Grade | Angioinvaze | Perineuralni | Mucin6zni Lokalizace
kultury | tumoru | uzlin | tumoru Sifeni komponenta tumoru
4 T4b T2b G3 + + 0 sigmoideum
20 T3 T1b G2 - - 0 cékum
30 T4a Tla G2 + + 0 transversum
34 T3 Tla G2 - - 0 sigmoideum

Na zaklad¢ patologickych dat (staging tumoru, staging uzlin, grading tumoru,
angioinvaze, perineuralni Sifeni, mucinézni komponenta a lokalizace tumoru) byly
vybrany pro prvotni experimenty Ctyii vzorky, u nichZ jsme ziskali jak buné€nou liniii
z primdrniho nadoru, tak zuzlinové metastdzy. Vzorky se navic liSily rozdilnym
stagingem uzlin (N1a, N1b, N2b) a gradingem tumoru (G2, G3), rozdilnou angioinvazi,

perineuralnim Sifenim a lokalizaci tumoru.

6.4.1 Charakteristika primokultur z hlediska schopnosti migrace

Pro testovani schopnosti migrace izolovanych primokultur byla pouZita metoda
prichodu pfes semipermeabilni membranu za pomoci pfistroje xCELLigence.
Schopnost migrace byla stanovena u 35 bunéCnych linii z celkovych 43 Uspésné
vyizolovanych. Pro ukazku jsme zvolili ¢tyfi linie ziskanych z priméarniho tumoru (4B,
20B, 30B, 34B) a linie ziskané z metastaz do jejich lymfatickych uzlin (4A, 20A, 30A,
34A) (obr. ¢. 24). Buiky ziskané z metastazy do lymfatickych uzlin mély vyssi
migraéni potencidl, nez bunky ziskané z primarniho tumoru a to ve vSech ctyfech
pfipadech. Pro porovndni naSich kultur simortalizovanym modelem byly pouzity

bunécné linie korespondujici s naSimi kulturami a to linie SW480 a SW620.
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Imortalizovana bunécna linie SW480 je modelem kolorektalniho karcinomu a bunécna
linie SW620 je linie odebrand z metastdzy do lymfatické uzliny od stejného pacienta.
Ziskana data ukazala, ze bunky z lymfatické uzliny, SW620, migrovaly agresivnéji nez

buitky SW480.
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Obr. €. 24: Porovnani schopnosti migrace u ¢ty rznych linii izolovanych z primarniho
tumoru (4B, 20B, 30B, 34B) a linii z odpovidajicich metastaz do lymfatickych uzlin
(4A, 20A, 30A, 34A). Pro srovnani byly pouzity imortalizované linie SW480 a SW620,
tedy model bun¢k kolorektalniho karcinomu a bunék z metastaz do lymfatické uzliny
odebrané od stejného pacienta. Data jsou vyjadiena jako primér bunééného indexu +SD
z alesponl dvou nezavislych experimentl. Buné¢ny index odpovida narlistu poctu bun€k

proslych pfes semipermeabilni membranu.

6.4.2 Porovnani markert zapojenvch do adheze a migrace

Do metastatickych procesi je zapojeno mnoho molekul podilejicich se na
adhezi, migraci nebo invazivité. V naSich experimentech jsme se zaméfili na nékolik
markert, a to jak na irovni mRNA, tak i proteinu (obr. €. 26 a tab. ¢. 11). Bylo vybrano
nékolik molekul, u kterych bylo stanoveno relativni mnozstvi mRNA a proteind.
Jednalo se o epitelidlni adhezni molekulu (EpCAM), intercelularni adhezni molekulu
(ICAM1), N-cadherin, E-cadherin a B-catenin. Matrixové metaloproteinazzy MMP2 a
MMPY, zapojen¢ do degradace ECM, byly stanoveny na urovni mRNA
(obr. €. 25). Porovnani exprese bylo provedeno ve vSech ctyfech izolovanych liniich

z primarniho tumoru a ¢tyfech liniich izolovanych z jejich metastatickych lymfatickych
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uzlin (vzorky ¢. 4, 20, 30, 34). Pro porovnani byly opét pouzity imortalizované linie

SW480 a SW620.

V souvislosti se schopnosti migrace bunck byly nejprve stanoveny hladiny
mRNA matrixovych metaloproteindz (MMP). Vyssi hladiny MMP byly zjiStény u
bun¢k izolovanych z primarniho kolorektdlniho karcinomu, na rozdil od
imortalizovanych bunéénych linii SW480 a SW620, ve kterych byl efekt opacny
(obr. €. 25). Vyznamné vyssi hladiny molekuly EpCAM na urovni mRNA a proteinu
byly nalezeny v metastatickych buiikdch v jednom pfipad€, a to u pacienta ¢. 4. V
ostatnich vzorcich bylo stanoveno podobné mnozstvi proteinii v buitkdch primarniho
tumoru i v bunikach ziskanych z metastaz. Co se tyc¢e hladiny mRNA, molekula ICAM1
a N-cadherin a stejn¢ tak hladina proteinil byla zvySena u bunc¢k metastatickych. Dalsi
dalezitd molekula zapojend do metastatického procesu, E-cadherin, byla zvySena na
urovni mRNA i proteinu u pacienta ¢. 20 a ¢. 30. Na druhou stranu, hladina -cateninu
byla zvysena ve dvou ptipadech (pacient ¢. 20 a ¢. 34) na urovni mRNA, zatimco
hladina proteinti se neménila v Zddném z testovanych vzorkl. Vysledky jsou shrnuty na
obrazku €. 26, jednotlivé hodnoty relativniho mnozstvi jsou uvedeny v tabulce €. 11.

U imortalizovanych linii SW480 a SW620 byly ziskany podobné vysledky jako
u primokultur. Hladina mRNA a proteini molekul ICAMI1 a N-cadherin byla vyznamné
vy$§i u linie SW620, zatimco molekuly EpCAM a B-catenin vykazovaly stejné hodnoty
v obou testovanych liniich. Proteinovd hladina E-cadherinu nebyla pomoci western

blotu detekovana v zadné z téchto dvou linii.
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Obr. €. 25: Exprese MMP2 a MMP9 na tGrovni mRNA v buitkich primérniho
kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B, 34B) a bunkach jejich metastdz do lymfatické
uzliny (4A, 20A, 30A, 34A) byla stanovena pomoci RT PCR. Pro srovnani byly pouzity
imortalizované linie SW480 (oznaceno jako SW-B) a SW620 (oznaceno jako SW-A).
Data jsou vyjadiena jako pramér relativniho mnozstvi +£SD z alespon dvou nezavislych
experimentl. *p<0,05 = buiiky primarniho kolorektalniho karcinomu vs. buiiky z jejich

metastazy do lymfatické uzliny.
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Obr. €. 26: Porovnani exprese molekul zapojenych do bunécéné adheze a progrese
(N-cadherin, E-cadherin, EpCAM, ICAM-1 a B-catenin) na irovni mRNA a proteinu u

bunék izolovanych z kolorektalniho karcinomu a jejich metastdzy do lymfatické uzliny
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u Ctyf pacientii. Pro srovnani byly pouzity imortalizované linie SW480 (oznaceno jako
SW-B) a SW620 (oznaceno jako SW-A). Exprese molekul na trovni mRNA byla
stanovena pomoci RT-PCR a na urovni proteinli western blot analyzou. Méfeni bylo
provedeno v duplikdtech a dvou nezavislych experimentech. *p<0,05 = buiky

z kolorektalniho karcinomu vs. buiiky z metastazy do lymfatické uzliny.

Tab. ¢. 11: Relativni mnozstvi mRNA vybranych molekul zapojenych do bunéénych
adhezi a progrese (MMP2, MMP9, EpCAM, ICAM-1, N-cadherin, E-cadherin a
B-catenin) u bun€k izolovanych z kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B, 34B) a
jejich metastdz do lymfatické uzliny (4A, 20A, 30A, 34A) u Ctyf pacientd a u
imortalizovaného modelu SW480 a SW620. Data byla stanovena pomoci RT-PCR.
Vysledky jsou vyjadieny jako primér hodnot +SD zalespont dvou nezavislych
experimentll *p<0,05 = buniky z kolorektalniho karcinomu vs. buniky z metastazy do

lymfatické uzliny; resp. SW480 vs. SW620.

mRNA
relativni | MMP- | MMP- | EpCAM | ICAM- N- E- B-
mnoZstvi 2 9 1 cadherin | cadherin | catenin
SW620 | 1.00+ |1.00+ |1.00=+ 1.00+ | 1.00+ 1.00 + 1.00 +
0.30 0.13 0.15 0.13 0.20 0.26 0.20
SW480 | 0.59+ |0.16+ 1.19+ 040+ |0.46=+ 0.55+ 1.16 +
0.15 0.03* 0.30 0.03* 0.11%* 0.06 0.05
4A 1.00 £ 1.00 + 1.00 + 1.00+ | 1,00+ 1.00 £ 1.00 +
0.14 0.09 0.17 0.03 0.01 0.30 0.04
4B 136+ |205+ |0.06+ 0.11+ |0,56+ 1.00 £ 0.76 =
0.11%* 0.02%* 0.19%* 0.05* 0.06 0.26 0.07
20A 1.00 £ 1.00 + 1.00 + 1.00£+ | 1.00+ 1.00 £ 1.00 +
0.11 0.01 0.23 0.01 0.03 0.03 0.09

20B 494+ | 1674+ | 5.66+ 11.96 + | 231+ 243 £ 392+
0.02* 0.06* 1.61* 0.28* 0.02* 0.03* 0.05*
30A 1.00+ |[1.00+ |1.00=+ 1.00£+ | 1.00=+ 1.00 + 1.00 £

0.38 0.15 0.11 0.01 0.01 0.06 0.02
30B 136+ [ 888+ |[0.70=+ 028+ |[0.16=+ 334+ 0.51 +
0.06 0.56* 0.23 0.01* 0.02* 0.39* 0.06
34A 1.00+ | 1.00+ |1.00<+ 1.00+ | 1.00=+ 1.00 + 1.00 +
0.07 0.01 0.03 0.03 0.15 0.07 0.25
34B 1.14+ [ 160+ |[229+ 033+ [040=+ 2.70 £ 0.97 +
0.13 0.39 0.54* 0.03* 0.05 0.23 0.01*
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6.4.3 Stanoveni relativniho mnozstvi mikroRNA v izolovanych bunéénych liniich
Exprese mikroRNA (miR-21, miR-29a, miR-31, miR-125b a miR-200a)

byla

vybranych bunécnych liniich izolovanych z primarniho kolorektalniho karcinomu (4B,

20B, 30B a 34B) a jejich metastdz do lymfatickych uzlin (4A, 20A, 30A, 34A),

souvisejici s procesy adheze a migrace méfena a porovnavana ve

ziskanych od ctyt pacientli. Vysledky jsou shrnuty na obrazku €. 27 a v tabulce €. 12.
Mnozstvi miR-21 bylo vyznamné zvySeno ve dvou ptipadech (kultura ¢. 4 a ¢. 34)
v liniich izolovanych z kolorektalniho karcinomu. Stejné tak mnozstvi miR-29a bylo
zvyseno v kultute €. 4, €. 34 a navic také v kultufe €. 30, vzdy u bun€k kolorektalniho
karcinomu, v porovnani s liniemi izolovanymi z metastdz. MiR-31 byla deregulovéana
pouze v piipadé 30B. MiR-200a byla vyrazné¢ modifikovana ve dvou piipadech, v linii
30B doslo ke snizeni exprese a v linii 34B byla exprese naopak zvysena.

Exprese vySe zminénych miRNA souvisejicich s procesy adheze a migrace byla
meéfena a porovnavana také v imortalizovanych bunéénych liniich SW480 a SW620.
Data jsou uvedena na obrazku ¢. 27 a v tabulce ¢. 12. Hladiny miR-21, miR-31 a miR-
125b se nijak vyznamné nezménily. Na druhou stranu hladina miR-29a a miR-200a

byly vyznamné& zvyseny u linie SW480 v porovnani s linii SW620.

Tab. ¢. 12: Relativni mnozstvi vybranych miRNA zapojenych do bunécnych adhezi a
progrese (miR-21, miR-29a, miR-31, miR-125b, miR200a) u bunék izolovanych
z kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B a 34B) a jejich metastdz do lymfatické
uzliny (4A, 20A, 30A, 34A), ziskanych od Ctyf pacientll a u imortalizovaného modelu
SW480 a SW620. Exprese byla stanovena pomoci RT-PCR. Data jsou vyjadiena jako
primér hodnot +SD zalespoii dvou nezavislych experimentd *p<0,05 = bunky
z kolorektalniho karcinomu vs. buiiky z metastazy do lymfatické uzliny; resp. SW480

vs. SW620.

miRNA miR21 miR29a miR31 miR125b miR200a
relativni mnoZstvi

SW620 1.00 £0.01 1.00£0.16 | 1.00+£0.09 | 1.00£0.16 | 1.00 +0.05

SW480 1.07+0.09 |2.05+0.11* | 1.01+£0.07 | 0.69+0.01 | 2.30+0.01*
4A 1.00 £0.28 1.00+0.08 | 1.00+0.08 | 1.00+0.03 | 1.00+0.03
4B 414 +£0.68*% | 3.42+0.18% | 1.46+0.18 | 1.33+£0.05 | 0.70+0.27
20A 1.00 £0.31 1.00+£0.04 |1.00+£0.04 |1.00£0.02|1.00+0.16
20B 0.64+0.01 |037+0.14 |0.68+0.14 | 0.56+0.05| 0.67£0.05
30A 1.00£0.16 | 1.00£0.03 |1.00+£0.03 |1.00+£0.01 | 1.00+0.05
30B 1.28+0.35 | 2.17+0.09* | 2.03+0.09* | 0.87 £0.01 | 0.25 + 0.06*
34A 1.00+£0.09 |1.00+£0.18 | 1.00£0.18 | 1.00+0.01 | 1.00+0.03
34B 2.54+£025*% | 235+028* | 1.52+0.07 | 1.37+0.03 | 4.85+0.2*
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Obr. ¢. 27: Porovnani relativni exprese vybranych miRNA souvisejicich s bunécnou
adhezi a progresi (miR-21, miR-29a, miR-31, miR-125b a miR-200a) u bunécnych linii
izolovanych z kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B a 34B) a jejich metastaz do
lymfatické uzliny (4A, 20A, 30A, 34A), ziskanych od Etyt pacientl. Pro srovnani byly
pouzity imortalizované linie SW480 (oznaceno jako SW-B) a SW620 (oznaceno jako
SW-A). Data byla stanovena pomoci RT-PCR. Vysledky jsou vyjadieny jako relativni
mnozstvi £SD jako primér z alespont dvou nezavislych experimentti. *p<0,05 = bunky

z kolorektalniho karcinomu vs. buiiky z metastazy do lymfatické uzliny.

6.4.4 Utinek chemoterapeutik a biologické terapie na Zivotnost izolovanych bun&k

V dalsi casti studie jsme se zaméfili na stanoveni Zivotnosti bun€k izolovanych
z kolorektalniho karcinomu a jejich metastdzy do lymfatické uzliny po ovlivnéni
chemoterapeutiky a biologickou lécbou (obr. ¢. 28). Chemoterapeutika irinotekan a
oxaliplatina reprezentuji adjuvantni terapii kolorektalniho karcinomu. Pro naSe
experimenty jsme zvolili testovani zdkladni cytotoxicity téchto léCiv na bunkach
kolorektalniho karcinomu (20B) a buikdch z jejich metastazy do lymfatické uzliny
(20A). Irinotekan se ukazal jako vice G¢inny v porovnani s oxaliplatinou, zejména u
bunék izolovanych z metastazy. Porovnani hodnot IC50 je shrnuto v tabulce €. 13.

Stejné tak jako u adjuvantni terapie byl porovnavan ucinek biologické terapie

(bevacizumab, cetuximab, panitumumab) na Zivotnost izolovanych bun&k. U
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testovanych linii nebyly zjiStény Zadné vyznamné zmény dokonce ani pii pouziti

vyssich koncentraci (bevacizumab 250 pg/ml; cetuximab a panitumumab 50 pg/ml).

irinotekan
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Obr. ¢. 28: Porovnani Zivotnosti bun€k izolovanych z primarniho nadoru a buné&k
z uzlinové metastazy po ovlivnéni adjuvantni terapii (irinotekanem, oxaliplatinou) a
biologickou lécbou (bevacizumabem, cetuximabem a panitumumabem) po dobu
30 hodin. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci WST analyzy. Data jsou vyjadfena jako
procenta neovlivnéné kontroly. *p<0,05 = buiniky izolované z kolorektalniho karcinomu
vs. builky izolované z jejich metastazy do lymfatické uzliny; #p<0,05 = bunky

ovlivnéné chemoterapii vs. neovlivnéna kontrola.
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Tab. ¢. 13: Hodnoty IC50 chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny u bunéck
izolovanych z kolorektalniho karcinomu a jejich metastazy do lymfatické uzliny po

30 hodinach inkubace.

IC50 [pg/ml]
bunky izolované z uzlinové bunky izolované z
metastazy primarniho nadoru
irinotekan 0.11 0.22
oxaliplatina 48.23 52.23

Na zaklad¢ predchozich vysledkii byl pro dalsi testovani zivotnosti bunék
vybran irinotekan a oxaliplatina. Citlivost k témto chemoterapeutikiim byla testovana na
nékolika imortalizovanych bunéénych liniich (HT29, CaCo2, SW480 a SW620) a
nenadorovych fibroblastech (CCD-112CoN) v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hodin.
Dale byla citlivost testovana na liniich izolovanych z primarnich kolorektalnich
karcinomti, resp. jejich uzlinovych metastaz, v ¢asovém intervalu 48 hodin, ktery byl
v pfedchozich experimentech uréen jako optimalni. Zivotnost byla hodnocena pomoci
testu WST-1. Na zéklad¢ testu cytotoxicity chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny
byly stanoveny hodnoty IC50 (tab. ¢. 14). V testovanych bunécnych liniich byly
zietelné rozdily citlivosti na testovana chemoterapeutika, avSak jako citlivéj$i se

projevily linie izolované z metastdz do lymfatickych uzlin.
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Tab.

¢.

14: Hodnoty IC50

chemoterapeutik

irinotekanu a oxaliplatiny u

imortalizovanych bunéénych linii HT29, CaCo2, SW480 a SW620, u nenadorové linie

CCD-112CoN a u bunéénych linii izolovanych od pacientd z primarniho tumoru (B) a

z metastaticky postizené lymfatické uzliny (A).

1C50 OPT [pg/ml]

1C50 IT[pg/ml]

24hod | 48hod | 72hod

24hod | 48hod | 72hod

Imortalizované nadoro

vé bunééné linie

HT29 | 482.70 | 46.95 | 5.82 70.01 2338 [11.29
CaCo2 | 11.18 | 0.36 1.14 | 150.00 48.11 | 3822
SW480 | 109.1 | 035 | 820 316.3 3281 |4.18
SW620 | 70.91 | 330 | 12.74 | 603.8 118.0 |8.64
Nenadorova bunécna linie
CCD | 36.13 | 1291 | 9820 | 341.7 | 1039 |341.7
Primokultury
36B 7.42 40.44
39B 55.08 108.5
42A 80.67 303.8
42B 30.18 41.82
43B 139.70 534.20
44A 47.83 43.63
44B 238.60 248.70
46B 143.90 504.80
47B 216.80 285.90
48B 24.08 13.33
54A 172.2 66.13
54B 16.19 38.11
55B 85.21 88.26

Pro dalsi testovani byly vybrany pouze imortalizované linie SW480 a SW620,

z linii izolovanych od pacientl byly vybrany vzorky cislo 42, 44 a 54, které vykazovaly

vyraznéjsi rozdily v citlivosti k testovanym chemoterapeutikiim a byly ziskdny z nizce

diferencovanych tumort (G3) a s vyssi pokrocilosti primarniho tumoru (T3, resp. T4a)

(tab. &. 15).

Tab. ¢. 15: Zékladni histologicka charakteristika vzorkd uréenych pro izolaci bunécnych

kultur.
Stage | Stage | Grade | Angio- | Perineurdlni | Mucinézni Lokalizace
tumoru | uzlin | tumoru | invaze Sifeni komponenta tumoru
42 | T4a N2b G3 + + + (5 %) Ascendens
44 T3 N1b G3 + + + (20 %) Ascendens
54| T4a N2a G3 + - - Ascendens

88




6.4.5 Imunohistochemickd analvza sledovanych markeru nddorové progrese

Nejprve byla provedena imunohistochemickd analyza vybranych vzorkl
(¢. 42,44, 54). Imunohistochemické stanoveni exprese proteinit bylo provedeno
pouzitim primarnich protilatek specifickych pro E-cadherin, N-cadherin a vimentin
(obr. €. 29). K analyze bylo pouzito formalinem fixovanych parafinovych blocki ze tii
primarnich kolorektalnich karcinomt a tfi metastaticky postizenych lymfatickych uzlin
ziskanych od stejného pacienta. Vysledky ukazaly, ze exprese E-cadherinu byla ve
vSech sledovanych vzorcich stejna, zatimco hladina N-cadherinu byla zvySena pouze u
vzorku €. 44 a to v lymfatické uzlin€é. U vétSiny vzorkll se exprese vimentinu omezuje
pouze na buiky stromatu a lymfocyty, zatimco v lymfatické uzlin¢ u vzorku ¢. 54, se
objevuje vimentin i na builkach nadoru. Pro morfologické porovnani byl preparat

obarven hematoxylinem a eozinem (H&E).
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44, Primarni nador Uzlinova metastaza

E-Cadherin

N-Cadherin

Vimentin
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54. Primarni nado

Uzlinova metastaza

N-cadherin E-cadherin

Vimventin

Obr. €. 29: Imunohistochemicka analyza — stanoveni exprese molekul podilejicich se na
nadorové progresi ve tfech primarnich kolorektalnich karcinomech (vzorek ¢. 42, 44 a

54) a tfech metastaticky postizenych lymfatickych uzlinach ziskanych od stejného
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pacienta. Pro stanoveni byly pouzity primarni protilatky specifické pro E-cadherin,

N-cadherin a vimentin. ZvétSeni 200x.

6.4.6 Stanoveni exprese markeru podilejicich se na 1ékové rezistenci

Zavaznym problémem 1écby chemoterapeutiky je lékova rezistence. Rozdily
v citlivosti mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi mohou souviset s interindividualnimi
rozdily v expresi efluxnich transportéri. Proto jsme se zaméfili na stanoveni proteinti
podilejicich se na rezistenci k chemoterapeutikiim irinotekanu a oxaliplating, jako jsou
MDR1, MRP1 a MRP2. V naSich experimentech jsme porovnavali hladiny téchto
protein zapojenych do rezistence mezi builkkami izolovanymi z primarniho
kolorektalniho karcinomu (42B, 44B, 54B) a bunck izolovanych z metastdzy (42A,
44A, 44B). Bunky izolované z primarnich nadort byly pouzity jako kontrola (hodnota
denzity 1,0). U vSech testovanych vzorki byla zjiSténa vyssi exprese MDR1 v buitkach
primarniho nadoru (42B, 44B, 54B a SW480). Na druhou stranu, vyssi hladiny MRP1 a
stejn¢ tak i MRP2 byly nalezeny ve vzorku 54A. Vyssi hladina proteinu MRP2 byla

nalezena 1 v linii SW620 v porovnani s linii SW480.

42 44 54 SW
A B A B A B 620 480

MDR1
0.00* 1.00 0.05%* 0.06* 0.00%* 1.00
MRP1 [ .
& i
0.96 1.00 028* 0 196*7 _ 1.00
MRP2

0.20 1.00 0.95 1.00 146 1.00 1.85% 1.00

B-actin  —

Obr. ¢. 30: Porovnani exprese MDRI1, MRP1 a MRP2 v bunikich primarniho
kolorektalniho karcinomu (42B, 44B, 54B) a bunék z jejich metastdz do lymfatické
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uzliny (42A, 44A, 54A) izolovanych z nadorti od tii pacientli. Pro porovnani byly
pouzity imortalizované bunécéné linie SW480 a SW620. Hladiny proteint MDRI,
MRP1 a MRP2 byly stanoveny metodou western blot. Méfeni bylo provedeno ve dvou
nezavislych experimentech. *p<0,05 = buiikky z metastazy do lymfatické uzliny vs.

bunky z primarniho kolorektalniho karcinomu.

6.4.7 Vliv chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny na migra¢ni potencial

izolovanych bunéénych linii

U vybranych izolovanych linii (vzorky 42, 44, 54 A i B) byla testovéana
schopnost migrace a zarovein byl porovndvan vliv chemoterapeutik irinotekanu a
oxaliplatiny na jejich migrac¢ni potencidl. VyS$i migracni potencidl byl pozorovan u
bunck primarniho tumoru (42B a 54B), kromé& vzorku ¢islo 44, kde buniky primérniho
tumoru nebyly schopny migrovat viibec (n.d. = nedetekovatelné¢). Na druhou stranu,

irinotekan a oxaliplatina pasobily na migraci U¢inngji v builkkdch izolovanych

z lymfatické uzliny.
 54A
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Obr. ¢ 31: Porovnani schopnosti migrace bunék izolovanych z kolorektalniho
karcinomu (B) a buné€k izolovanych z jejich metastizy do lymfatické uzliny (A),
ziskané z nadorové tkané od tfi pacientd (42, 44, 54), po ovlivnéni irinotekanem a
oxaliplatinou (pouZitd koncentrace odpovidd hodnoté IC50). Migraéni assay byla
provedena pomoci analyzy v Case piistrojem x-CELLigence. M¢feni bylo provedeno ve
dvou nezavislych experimentech. Data jsou vyjadiena jako prumér +SD z posledniho
bodu méfeni z alesponn dvou nezavislych experimentd. *p<0,05 = irinotekan a

oxaliplatina vs. neovlivnéna kontrola; n.d. = nedetekovatelné.
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6.4.8 Stanoveni markeru nadorové progrese na urovni mikroRNA a mRNA

Byly také méfeny hladiny marker zapojenych do nadorové progrese na tirovni
mRNA (E-cadherin, N-cadherin, MMP2, MMP9 a vimentin) a také hladiny mikroRNA
souvisejicich s témito procesy (miR-21, miR-29a a miR-200a) (viz obr. ¢. 32 a 33).

Vyssi exprese E-cadherinu byla zjiSténa v buiikkdch z metastazy do lymfatické
uzliny (A) ve vzorcich ¢. 42 a 44. Ve vzorku ¢. 54 byla vyssi exprese E-cadherinu
nalezena v bunikach kolorektalniho karcinomu. Vyraznd exprese N-cadherinu byla
zjisténa také ve vzorku 44A. Mezenchymalni marker vimentin byl vyrazné exprimovan
v bunikach z metastdz do lymfatické uzliny, kromé vzorku ¢. 44. MMP, které jsou
zapojeny do nddorové progrese, byly vyznamné vysSi v buiikach z metastaticky
postizenych lymfatickych uzlin, zejména pak MMP-9. Jedina vyjimka byl vzorek ¢. 42,
ve kterém hladina mRNA obou MMP byla témét nulova.

Co se tyce exprese mikroRNA, vyssi hladina miR-21 byla stanovena v buiikach
z metastaticky postizenych lymfatickych uzlin, vyjma vzorku ¢. 44. Nejvyrazngjsi
zvySeni miR-21 bylo zjisténo v metastatickych buiikach 54A. Relativni mnozstvi miR-
29a bylo naopak sniZeno v metastatickych bunikach (vzorek 44, 54, SW) v porovnani
s liniemi odvozenymi z primarniho tumoru. Vyznamny ndrtst hladiny miR-29a byl
detekovan v linii 42A. Podobny trend jsme pozorovali i v expresi miR-200a, pfi¢emz

nejvyssi hladina byla stanovena praveé v linii 42A.
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Obr. €. 32: Porovnani rozdilu exprese mRNA vybranych molekul zapojenych do
nadorové progrese v buitkach izolovanych z metastazy do lymfatické uzliny (42A, 44A,
54A) a bunék z jejich primarnich tumorti (42B, 44B, 54B). mRNA exprese E-cadherinu,
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N-cadherinu, MMP2, MMP9 a vimentinu byla stanovena pomoci RT PCR. M¢éteni bylo
provedeno ve dvou nezavislych experimentech. Data jsou vyjadfena jako relativni
mnozstvi £SD.  #p<0,05 = buinky z metastdzy do lymfatické uzliny vs. bunky

z primarniho kolorektalniho karcinomu.
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Obr. ¢. 33: Porovnani rozdilu hladin miRNA =zapojenych do nadorové progrese
v bunikach izolovanych z metastazy do lymfatické uzliny (42A, 44A, 54A) a bunék
z jejich primarnich tumort (42B, 44B, 54B). Hladiny miR-21, miR-29a, miR-200a byly
stanoveny pomoci RT PCR. Méfeni bylo provedeno ve dvou nezavislych
experimentech. Data jsou vyjadiena jako relativni mnozstvi £SD. #p<0,05 = bunky

z metastazy do lymfatické uzliny vs. buiiky z primarniho kolorektalniho karcinomu.

6.4.9 Vliv chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny na expresi molekul zapojenvch

do nadorové progrese

Zmény na Urovni miRNA byly nalezeny 1 po ovlivnéni irinotekanem a
oxaliplatinou (obr. ¢. 34) ve vSech testovanych liniich (42, 44, 54, SW — A i B).

Nejvyraznéjsi pokles byl pozorovan u miR-21 po ovlivnéni irinotekanem 1 oxaliplatinou
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v bunééné linii 54B. Na druhou stranu, v bunécné linii 42A a 42B bylo nalezeno
vyrazné zvySeni hladiny miR-21, zejména po ovlivnéni oxaliplatinou. Vyrazné zvySeni
hladiny miR-29a bylo pozorovano v bunécné linii 42B, po ovlivnéni irinotekanem a
oxaliplatinou. Viditelny opacny efekt byl zjistén v bunécné linii 54B, kde doslo ke
snizeni hladiny miR-29a. Hladina miR-200a byla zvySena po ovlivnéni irinotekanem
v bunééné linii 42B, 54A a 54B; upregulace byla pozorovana také po ovlivnéni
oxaliplatinou a to v bunécné linii 44A a 54B. Vyrazny pokles miR-200a byl zjistén

pouze v linii SW620, po ovlivnéni irinotekanem i oxaliplatinou.
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Obr. &. 34: Porovnani relativniho mnoZstvi miRNA souvisejiciho s nddorovou progresi
(miR-21, miR-29a, miR-200a) po ovlivnéni irinotekanem a oxaliplatinou
v metastatickych nadorovych buiikdch zlymfatické uzliny (42A, 44A, 54A) a
v bunikach kolorektalniho karcinomu (42B, 44B, 54B) izolovanych z tumoril od tfi
pacienti a v imortalizovanych bunikich SW620 a SW480. Exprese byla stanovena
pomoci RT-PCR analyzy. Data jsou vyjadiena jako pramér relativniho mnozstvi +SD z
alespoil dvou experimentil. *p<0,05 = metastatické nadorové bunky z lymfatické uzliny

vs. buiiky kolorektalniho karcinomu.
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Utinek irinotekanu a oxaliplatiny na expresi molekul souvisejicich s nadorovou
progresi byl porovnavan na urovni mRNA a proteinu (obr. ¢. 35). Vyznamné zmény
nastaly ve vétSin€ testovanych vzorkl a to jak u bunék kolorektalniho karcinomu, tak
bun¢k odvozenych z metastazy do lymfatické uzliny. Hladina N-cadherinu byla ve
vSech testovanych bunécnych liniich ziskanych z klinickych vzorkli snizené
exprimovéna (42, 44, 54 — A i B) po ovlivnéni irinotekanem i oxaliplatinou. Casto je
pozorovan jev, pifi némz hladina mRNA E-cadherinu koresponduje s hladinou
N-cadherinu, napt. ve vzorcich 42A, 42B nebo 44 A. Na druhou stranu, ve vzorcich 54A
a 54B je pozorovana sniZzena exprese N-cadherinu spolecné se zvySenou expresi
E-cadherinu na urovni mRNA. Podobny trend byl pozorovan i na Grovni proteinu ve
vySe zminénych ptipadech.

Exprese MMP2 a MMP9 byla testovdna pouze na irovni mRNA. Po ovlivnéni
irinotekanem a oxaliplatinou byl sledovdn vyrazny pokles obou testovanych
metaloproteinaz v linii 42B. MMP9 byla vyznamné zvysena po ovlivnéni irinotekanem
a to v liniich 42A, 44A a SW480. Po ovlivnéni oxaliplatinou doslo také ke zvySeni

MMP9 u linii SW620 a SW480.
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Obr. ¢. 35: Porovnani zmeén v relativni expresi molekul souvisejicich s nadorovou
progresi (E-cadherin, N-cadherin, MMP2, MMP9 a vimentin) na Urovni mRNA a

proteini po ovlivnéni irinotekanem a oxaliplatinou v builkdch z metastazy do
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lymfatické uzliny (A) a v buiikach kolorektalniho karcinomu (B) izolovanych z tumora
od tfi pacientd (vzorek €. 42- (a); ¢. 44 — (b); €. 54 — (¢); a bunék imortalizovanych
SW480 a SW620 (d). Exprese byla stanovena pomoci RT-PCR (mnozstvi mRNA) a
pomoci western blot analyzy (mnozstvi proteinu). Data jsou vyjadiena jako prumér
relativniho mnozstvi +£SD z alespoil dvou experimenti. *p<0,05 = metastatické

nadorové builky z lymfatické uzliny vs. buiiky kolorektalniho karcinomu.
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7 Diskuze

Péstovani bunécnych kultur dnes patii mezi rutinni techniky pouzivané
v zékladnim 1 aplikovaném vyzkumu a ve vyrob&. In vitro lze kultivovat fadu
bunénych modelt, véetné modelu kolorektalniho karcinomu. Pro zalozeni takovéto
kultury (primokultury) je potfeba laboratorni zvife nebo ¢lovék. Historicky kontinualni
nadorova linie je dulezity validni model pro testovani. Primarni bunécéné linie maji ten
samy potencial, av§ak 1épe odrazi vlastnosti pivodni tkané [73].

Odvozeni bunécénych kultur z lidskych nadorii je relativné rutinni procedura a
k jejich ziskani existuje nékolik metod (mechanickd a enzymaticka disociace, separace
za pomoci magnetickych nanocastic a pomoci hustotniho gradientu) [78, 85, 86].
Posledni dvé jmenované metody vedou kizolaci pouze urcitého typu specifickych
bunck, avSak je ¢im dal vice evidentni, Ze nddorové stroma hraje dilezitou roli
v invazivit¢ nddori nebo se muize podilet na 1ékové rezistenci v tumoru. Dulezitym
faktorem pro testovani patologickych procest je tedy pouziti smésice bunék.

Nami pouzitd metoda mechanické disociace zachovava plvodni vlastnosti
bunck, 1 kdyz je vystavuje relativné velkému mechanickému stresu, ktery mize vést k
jejich smrti [72, 74]. Pfi pouziti této metody jsou pfitomny builkky nddorové a zarovei
zachovany podptrné bunky nadorového stromatu (fibroblasty, endotelie,...). Dochazi
k relativnimu udrZeni ptvodniho mikroprostfedi nadorovych bunék, coz podporuje
jejich riist a proliferaci v porovnani s bunéénymi liniemi izolovanymi za pomoci jinych
metod [80].

Izolace buné€k z kontaminované tkané, kterou je i sttevo, je pomérné obtizna, ale
nejednd se o neprekonatelny problém. Jiz diive byla popséna izolace bunck
kolorektalniho karcinomu pomoci enzymatické disociace [77, 87] za pfitomnosti vysoké
koncentrace antibiotik s Gspésnosti 80 - 90 % [79]. V naSich experimentech byla
zjiSténa UspeSnost pouze 45 % (26/58), pticemz hlavnim omezenim izolace byla vysoka
mikrobidlni kontaminace bunécénych kultur ze stfevniho obsahu. Vysokd davka
antibiotik nebo antimykotik by mohla tento problém vyfesit. Nicméné, 1é€ba antibiotiky
muze interferovat s testovanim nékterych 1éCiv a navic vysoké davky antibiotik vedou
k selekci farmakorezistentnich kmenil v bunéénych kulturach [80].
postizeni lymfatickych uzlin. Experimentalni i1 klinicko-patologickd data ukazuji, ze
vyskyt lymfatickych cév v blizkosti solidnich nadorti byva casto spojovéan s uzlinovymi

metastazami [88, 89]. Lymfatické uzliny s potencialnim metastatickym postizenim byly
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vybrany podle velikosti a pohmatové tvrdosti. Uspé$nost izolace bun&énych kultur
z odebranych lymfatickych uzlin byla 47 % (17/36). Témét polovina odebranych
lymfatickych uzlin vSak nebyla metastaticky postizena. Redlnd uspé$nost izolace
bunécnych kultur z metastaticky postizenych lymfatickych uzlin je mnohem vyssi —
74 % (14/19). U tii ziskanych primokultur z lymfatické uzliny byly histologicky
zjiStény izolované nadorové bunky (ITC). Staging tumoru pfi nepfitomnosti metastazy
v jiné lymfatické uzlin€ byl stanoven jako pNO(i+).

Data z naseho genetického testovani ukazuji obvyklou incidenci mutaci KRAS,
NRAS, BRAF, PTEN a PIK3CA jak bylo popsano v literature [90]. Mutace genu KRAS
byla prokazana u 51 % nami testovanych vzorkli; mutace genu NRAS u 4 % vzorkd;
mutace genu PIK3CA u 31 % vzorkl; mutace genu BRAF u 12 % vzorkli a mutace genu
PTEN u 10 % vzorkd.

V budoucnu by mohlo paralelni testovani genetickych mutaci a testovani
citlivosti na chemoterapii nebo cilenou terapii byt rutinni pro kazdého pacienta. V tomto
sméru je snaha o rozvoj technologii, které by generovaly velké mnozstvi nadorovych
bunck vhodnych pro Siroké klinické testovani [91]. V nasi studii se Casovy interval mezi
jednotlivymi pasaZemi zkracoval se zvySujici se proliferaci bunék v kulture. Celkoveé
byl rist bunék odvozenych z primarniho tumoru obdobny v porovnani s buikami
izolovanymi z metastazy.

Bunikky z primarniho loziska kolorektdlniho karcinomu a buiky zuzlinové
metastazy ziskané od identického pacienta tvoii unikatni model vhodny pro studium
nadorove progrese a dalSich metastatickych vlastnosti. Pro nase experimenty jsme vSak
jesté hledali model imortalizovanych bunék, diky kterym bychom mohli porovnat
dosazené vysledky, chovani jednotlivych bun€k, morfologické a fenotypové rozdily
obou bunécnych typl s izolovanymi buitkami. Bunécné linie SW480 a SW620 piesné
spliovaly naSe pozadavky. SW480 (bunéfna linie priméarniho kolorektalniho
karcinomu) ma epitelidlni morfologii, zatimco SW620 (metastaza do lymfatické uzliny)
ma vietenobunéénou morfologii podobnou fibroblastu, stejné tak jako naSe testované
linie [92]. Co se tyce proliferacni schopnosti, vyssi proliferace byla zjisténa u bunék
SW620, v porovnani sbuitkami SW480 [92], zatimco proliferaéni index nami
izolovanych bunék byl mnohondsobné zvySen u bunck izolovanych z primarniho
nadoru v porovnani s buiikami izolovanymi z lymfatické uzliny. Pfi porovnavani bun&k

izolovanych a bunc¢k imortalizovanych bylo nalezeno velké mnoZstvi rozdild,

101



pravdépodobné také na zakladé selekce agresivnich kloni béhem pasézovani spole¢né
s duilezitou roli podptirného stromatu v primarni kultufe.

Mezibunééné adheze nebo adheze mezi buitkami a ECM hraji dulezitou roli
v nadorové progresi a rozvoji metastaz, ale také v usidleni bunc¢k v sekundarnim
lozisku. Adhezni molekuly, jako napt. cadheriny, ale i jiné, se podileji na migraci bun¢k
z nadorové masy. Snizend exprese E-cadherinu byva Casto spojovdna s nadorovou
progresi a zvySenou bunécnou invazivitou, jak bylo jiz diive popsdno u néckolika typt
nadort, pochazejicich z riznych tkéni [93]. Snizend exprese E-cadherinu spole¢né s
cateniny je spojovana s dediferenciaci, invazivitou a metastdzami. Zaroven snizenou
expresi E-cadherinu, ale i dalS§ich molekul, mohou =ziskat epitelidlni bunky
mezenchymalni fenotyp, ¢imz se stavaji vice invazivnimi. Ztrata E-cadherinu a s tim
souvisejici ptfechod na N-cadherin je zékladnim pfedpokladem EMT v kolorektdlnim
karcinomu. V tomto procesu N-cadherin interaguje s nejbliz§im okolim, ¢imz usnadiiuje
invazivitu a metastaticky potencial nadorovych bunck. [61]. Pfi detekci markert
podilejicich se na nadorové progresi jsme v nasich modelovych liniich nasli dva ptipady
bunck primarniho kolorektdlniho karcinomu, které vykazovaly zvySenou expresi
E-cadherinu v porovnani s hladinou v bunikdch z metastazy do lymfatické uzliny od
téhoz pacienta. U vétSiny testovanych vzorkd byla pozorovana zvySend migrace
zejména u bunék izolovanych z uzlinovych metastaz, ve dvou piipadech byla vSak
migracni aktivita vyss§i u bunéénych kultur z primarniho nddoru. Buniky z metastazy ve
vétsin€ piipadli migrovaly agresivnéji neZ buiky izolované z priméarniho karcinomu,
coz koresponduje s vysledky exprese E- a N-cadherinu na irovni mRNA 1 proteinu.
N-cadherin byl zvySené exprimovan zejména v bunkdch izolovanych zuzlinové
metastazy, zatimco zvySené hladiny E-cadherinu byly prokazany u bun¢k z primarniho
karcinomu. I kdyZ pfedchozi studie prokazaly horsi progndzu pro pacienty se snizenou
expresi adheznich molekul, jako napt. E-cadherinu a [-cateninu, v metastazach
v porovnani s primdrnimi tumory, tak popsany rozdil nebyl signifikantni a klinicka
vyznamnost snizené exprese téchto adheznich molekul nebyla dosud prokazana. [61].

Dutlezity krok v progresi kolorektalniho karcinomu a metastazovani souvisi
s bunécnymi adhezemi a to jak s odlou¢enim nadorovych bunék z priméarniho tumoru,
tak 1 pfichycenim bunék ke vzdalené tkani. Na organové selektivité metastaz se podili
ruzna exprese adheznich molekul ve tkanich cilovych pro metastazy, nebo piitomnost
riznych adheznich ligandi exprimovanych v bunéfnych liniich odvozenych

z kolorektalniho karcinomu [94]. Ve studii, zahrnujici 96 pacientl s kolorektalnim
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karcinomem, byla incidence metastaz do lymfatické uzliny nebo jater vyznamné nizsi u
pacienti se snizenou expresi molekuly ICAM-1 (intercellular cell adhesion
molecule) [95]. Tato molekula tzce souvisi se vznikem metastaz, ICAM-1
zprostiedkovava adhezi nadorovych bun¢k k extraceluldrni matrix [96]. Naproti tomu
dalsi studie ukazala zvySenou expresi ICAM-1 u kolorektalnich karcinomu, zaroven
exprese molekuly ICAM-1 nebyla prokazdna v normalni stfevni tkani [97]. V naSich
experimentech bunécna linie SW480 vykazovala niz$i expresi ICAM-1 v porovnani
s linii SW620. Stejn¢ tak ICAM-1 byla zvySené exprimovana v buiikkach izolovanych
z metastazy do lymfatické uzliny v porovnani s buitkami z odpovidajiciho primarniho
tumoru.

Dalsimi dutlezitymi molekulami, podilejicimi se na nadorové progresi, jsou
matrixové metaloproteinazy (MMP). Jednd se o proteolytické enzymy degradujici
kolagen v ECM a slozky bazéalni membrany jako napf. kolagen typu IV, proteoglykany,
elastin, laminin a fibronektin. V malignich nadorech je zvySena exprese MMP spojena
se zvySenou proteolyzou. Exprese MMP na povrchu invazivniho tumoru muze
zprostiedkovat interakci mezi buitkami tumoru a fibroblasty. ZvySend hladina MMP-9 u
kolorektalniho karcinomu koreluje s agresivitou tumoru a pfitomnosti metastiz v
jatrech. MMP-9 hraje dulezitou roli v migraci nadorovych bunék a metastatickych
procesech pravé u kolorektalniho karcinomu [98]. Hladina MMP-9 byla vyznamné
vyss§i u metastatickych SW620 v porovnani s buntkami SW480. Zatimco hladina dalsi
MMP, MMP-2, byla zméné€na minimalng. Zvysend exprese MMP-2 a MMP-9 byla
piekvapivé zjisténa v buikach primarniho kolorektdlniho karcinomu, ve vSech
testovanych vzorcich. Rozdily pravdépodobné reflektuji zmény mezi imortalizovanymi
bunéénymi liniemi a bunkami izolovanymi z nadorovych tkéani, které mohou byt
ovlivnény buitkami okolniho stromatu [99].

Mezi vyznamné reguldtory genové exprese a to jak v procesech fyziologickych,
tak 1 v téch patologickych, patii mikroRNA. Béhem poslednich n¢kolika let je ¢im dal
jasnéjsi, Ze miRNA hraji klicovou roli také v iniciaci a progresi kolorektalniho
karcinomu. Specifické miRNA mohou mit jak supresivni tak podplrny efekt zavisly na
bunééném prostiedi, ve kterém miRNA vznikaji [100]. Napf. miR-21 je velmi dobie
prostudovana ,,onkomiRNA®, kterd slouzi jako marker hor$i prognézy u raznych typt
karcinomt, v¢etné karcinomu prsu, jater, plic a také u kolorektalniho karcinomu [101].
Kromé toho je zvySend hladina miR-21 spojovéna s niz§i chemosenzitivitou a $patnou

odpovédi na chemoterapii u pacientl s kolorektalnim a plicnim karcinomem, zatimco
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inhibice miR-21 mutze zlepsit odpovéd na chemoterapii [102, 103]. MiR-21 je také
schopna zvysit bunécnou proliferaci nadorovych bunék, vaskularni invazi, extravazaci a
metastazovani [104]. V naSich experimentech byla miR-21 zvysené exprimovana
zejména ve vzorcich s vy§§im migracnim potencialem. Exprese dalsi miRNA, miR-31,
ktera je schopna inhibovat lokalni invazi, intravaskularni pfeziti a metastatické
kolonizace, byla jiz diive popsana v mnoha typech nadort jako napft. u karcinomu prsu,
prostaty, ovarii, zaludku, mocového méchyie, u kolorektidlniho karcinomu,
hepatocelularniho karcinomu, karcinomu hlavy a krku nebo dlazdicového karcinomu
jazyka [104, 28]. V naSich experimentech byla miR-31 zvySen¢ exprimovéana pouze
v jednom testovaném vzorku, a to u bun€k odvozenych z priméarniho kolorektalniho
karcinomu. Velmi dulezitym regulatorem genové exprese je rodina miR-200a, kterd
pusobi na celou fadu procest tykajicich se bunécné migrace a invazivity. Genovou
expresi markerd, podilejicich se na téchto procesech, reguluje pres ZEB1/2 v riznych
typech nadort. Inhibice miR-200a ptisobi snizeni hladiny E-cadherinu, zatimco dochazi
ke zvySeni hladiny vimentinu a zdroven je podpofena bunécnd motilita [105]. Nase
studie ukazala ve dvou pfipadech korelaci mezi sniZenim hladiny miR-200a v bunikach
primarniho kolorektalniho karcinomu a zvySenim hladiny E-cadherinu. U linie
kolorektalniho karcinomu, ve které byla zjisténa nejvyssi schopnost migrace bunck,
byla hladina miR200a vyznamné zvySena. Dal$im dilezitym reguldtorem u pacienti
s kolorektalnim karcinomem je miR-29a, jejiz zvySend hladina byla v séru pacientl
s kolorektalnim karcinomem prokazana [105]. Stejné¢ tak naSe bunky, ziskané z
primarniho kolorektalniho karcinomu, vykazovaly vyznamné vys$s§i hladinu miR-29a u
vétSiny testovanych vzorkll. MnozZstvi miRNA u kolorektalniho karcinomu je spojena
s diagndzou, prognozou a terapeutickou odpovédi. VSechny nami testované mikroRNA
vykazovaly vyraznou variabilitu, kterd vSak korelovala s expresi markert tykajicich se
invazivity a metastazovani, jako napf. vimentinem a E-cadherinem.

Pokroky v chemoterapii a radioterapii vyznamné zlepSuji pieziti pacientt.
Nicméné pokrocily nebo relabujici kolorektalni karcinom je stdle pomoci konvencni
systémové 1écby obtizné léCitelny, proto je potieba nastavit lepsi terapeutické podminky
[106]. 5-FU a leukovorin s kombinaci s oxaliplatinou se béZné pouzivaji pro adjuvantni
a paliativni chemoterapii kolorektalniho karcinomu [107, 108]. Pozitivni cytotoxicky
efekt irinotekanu a oxaliplatiny in vitro byl jiz nékolikrat testovan na riznych
bunécnych liniich, jejich citlivost se ale vzdy lisi [109, 110]. Pilotni data naSich

experimentll na izolovanych bunéénych liniich ukézaly vys$si G€innost irinotekanu na
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metastatické bunky v koncentracich srovnatelnych s koncentracemi pouzivanymi u
imortalizovanych bunéénych linii. Oxaliplatina ptsobila toxicky pouze ve vysSich
koncentracich u metastatickych bun¢k izolovanych z lymfatické uzliny resp. bun¢k z
kolorektalniho karcinomu (IC50=48,23, resp. 52,23 pg/ml). Do téchto vysledki se
muze promitnout cela fada faktorti, jako je napf. riznd exprese mikroRNA, markera
invazivity, mutace gend, ¢i rizna diferenciace a lokalizace tumoru [111].

V poslednich letech reprezentuje cilena terapie novy pfistup k 1écbé pacientt
s kolorektalnim karcinomem, ale také slibny prostor pro vyzkum molekularnich
mechanismi zodpovédnych za nddorovou progresi. Inhibice ristu bunék kolorektalniho
karcinomu linii Caco2 a HT-29 byla pozorovana po 48 hodindch expozice 40 pg/pl
koncentraci téchto 1€Civ, ale pouze v experimentech u kterych bylo 1é¢ivo ptidano
k nasazované bunécné suspenzi. Podani cilené terapie za pouZiti stejnych podminek
jako pro konvenéni chemoterapii na bunécnou proliferaci nemélo zadny efekt [112].
Nami izolované bunécné linie nereagovaly na pouzitou biologickou 1écbu
(bevacizumab, cetuximab, panitumumab). Efekt bevacizumabu na bunécnou linii,
vzhledem k jeho piisobeni na nadorovou angiogenezi, je pravdépodobné minimalni. V
primokulturach nepochybné jsou endotelidlni buiiky, které mohou uvoliovat nekteré
pusobky, nicméné¢ nezprostiedkovavaji zde nové cévni zasobeni nebo piisun zivin
jako u tumoru in vivo. Absence cytotoxického ptisobeni cetuximabu a panitumumabu je
lépe vysvétlitelna. Cetuximab a panitumamab je pouZivan v podstaté vyhradné
v kombinaci s konvenéni chemoterapii a na jejich terapeutickém efektu se jisté
spolupodili 1 nddorové stroma a protinddorova (zejména bunécnd) imunita organismu.

V dal§i ¢asti studie jsme se zaméfili na studium procesu EMT v naSich
bunéénych liniich. EMT byva popséana jako klicovy proces rastu malignich tumort,
zvySené invazivity a tvorby metastdz. Neni pfekvapenim, Ze EMT se objevuje u mnoha
solidnich tumori jako napt. prsnich [113], gastrointestinalnich [43], ovaridlnich [114],
plicnich, prostatickych [115] a mozkovych. V piipadé kolorektalniho karcinomu je
fenomén EMT zndm vic nez 20 let. Na toto téma bylo napsdno mnoho praci tykajicich
se specifickych vlastnosti a souvisejicich molekularnich drah. Velmi Casto se setkdvame
s heterogenitou vyskytujici se v souvislosti s procesem EMT uvniti tumord. Existence
markerti a predikce vyvoje a biologického chovani tumoru.

Néador mulze byt produktem svého mikroprostfedi, ve kterém buiky

mikroprostiedi asociované snadorem méni proliferacni a invazivni vlastnosti
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nadorovych bun¢k za pomoci mezibunécnych spoji a diky sekreci signalnich molekul
jako jsou napf. rustové faktory a cytokiny [116]. Fibroblasty znamenaji nejranngjsi
bunécny typ, ktery byva spojen s nddorem uvniti nddorového mikroprostiedi [117].
Role nadorového mikroprosttedi a EMT v tvorbé a rozvoji tumoru je zprostiedkovéana
dvéma diillezitymi mechanismy. Prvni je ten, Ze fibroblasty usnadiiuji proliferaci bunék
v okrajovych c¢astech tumoru a podporuji EMT progresi za pomoci faktorti jako je
IL-6 [118] nebo Tcf21 [119]. Druhym mechanismem je, ze lécba pomoci
chemoterapeutik méni nadorové mikroprostifedi, které podporuje EMT proces a
chemorezistenci nadorovych bun¢k.

Na zaklad¢ téchto fakt byla dalsi ¢ast nasi studie navrzena tak, ze byla nejprve
charakterizovéana ptitomnost EMT markert a jejich role v bunéénych liniich ziskanych z
nadorové tkan€ pacientii s metastatickym kolorektdlnim karcinomem. Po otestovani
SirSiho spektra bunéénych kultur na citlivost k irinotekanu a oxaliplatiné jsme se
zaméfili na ty, které vykazovaly vyrazné vyssi, ¢i naopak vyrazné nizsi citlivosti
k testovanym chemoterapeutikiim, a byly ziskany ze vzorkd z nizce diferencovanych
tumor (G3) a s vyssi pokrocilosti primarniho tumoru (T3, resp. T4a). Dale jsme
porovnavali vliv irinotekanu a oxaliplatiny na biologické chovani a expresi EMT
markeri v téchto bunkach. NaSe =ziskana data jsou v souladu s akceptovanym
konceptem EMT a jeji role v ristu a invazivité kolorektalniho karcinomu, nicméné
vykazuji urcitou variabilitu. Imunohistochemickd analyza ukazuje spiSe konzistentni
expresi E-cadherinu ve vSech analyzovanych vzorcich, pfitomnost N-cadherinu a
vimentinu v metastatickych malignich buiikach je patrna pouze v jednom z testovanych
vzorkl. Na druhou stranu pokud porovndme bunééné linie s ptivodni tkani, ze které byly
izolovany, metastazy z regiondlnich uzlin vykazuji zvySenou expresi E-cadherinu,
vimentinu a MMP (€astecn€ MMP-9). Toto zvySeni vSak jiZ neni patrné u N-cadherinu
a nebylo spojeno ani se zvySenou motilitou bunék.

Mezi vnitini faktory podilejici se na plasticité bun€k patii nekddujici RNA,
miRNA. V kolorektdlnim karcinomu bylo popsano nékolik miRNA, které jsou
abnormalné exprimovany [120-123], mezi jinymi miR-21, miR-135a a miR-135b, které
maji protumorigenni efekt [120, 122]. V prvni ¢asti studie bylo otestovano nékolik
mikroRNA zapojenych do nadorové progrese u kolorektalniho karcinomu. Pro naSe
dalsi testovani jsme se jiz zaméfili pouze na hladiny miR-21, miR-29a a miR-200a.
Tyto miRNy byly vnaSich experimentech nalezeny v nizkych hladindch u

metastatickych bunék v porovnéni s buitkami z primarniho kolorektdlniho karcinomu,
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coz odpovida jejich roli v EMT regulaci, pfesnéji pfes zmény v expresi E-cadherinu
a/nebo expresi MMP-2. Navic MMP-9, ktera je také zapojena do procesu EMT,
negativné korelovala s miR-29a ve vSech testovanych vzorcich. Dalsi zajimavy trend
byl znatelny v pfipadé zvySené hladiny miR-21, coz korelovalo s vySs$i expresi
vimentinu na arovni mRNA i proteinu. Celkové tato data potvrzuji existenci EMT
v buiikdch ziskanych z metastdzy do lymfatické uzliny. Rozdily mezi jednotlivymi
vzorky jsou patrné a to nejen co se tyce exprese EMT markerti, coz odpovidé intra- a
internadorové heterogenite.

Jiz diive byla popsana souvislost mezi EMT a lékovou rezistenci tumoru [124].
Castym jevem je, Ze rezistentni buiiky jsou vice invazivni a stavaji se metastatickymi v
porovnani s bunkami ptvodnimi, zejména v souvislosti s EMT po ovlivnéni
chemoterapeutiky [125]. Existuje n€kolik mechanismi, které mohou potlacit signaly
vedouci k bunééné smrti, nebo snizit expresi cilovych struktur pro 1éky, a tim vést
k chemoresistenci, mimo jiné diky pfitomnosti efluxnich transportéri v bunécné
membrané nadorovych bunék [126]. Kolorektalni karcinom byva chemorezistentni
k vétsin€¢ chemoterapeutik jiz od pocatku 1écby, a tato rezistence koreluje s vysokou
expresi P-glykoproteinu (P-gp) a MRP. Naptiklad do aktivniho efluxu SN-38 a
irinotekanu jsou zapojeny P-gp a MRP, coz mize byt divodem farmakologické
modulace [127, 128]. Stejné¢ tak 1écba oxaliplatinou byva spojovana se zvySenou
rezistenci zprostfedkovanou zvySenou expresi P-gp v builkkdch kolorektalniho
karcinomu. V naSem experimentalnim modelu se buniky primarniho karcinomu ukézaly
jako vice citlivé k chemoterapii (irinotekan a oxaliplatina) v porovnani s buikami
metastatickymi. Tato zjiSténi vSak nekoreluji s hladinou P-gp, kterd byla naméfena
vyznamné vysSi ve vSech builkdch ziskanych z primarniho nadoru. Stejné tak proteiny
MRPI a MRP2 byly zvySené¢ exprimovany pouze v jednom vzorku metastatickych
bunék. Tyto vysledky ukazuji, Ze alespon v naSich vzorcich nejsou analyzované¢ ABC
transportéry pravdépodobné odpoveédny za citlivost bunék kolorektalniho karcinomu
k chemoterapeutikiim.

V dalsi ¢asti nasi studie jsme porovnavali Uc¢inek irinotekanu a oxaliplatiny na
biologické chovani a expresi EMT markeri v parovych bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu. Obé pouzita chemoterapeutika snizovala motilitu a migracni
aktivitu metastatickych bunék, pfi€emz irinotekan puasobil na tyto builky uU¢innéji.
Vyznamné zmény v expresi EMT markeri byly v ovlivnénych buinikach znatelné.

Zatimco zjiStény inhibi¢ni efekt na expresi N-cadherinu byl konzistentni ve vSech
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testovanych liniich, a to zejména na urovni proteinu, hladina E-cadherinu se mezi
jednotlivymi vzorky lisila. U nékterych vzorka doslo ke zvySené expresi E-cadherinu na
urovni proteinu u bunck ziskanych z metastaticky postizené¢ lymfatické uzliny, u
nekterych byla patrna vyssi, nebo srovnatelnd exprese s buiikami ziskanymi
z primarniho tumoru. Hladina vimentinu nebyla dokonce zménéna viibec. Dynamické
zmény fenotypu nddorovych bunck a exprese vySe zminénych markerti souvisi
s probihajici EMT, respektive MET (mesenchymalné-epitelidlni tranzici), které
umoziuji trvaly rist nddoru a jeho Sifeni. Vyznamny vliv ma i1 podpirné stroma, které
se na téchto mechanismech podili [129].

Zajimavym zjiSténim je, ze potlaceni exprese N-cadherinu korelovalo se
snizenou migracni aktivitou bunék po ovlivnéni irinotekanem i oxaliplatinou. Tyto
vysledky podporuji nase ptredchozi zjisténi, ve kterych vys$S§i migraéni potencial
odpovidal vyssi hladin€ N-cadherinu. Zména E-cadherinu na N-cadherin byva casto
pozorovana u agresivnich nadorti a exprese N-cadherinu je C¢asto spojovana s migraci
transformovanych epitelialnich bun¢k [130]. Nase experimenty ukazaly, ze ucinek
irinotekanu a oxaliplatiny se mize podilet na sniZzeni migracniho potencidlu bunék.

Utinek irinotekanu a oxaliplatiny na expresi sledovanych miRNA nezaznamenal
vyrazn€j§i zmény. Jedind vyznamnad sledovana zména se tykala zvysené hladiny
miR29%a a s tim souvisejici potlateni exprese MMP-2 a MMP-9, které se podili na
degradaci extracelularni matrix a tim ovliviiuji migraci a invazivitu nddorovych bunék.

Celkem vzato, naSe vysledky vykazuji vyraznou variabilitu nejen v citlivosti na
pouzitd chemoterapeutika, ale také variabilitu v expresi EMT markerti ve vSech nasich
studovanych vzorcich, stejné tak jejich zmény v expresi po ovlivnéni chemoterapeutiky.
Tato variabilita je pravdépodobné vysledkem rozdilného stagingu, gradingu a
interindividualni heterogenity vzorkd, ale také rozdilem v dynamice EMT procest.
Zatimco bunky izolované z primarnich tumort ziskaly mezenchymalni charakteristiky,
tedy schopnost invadovat a metastazovat, metastatické bunky tyto charakteristiky
ztracely a  vracely se ke svému pivodnimu fenotypu, nazyvanému
mezenchymalné-epitelidlni tranzice (MET). Jinym divodem pozorované variability
muze byt také intratumoralni heterogenita a pfitomnost fibroblasti asociovanych
s tumorem a dalSich typt bunék, které zlistaly zachovany z diivodu pouziti mechanické
disociace nadorovych vzorkl. 1 kdyZ tento pfistup pfinaSi nékteré komplikace, na

druhou stranu ale pfispiva k pochopeni procest, které se podili na nadorové progresi na
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experimentalni Urovni, protoze zachovava ptuvodni sloZzeni nadorové tkané€, coz Iépe

odrazi situaci in vivo.
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8 Zavér

V disertacni praci jsem se zabyval studiem bunécnych linii z kolorektalniho
karcinomu a jeho metastazy do regiondlni lymfatické uzliny, jejich charakterizaci na
urovni mikroRNA, mRNA a proteint a testovanim jejich citlivosti k bézné pouzivanym

chemoterapeutikiim. Dosazené vysledky 1ze shrnout do nasledujicich zavér.

- Pro izolaci bunécnych kultur z kolorektadlniho karcinomu a jeho
metastazy do regionalni lymfatické uzliny byla zvolena jednoduché, nendkladna metoda
zalozena na mechanické disociaci. Celkove byly ziskany resekaty od Sedesati pacientl s
adenokarcinomem tlustého stfeva. Nasim zamérem bylo odebrat z kazdého resekatu
jeden vzorek z priméarniho tumoru a jeden vzorek z lymfatické uzliny. Z primérnich
tumorl bylo ziskdno 58 vzorkd. 36 vzorkid bylo ziskano z regionalnich lymfatickych
uzlin. Z primarnich nadorii bylo ziskdno 26 primokultur s uspéSnosti 45 % (26/58); z
odebranych lymfatickych uzlin bylo ziskdno 17 primokultur s uspésnosti 47 % (17/36).
Témet polovina odebranych lymfatickych uzlin vSak nebyla histologicky metastaticky
postizena. Redlnd uspéSnost izolace bunéénych kultur z metastaticky postizenych
lymfatickych uzlin byla vys$si; 74 % (14/19). I1zolace bunéénych kultur z primarniho
tumoru a zaroven 1 zlymfogenni metastazy se podafila v deseti pripadech.
Nejefektivnéjsi izolace nadorovych bunék z primarniho tumoru byla pozorovana u nizce
diferencovanych tumorii (Grade 3) a u lokalné pokrocilych tumort (T3 a T4a,b).
Tumory s histologicky zjiSténou angioinvazi a perineurdlnim Sifenim byly spojeny
1zolace nadorovych bun€k z lymfogennich metastaz byla zaznamenana u vzorka s vyssi
lokalni pokrocilosti tumoru (T3 a T4a,b) a u nddorG s postizenim vétsSiho poctu

lymfatickych uzlin.

- Monoklonalni protildtky se pro nas§ testovany model ukdzaly byt
neefektivni, proto jsme se zaméfili na testovani oxaliplatiny a irinotekanu. Citlivost
jednotlivych bunéénych linii k obéma testovanym chemoterapeutikiim se vyznamné
lisila. Tato variabilita je pravdépodobné vysledkem rozdilného stagingu, gradingu a
interindividudlni heterogenity vzorki. DalS$im divodem miiZe byt pfitomnost fibroblastl
asociovanych s tumorem a dalSich typt bunék, které zlistaly zachovany z divodu

pouziti mechanické disociace nddorovych vzorku.
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- Porovnavanim ucinku irinotekanu a oxaliplatiny na biologické chovani a
expresi EMT markerti v parovych bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu bylo
zjiSténo, ze obé pouzitd chemoterapeutika sniZzovala motilitu a migracni aktivitu

metastatickych bun¢k, pficemz irinotekan plisobil na tyto bunky u¢innéji.

- V testovanych bunécnych liniich byly déle pozorovany vyznamné
korelace mezi hladinami mikroRNA, expresi EMT markerti a biologickym chovanim
testovanych bunécnych linii, 1 kdyz se mezi jednotlivymi vzorky projevovala vyrazna
heterogenita. Nejen ze se mnozstvi mikroRNA liSilo mezi bunikami metastatickymi a
bunikami ziskanymi z primarniho nadoru, u miR-21, miR-200a a miR-29a byly navic
zjistény vyznamné regulace exprese E-cadherinu, vimentinu a také zmény v bunécné

motilité.

Dosazené vysledky dopliluji a rozsifuji zékladni poznatky o vlastnostech a
chovani bunécnych linii ziskanych z kolorektalniho karcinomu a regionalni lymfatické
uzliny a popisuji mechanismy, jimiz nddorové buiiky ptekonavaji bunécnou smrt. I kdyz
nami zvoleny postup izolace ptinasi n¢které komplikace, pfispiva k pochopeni procesil,
které se podili na nadorové progresi na experimentdlni Urovni, protoze zachovava
puvodni slozeni nadorové tkan€, ¢imz lépe odrazi situaci in vivo, coz by mohlo v
budoucnu zefektivnit 1é¢ebné strategie pouzivané k 1é€bé kolorektalniho karcinomu. Pro
posouzeni potencionalniho pfinosu vSak bude zapotitebi vice experimentl na Sir§im

spektru vzork.
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Obr. €. 22: Cytospinovy preparat primokultury odvozené z lymfogenni metastazy (May-
Griinwald-Giemsa, 200x, cytospin) (A). Imunocytochemicky prukaz koktejlu
cytokeratin AE1/AE3 ukazuje pozitivitu ve vétSin€ kultivovanych bunék. Ostatni

elementy jsou fibroblasty, endotelie a lymfocyty (200x, cytospin) (B). s. 74

Obr. €. 23: Imunohistochemickd analyza — histologické fezy rozhrani mezi normalni
sttevni sliznici a kolorektalnim karcinomem (oznaceno Sipkou) - leva strana (A,B,C,D).
Imunocytochemickd analyza (kultura ¢. 20B) — bunky primokultury izolované
z kolorektalniho karcinomu: pravd strana (a,b,c,d,). Imunohistochemické (popf.

imunocytochemické) barveni: A,a — B -catenin (patrnd membranova exprese); B,b —

121



BRAF V600E (negativni exprese); C,c — Ki67 (zvySena exprese v tumoru); D,d — p53

(zvysend jaderna exprese v nadoru). s. 77

Obr. €. 24: Porovnani schopnosti migrace u ¢tyi riznych linii izolovanych z primarniho
tumoru (4B, 20B, 30B, 34B) a linii z odpovidajicich metastaz do lymfatickych uzlin
(4A, 20A, 30A, 34A). Pro srovnani byly pouzity imortalizované linie SW480 a SW620,
tedy model bun¢k kolorektalniho karcinomu a bunék z metastaz do lymfatické uzliny
odebrané od stejného pacienta. Data jsou vyjadiena jako priimér bunééného indexu £SD
z alespon dvou nezavislych experimentii. Buné¢ny index odpovida nartstu poctu bunck

proslych ptes semipermeabilni membranu. s. 79

Obr. ¢. 25: Exprese MMP2 a MMP9 na trovni mRNA v buiikdch primarniho
kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B, 34B) a bunkach jejich metastaz do lymfatické
uzliny (4A, 20A, 30A, 34A) byla stanovena pomoci RT PCR. Pro srovnani byly pouzity
imortalizované linie SW480 (oznaceno jako SW-B) a SW620 (oznaceno jako SW-A).
Data jsou vyjadiena jako pramér relativniho mnozstvi £SD z alespon dvou nezavislych
experimentl. *p<0,05 = buiiky priméarniho kolorektalniho karcinomu vs. buiiky z jejich

metastdzy do lymfatické uzliny. s. 81

Obr. & 26: Porovnani exprese molekul zapojenych do bunééné adheze a progrese
(N-cadherin, E-cadherin, EpCAM, ICAM-1 a B-catenin) na irovni mRNA a proteinu u
buné¢k izolovanych z kolorektalniho karcinomu a jejich metastazy do lymfatickeé uzliny
u Ctyf pacientll. Pro srovnani byly pouZity imortalizované linie SW480 (oznaceno jako
SW-B) a SW620 (oznaceno jako SW-A). Exprese molekul na urovni mRNA byla
stanovena pomoci RT-PCR a na urovni proteinii western blot analyzou. Méteni bylo
provedeno v duplikdtech a dvou nezavislych experimentech. *p<0,05 = bunky
z kolorektalniho karcinomu vs. buiiky z metastazy do lymfatické uzliny.

s. 82

Obr. ¢. 27: Porovnani relativni exprese vybranych miRNA souvisejicich s bunécnou
adhezi a progresi (miR-21, miR-29a, miR-31, miR-125b a miR-200a) u bunécnych linii
izolovanych z kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B a 34B) a jejich metastdz do
lymfatické uzliny (4A, 20A, 30A, 34A), ziskanych od ¢ty pacientd. Pro srovnani byly
pouzity imortalizované linie SW480 (oznaceno jako SW-B) a SW620 (oznaceno jako

SW-A). Data byla stanovena pomoci RT-PCR. Vysledky jsou vyjadieny jako relativni
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mnozstvi £SD jako primér z alespont dvou nezavislych experimenta. *p<0,05 = bunky
z kolorektalniho karcinomu vs. buniky z metastdzy do lymfatické uzliny.

s. 85

Obr. ¢. 28: Porovnani zivotnosti bunék izolovanych z primarniho nadoru a buné¢k
z uzlinové metastazy po ovlivnéni adjuvantni terapii (irinotekanem, oxaliplatinou) a
biologickou [éCbou (bevacizumabem, cetuximabem a panitumumabem) po dobu
30 hodin. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci WST analyzy. Data jsou vyjadiena jako
procenta neovlivnéné kontroly. *p<0,05 = bunky izolované z kolorektalniho karcinomu
vs. bunky izolované zjejich metastazy do lymfatick¢ uzliny; #p<0,05 = bunky

ovlivnéné chemoterapii vs. neovlivnéna kontrola. s. 86

Obr. €. 29: Imunohistochemicka analyza — stanoveni exprese molekul podilejicich se na
nadorové progresi ve tfech primarnich kolorektalnich karcinomech (vzorek €. 42, 44 a
54) a tfech metastaticky postizenych lymfatickych uzlinich ziskanych od stejného
pacienta. Pro stanoveni byly pouzity primarni protilatky specifické pro E-cadherin,

N-cadherin a vimentin. ZvétSeni 200x. s. 92

Obr. ¢. 30: Porovnani exprese MDR1, MRP1 a MRP2 v buiikdch primérniho
kolorektalniho karcinomu (42B, 44B, 54B) a bunék z jejich metastdz do lymfatické
uzliny (42A, 44A, 54A) izolovanych z nadorti od tii pacientii. Pro porovnani byly
pouzity imortalizované bunécné linie SW480 a SW620. Hladiny proteini MDRI,
MRPI1 a MRP2 byly stanoveny metodou western blot. Méteni bylo provedeno ve dvou
nezavislych experimentech. *p<0,05 = bunky z metastdzy do lymfatické uzliny vs.

buiiky z primarniho kolorektalniho karcinomu. s. 93

Obr. ¢ 31: Porovnani schopnosti migrace bunék izolovanych z kolorektalniho
karcinomu (B) a bunék izolovanych zjejich metastazy do lymfatické uzliny (A),
ziskané z nddorové tkané od tii pacientl (42, 44, 54), po ovlivnéni irinotekanem a
oxaliplatinou (pouzitd koncentrace odpovida hodnoté IC50). Migracni assay byla
provedena pomoci analyzy v €ase piistrojem x-CELLigence. Méfeni bylo provedeno ve
dvou nezévislych experimentech. Data jsou vyjadfena jako primér £SD z posledniho
bodu meéfeni zalesponi dvou nezavislych experimenti. *p<0,05 = irinotekan a

oxaliplatina vs. neovlivnéna kontrola; n.d. = nedetekovatelné. s. 94
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Obr. ¢. 32: Porovnani rozdilu exprese mRNA vybranych molekul zapojenych do
nadorové progrese v buitkach izolovanych z metastdzy do lymfatické uzliny (42A, 44A,
54A) a bunék z jejich primdrnich tumort (42B, 44B, 54B). mRNA exprese E-cadherinu,
N-cadherinu, MMP2, MMP9 a vimentinu byla stanovena pomoci RT PCR. M¢teni bylo
provedeno ve dvou nezavislych experimentech. Data jsou vyjadiena jako relativni
mnozstvi +SD.  #p<0,05 = bunky z metastdzy do lymfatické uzliny vs. bunky

z primarniho kolorektalniho karcinomu. s. 95

Obr. ¢. 33: Porovnani rozdilu hladin miRNA =zapojenych do nadorové progrese
v bunikach izolovanych z metastazy do lymfatické uzliny (42A, 44A, 54A) a bunck
z jejich primarnich tumort (42B, 44B, 54B). Hladiny miR-21, miR-29a, miR-200a byly
stanoveny pomoci RT PCR. Méfeni bylo provedeno ve dvou nezavislych
experimentech. Data jsou vyjadfena jako relativni mnozstvi £SD. #p<0,05 = bunky
z metastazy do lymfatické uzliny vs. bunky z priméarniho kolorektalniho karcinomu.

s. 96

Obr. €. 34: Porovnani relativniho mnozstvi miRNA souvisejiciho s nddorovou progresi
(miR-21, miR-29a, miR-200a) po ovlivnéni irinoteckanem a oxaliplatinou
v metastatickych nadorovych buiikdch z lymfatické uzliny (42A, 44A, 54A) a
v bunikdch kolorektalniho karcinomu (42B, 44B, 54B) izolovanych z tumort od tfi
pacientll a v imortalizovanych bunkach SW620 a SW480. Exprese byla stanovena
pomoci RT-PCR analyzy. Data jsou vyjadiena jako pramér relativniho mnoZstvi £SD z
alespont dvou experimentil. *p<0,05 = metastatické nadorové buiiky z lymfatické uzliny

vs. buiiky kolorektalniho karcinomu. s. 97

Obr. ¢. 35: Porovnani zmén v relativni expresi molekul souvisejicich s nadorovou
progresi (E-cadherin, N-cadherin, MMP2, MMP9 a vimentin) na Urovni mRNA a
proteinli po ovlivnéni irinotekanem a oxaliplatinou v bunikdch z metastazy do
lymfatické uzliny (A) a v buiikéch kolorektalniho karcinomu (B) izolovanych z tumort
od tfi pacientii (vzorek ¢. 42- (a); ¢. 44 — (b); €. 54 — (¢)); a bunék imortalizovanych
SW480 a SW620 (d). Exprese byla stanovena pomoci RT-PCR (mnoZstvi mRNA) a
pomoci western blot analyzy (mnoZstvi proteinu). Data jsou vyjadiena jako primér
relativntho mnozstvi #SD z alesponn dvou experimentd. *p<0,05 = metastatické

nadorove buiky z lymfatické uzliny vs. bunky kolorektalniho karcinomu. s. 98
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11 Podékovani

Tato price vznikla za podpory programii IGA MZ CR (NT 14150-3/2013) a
GACR (17-10331S)

Rad bych pod&koval svému $koliteli prof. MUDr. Ivo Steinerovi, CSc. a $koliteli
konzultantovi prof. MUDr. Alesi Ryskovi, Ph.D. za odborné vedeni, podporu a cenné
pfipominky k dokonceni disertacni prace.

Piedevsim bych rad podékoval RNDr. Veronice Skarkové, Ph.D. z Ustavu
lékarské biologie a genetiky LF HK UK za extrémni trpélivost, napaditost pii
experimentech a nedocenitelnou pomoc pii psani prace. Velmi ji dékuji a cenim si
vlidnych slov podpory a nékdy i ostiejSich slov, bez kterych by nedoslo k dokonceni
této prace.

De¢kuji chirurgiim z kolorektalni skupiny Chirurgické kliniky FN HK za zasilani
nativnich prepardti a vypliiovani informovanych souhlasii pacienti. Rad bych
podékoval 1 MUDr. Stanislavu Johnovi z Kliniky onkologie a radioterapie FN HK za
chemoterapeutika pro experimenty.

Velké diky patii nejlepsi laborantce FUP Svétlané Kopecké za piikladnou
starostlivost o bunééné kultury, obdobné bych cht&l podékovat i laborantkdm Ustavu
lékatské biologie a genetiky LF HK UK.

Réd bych pode¢koval i RNDr. Han¢ Vosmikové a RNDr. Katetiné Rozkosové
z FUP za genetickou analyzu vzorkil. Za pomoc pii méfeni hladin miRNA ve vzorcich
patii dik doc. Ing. Petfe Matouskové, Ph.D. z FaF HK UK.

V neposledni fad€ bych rad vyjadfil diky své pfitelkyni za moralni podporu a
dale kolegovi a kamaradovi MUDr. Jifimu Soukupovi za neustaly optimismus a pomoc

pii zpracovani bunéénych kultur.
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