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Seznam zkratek

CRC: kolorektalni karcinom

TNM: tumour, node, metastasis

SNP: single nucleotide polymorphism
DNA: deoxyribonukleova kyselina
FAP: familiarni adenomat6zni polypdza
APC: adenomatous polyposis coli
GAPPS: gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach
DCC: deleted in colorectal carcinoma
CIN: chromosomal instability

MSI: microsatelite instability

LOH: loss of heterozygozity

RNA: ribonukleotidové kyselina

IL: interleukin

5-ASA: 5-aminosalicylova kyselina
COX: cyklooxygenaza

PG: prostaglandin

BCL: B-cell lymphoma

Apaf-1: apoptotic protease activating factor-1
DR: death receptor

DD: death domain

DL: death ligand

DISC: death-inducing signaling komplex



FADD: Fass Associated Death Domain
FLICE: prokaspéaza-8

c-FLIP: cellular FLICE inhibitory proteins
ATP: adenosin trifosfat

NF-«kp: nuklearni faktor xf3

PKC: protein kindza C

LST: laterally spreading type tumor

TUNEL reakce: terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labelling



1. Literarni piehled soucasné problematiky

1.1. Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC) je v souc¢asné dobé tretim nejcastéjsim karcinomem celosvétove,
incidence v roce 2012 ¢inila 1,36 milionu. Mortalita na toto onemocnéni zstava vysoka: v roce

2012 byla 694 000 (1).

Ceska Republika se dlouhodobé fadi ke statim s nejvy$$im vyskytem tohoto onemocnéni.
Incidence CRC v Ceské Republice v roce 2014 &itala 79 na 100 000 obyvatel; pies veskerou
snahu a pokroky moderni mediciny dosahovala mortalita na tuto malignitu 38 na 100 000

obyvatel (2).

vvvvvv

stadium, ve kterém je onemocnéni diagnostikovano. V piipad€, Ze je pacientovi zjiStén
lokalizovany kolorektalni karcinom, pak je pfedpokladano 5-leté pieziti v 90 %. Pokud je
karcinom diagnostikovan v lokalné pokrocilém stadiu, pak je 5-leté preziti 69 %. V ptipade, ze
je onemocnéni diagnostikovano ve stadiu s pfitomnosti vzdalenych metastaz, pak je 5-leté

pieziti 12 % (3).

Ke stagingu kolorektalniho karcinomu je v soucasné dob€ nejcastéji pouzivana TNM

klasifikace (Tabulka 1.1.1.; 4), ktera je zdkladem pro navrZeni optimalni terapie pacienta.

Etiopatogeneze sporadického kolorektalniho karcinomu je multifaktorialni a diky extenzivnimu
vyzkumu jiz bylo identifikovdno mnoho rizikovych faktori. Mezi nepochybné rizikové faktory
patii: muZské pohlavi, vék (5), idiopatické stfevni zanéty (6), ,,zapadni styl stravy*, souvisejici
s vysokym piijmem cervené¢ho a ,,predpiipravené¢ho masa (7, 8), nedostateCnym piijmem
vlakniny (9), zvySenou konzumaci alkoholu (zejména piva), koufenim (10), diabetes mellitus

2. typu (11), obezitou (12) a (nejen) s ni souvisejici alteraci sttevniho mikrobiomu (13).

Je znamo, Ze u 25-35 % kolorektalnich karcinomi existuje familiarni komponenta (14-16), byt
,Klasické hereditarni syndromy, zahrnujici pfedev§im familiarni adenomat6zni polypozu a
hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (Lynchiiv syndrom), jsou zodpovédné pouze za
méné nez 5 % karcinomu tlustého stieva (17). Vysvétlenim alesponi ¢asti dalSich familiarné se

vyskytujicich kolorektalnich karcinomli je pfitomnost polymorfisml v jednotlivych



nukleotidech (,,single nucleotide polymorphisms*; ,,SNPs*), které se asociuji s kolorektalnim

karcinomem (18); Kapitola 1.2.

VétSina kolorektalnich karcinomt vznika sporadicky (19), vétSina z nich pak na podkladé

kolorektalnich adenom (5, 20); Kapitola 1.3.

Zhruba 15 % sporadickych kolorektalnich adenomii se vyviji z pilovitych neopldzii, kdy
typickou lokalizaci je proximalni ¢ast tracniku a Castéjsi vyskyt téchto typii nadoru je pozorovan

u zen (21).

Pti vyvoji kolorektalniho adenomu a posléze karcinomu hraje velmi dalezitou roli uroven
proliferace, diferenciace a apoptozy bunck (22). Regulace / dysregulace téchto déjua je slozita a
je intenzivné zkoumana v poslednich letech nejen s cilem objasnit patogenezi kolorektalniho
karcinomu, ale predevsim s cilem moci terapeuticky intervenovat a ovlivnit tak prognézu

nemocného.

Mira mitdzy a apoptdzy je ovliviiovana mnoha faktory; Kapitola 1.5. a 1.6., mimo jiné stfevnimi
mikrobioty, jejichz sloZeni je u pacienta s kolorektalni neopldzii odlisné od jedince bez
kolorektalni neoplazie (23, 24). Stfevni mikrobiota svoji metabolickou aktivitou produkuji
mastné kyseliny s kratkym fetézcem, predevsim z fermentovatelné vlakniny. Pravé tyto mastné
kyseliny (pfedevSim butyrat) zdsadnim zplGsobem ovliviluji miru proliferace a apoptdzy

epitelialnich bungk v tlustém stfeve; Kapitola 1.6.7.



Tabulka 1.1.1. Pfevzato ze Sobin et al. (4)

Stadium T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1, T2 NO MO
Stadium Ila | T3 NO MO
Stadium IIb | T4a NO MO
Stadium IIc | T4b NO MO
Stadium Ila TI1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
Stadium IIIb | T3, T4a NI MO
T2,T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
Stadium Illc | T4a N2a MO
T3, T4a N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IVa | jakékoli T | jakékoli N 'Mla
Stadium IVb | jakékoli T |jakékoli N |Mlb

T = tumor (Tis = karcinom in situ, T1 = tumor omezen na submukozu, T2 = tumor
postihuje lamina muscularis propria, T3 = tumor dosahujici serézu nebo se §ifi do
perikolické ¢i perirektalni tkané, T4a = tumor postihuje visceralni peritoneum, T4b =
tumor piimo postihuje jiné organy ¢i struktury)

N = regionalni lymfatické uzliny (NO = bez postiZzeni, Nla = 1 regionalni uzlina, N1b
= 2-3 regiondlni uzliny, Nlc = satelity (loziska nadoru) v subserdze ci
neperitonealizované perikolické / perirektalni m&kké tkani bez postizeni regionalnich
uzlin, N2a = 4-6 regiondlnich lymfatickych uzlin, N2b = 7 a vice regionalnich
lymfatickych uzlin, Nx = nezjiS§téné mnozstvi postiZenych uzlin — vySetfeno mén¢ nez
12 lymfatickych uzlin z resekatu stieva)

M = vzdalené metastazy (MO = bez vzdalenych metastdz, Mla = 1 organ, M1b = vice

nez 1 organ nebo peritoneum)



1.2.Hereditarni syndromy a familiarni formy kolorektalniho

karcinomu

Kolorektalni karcinom vznika ,,sporadicky* zhruba v 70 % ptipadu (5), podrobné Kapitola 1.3.

Na vzniku ostatnich karcinomll v kolorektu se v mens$i casti podileji dobfe definované

hereditarni syndromy: Lynchiiv syndrom (hereditdrni nepolypdzni karcinom tlustého stfeva),

familiarni adenomatézni polypdza, a hamartomatdézni polypdzni syndromy (25). Za dalsi

familiarni formy kolorektalniho karcinomu jsou zodpovédny polymorfismy jednotlivych

nukleotidit (SNP’s: single nucleotide polymorphisms), Graf 1.2.1. Tyto chromozomalni

aberace jsou piitomné jiz ve stadiu kolorektdlniho adenomu (26). Polymorfismy mohou byt

pouzity v praxi jako biomarkery, napfiklad k predikci odpovédi na neoadjuvantni

chemoradioterapii u pacientd s karcinomem rekta (27).

Sporadicky CRC

Familiarni CRC
10-30 %

Lynchiv syndrom
2-3%

Hamartomatézni polypézni syndromy Familidarni adenomatézni polypdza
<0,1% <1%

Graf 1.2.1. Sporadické a familidrni formy kolorektalniho karcinomu; pfevzato z National

Cancer Institute (28)



1.2.1. Lynchiv syndrom

Lynchtv syndrom je nej¢astéjsi pti¢inou hereditarniho kolorektalniho karcinomu. Je asociovan
s mnoha typy karcinomil, nejcastéji vSak karcinomem zaludku a endometria (29). Prvnim, kdo
pozoroval kumulovany vyskyt nadort mezi ptibuznymi a kdo toto poprvé popsal, byl patolog
na Univerzit¢ v Michiganu, Warthin, v roce 1895 (30). Lynchiiv syndrom je zplisoben mutaci
v jednom nebo vice tzv. DNA mismatch repair genli (geny zajist'ujici systém oprav ndhodnych
chyb vzniklych pfi standardni DNA replikaci), rezultujici v mikrosatelitni nestabilitu (alteraci
délky opakujicich se tandemil v mikrosatelitnich oblastech). Mezi Ctyti klicové mismatch repair

geny asociované s Lynchovym syndromem jsou fazeny MLH1, MSH2, MSH6, a PMS2 (29).

Kolorektalni karcinom se v ptipadé¢ Lynchova syndromu typicky vyskytuje v proximdlni ¢asti
tracniku a nevyrista na rozdil od familidrni adenomatozni polypdzy z polypt (31, 32). Vyskyt
karcinomu je pozorovan v ¢asném dospélém véku Zzivota, fenotyp pacienta vSak zavisi na

mutaci / mutacich DNA mismatch repair genti (29).

K diagnostice Lynchova syndromu slouzi klinickd ,,Amsterdamska kritéria“ publikovana
v roce 1991 (33), revidovana v roce 1999 (34). Po zjisténi dulezitosti testovani mikrosatelitni
nestability byla vroce 1996 vyddna Bethesda doporuceni (35), kterd byla v roce 2004
revidovéana s cilem zpiesnit selekci pacientli pfi suspekci na Lynchiiv syndrom a spravné

analyzovat kolorektalni karcinom pomoci molekulédrnich metod (36).

1.2.2. Familiarni adenomatdézni polypoza

Familiarni adenomat6zni polypdza (FAP) je autozomdlné dominantné¢ dédicné onemocnéni.
Klasickd forma nemoci je charakterizovand pfitomnosti stovek az tisic adenomi v tlustém
sttevé (Obrazek 1.2.1, 1.2.2.), které¢ se objevuji od adolescentniho véku a déavaji vznik
kolorektalnimu karcinomu. Primérny vek, kdy byvéa kolorektalni karcinom u neléceného
pacienta diagnostikovan, je 39 let (37). Atenuovana forma familidrni adenomat6zni polypdzy
se vyznacuje menSim mnozstvim (< 100) a pozdnéjSim vznikem a vyvojem adenomat6znich
polypd, a také niz§im rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu, ktery byva castéji proximalné
lokalizovany. Mezi dal§i neopldzie asociované s familiarni adenomatdézni polypdzou patii
duodenalni adenomy a karcinomy, karcinom Zaludku, pankreatu a §titné Z1azy, hepatoblastom

a meduloblastom (37-39). Z nemalignich onemocnéni asociovanych s FAP, ktera jsou pfesto



svym pribéhem zévazna, a jsou spojena s vysokou morbiditou a mortalitou (obzvlasté pii

intraabdominalni lokalizaci), je nutné jmenovat desmoidni 1éze (40).

Pfi¢inou onemocnéni je mutace v APC (adenomatous polyposis coli) genu lokalizovaném na
chromozomu 5q. VétSina pacientti ma v rodinné anamnéze vyskyt kolorektalniho karcinomu, u

25-30 % nemocnych se vSak polypoza / kolorektalni karcinom manifestuje ,,de novo* (38).

Vzhledem k frekventnimu vyskytu fundic cystic gland polypt Zzaludku u familiarni
adenomat6zni polypozy je nutné vzdy vylouc¢it GAPPS (gastric adenocarcinoma and proximal
polyposis of the stomach), jehoz genetickou podstatou je bodova mutace / bodové mutace

v oblasti promotoru 1B APC genu (41, 42).

Stézejni pro familiarni adenomatdzni polypozu je spravna diagnostika (v travicim traktu
pomoci endoskopickych metod), a spravné nacasovana a provedend léCba chirurgicka pii

zohlednéni véku a fertilniho obdobi postizenych jedincii (39, 43, 44).

1.2.3. Hamartomatozni polypozni syndromy

Mezi hamartomat6zni polyp6zni syndromy patii Peutziv Jegherstiv syndrom (Obrazek 1.2.3.,
1.2.4.), autozomdln¢ dominantné¢ dédicné onemocnéni, zplisobené mutaci v genu pro serin
threonin kinazu. Disledkem je Casty vyskyt kolorektadlniho karcinomu, karcinomu zaludku,

tenkého stfeva, pankreatu, prsu, plic, gynekologickych karcinomi a nadori testikularnich (45).

V sou€asné dobé& je vramci spravného managementu pacienta s Peutzovym Jeghersovym
syndromem cilem jednak vyhnout se komplikacim spojenym s hamartomy — tzn. intususcepci,
obstrukci a krvaceni a dale detekovat ¢asné stadium karcinomu (nejen karcinomu traviciho
traktu). K prvnimu slouzi v soucasné dobé pokroc¢ilé endoskopické techniky vcetné
dvojbalonove enteroskopie s polypektomii; k dosazeni druhého cile slouzi spravna surveillance
pacienta s Peutzovym Jeghersovym syndrom za pouziti endoskopickych, zobrazovacich a

laboratornich metod (46, 47).



Obr. 1.2.1.

Endoskopicky obraz: Familiarni adenomat6zni polyp6za: mnoho¢ené adenomy v detailu

Obr. 1.2.2.

Endoskopicky obraz: Familiarni adenomatozni polypdza: mnohocené adenomy tlustého

stfeva
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Obr. 1.2.3.

Endoskopicky obraz: Peutziiv Jeghersiiv syndrom: hamartomy v Zaludku

Obr. 1.2.4.

Endoskopicky obraz: Peutzliv Jegherstiv syndrom: hamartom v tenkém stfevé
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1.3. Vyvoj sporadického kolorektalniho karcinomu

Sporadicky kolorektalni karcinom se ve vétSiné piipadii vyviji pfes sekvenci kolorektdlni
adenom - karcinom. V roce 1990 byl Fearonem a Vogelsteinem piedstaven model kolorektalni
karcinogeneze, ktery predpoklada pfitomnost mnohocetnych na sebe navazujicich genetickych
zmén. Jako prvni nastdva obvykle inaktivace APC (adenomatous polyposis coli) tumor
supresorového genu, ktera je ve stadiu nepokroc¢ilého adenomu nésledovéana aktivaci mutace
KRAS onkogenu. Na urovni pokroc¢ilého kolorektalniho adenomu pak dochdzi k dal§im
mutacim véetné mutace v p53 genu (48, 49); Obrazek 1.3.1. Pokrocily kolorektalni adenom je
definovan jako neoplazie velikosti >10 mm a/nebo obsahujici vil6zni komponentu a/nebo

pritomnost vysokého stupné dysplazie (24).

Mutace v APC genu (na 5q chromozomu) je nejc¢asnéji pozorovanou mutaci v kolorektalni
karcinogenezi (50) a je pfitomna jiz i ve fokusech aberantnich krypt (51). Je detekovana u 30-
70 % sporadickych kolorektalnich adenomi a u 72 % sporadickych karcinomua (49, 52).
Produktem APC genu je protein, ktery reguluje vyvoj, diferenciaci, migraci, apoptozu a
adhezivitu bun¢k. Vyznamnou funkci proteinu APC genu je jeho interakce s glykogen syntazou
kindzou-3f a B-kateninem, esencialnimi komponentami Wnt signalni drdhy; inaktivace APC
genu vede k aktivaci Wnt signdlni drahy cestou zvySeni cytoplazmatickych hodnot B-kateninu,
coz ma za nasledek jeho translokaci do jadra buiiky a spusténi transkripce gent ucastnicich se

ristu a invaze nadoru (53, 54).

Mutace KRAS onkogenu (na 12. chromozomu) je piitomna u30-50 % kolorektalnich
karcinomu (49), a studie Santini et al. prokazala, ze detekce KRAS mutace je v primarnim i
metastatickém nadoru pacienti s CRC konkordantni (55). Aktivovany RAS zasahuje do
regulace mnohocetnych bunéénych déji prostfednictvim rtznych efektor: ovlivituje rist,
proliferaci a pfezivani bun&k. Do apoptdzy zasahuje inaktivaci vicecetnych pro-apoptotickych

proteint (49).

Tumor-supresorovy gen p53, ,straZce genomu®, je lokalizovan na kratkém raménku 17.
chromozomu. Jeho funkce spociva v regulaci a kontrole transkripce stovek genil t€astnicich se
diferenciace, motility, migrace, apoptdzy a senescence bunék. Ovliviiuje i angiogenezu a
imunitni odpoveéd (49, 56, 57). Alterace funkce p53 byla popsana u 4-26 % adenomt, 50 %

adenomil s invazivnimi rysy a v 50-75 % adenokarcinomt (58).
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Ztrata alely na chromozomu 18q byla identifikovana v 70 % kolorektalnich karcinom, typicky
v jejich pokrocilych stadiich. Zprvu se myslelo, ze gen ,,Deleted in Colorectal Carcinoma‘
(DCC) kéduje tumor supresorovy gen, avsak pravym produktem DCC genu je receptor pro
neuronalni protein a mutace DCC genu jsou nalézany v lidském kolorektalnim karcinomu

vzacné (49).

V patogeneze kolorektalniho karcinomu je dale pfitomna tzv. genomicka nestabilita, ktera je
vyjadiena bud’ chromozomalni nestabilitou (CIN; chromosomal instability), mikrosatelitni
nestabilitou (MSI, microsatelite instability) nebo pfitomnosti aktivace drahy metylatorového
fenotypu (49). Chromozomalni nestabilita je pozorovana u 70 % sporadickych kolorektalnich
karcinoml a vyjadfuje pfitomnost akcelerovanych ztrat nebo obdrzeni velkych Casti nebo
dokonce celych chromozomt, coz rezultuje ve zna¢nou intercelularni karyotypickou variabilitu
(59). Dusledkem chromozomalni nestability je pritomnost aneuploidie a ztrata heterozygozity
(LOH, loss of heterozygozity). Pfitomnost mikrosatelitni nestability je ddna mutacemi v DNA
mismatch repair genech (49). Tteti typ genomické instability spociva v aberantni metylaci
promotorovych oblasti tzv. CpG ostriivkil, coz je asociovano s inaktivaci tumor supresorovych

genl v neopldzii (60).

Stievni mikrobiota hraji vyznamnou roli v etiopatogenezi sporadického kolorektalniho
karcinomu. Pifimym dukazem je pfitomnost mutagennich a genotoxickych substanci

bakterialniho ptivodu ve stolici clovéka (61-63).

Bakterie jsou schopny navodit nebo se Uc€astnit karcinogeneze vice mechanismy: mohou se
spolutcastnit vzniku chronického tlustosttevniho zénétu, v jehoz terénu karcinom vznika
snadnéji; mohou se ucastnit vzniku adenomi, aniz by navodily zanét (64-67); tietim
mechanismem je navozeni karcinogeneze bakteriemi za urcitych podminek — napf. infekci
Helicobacter hepaticus za ptitomnosti dalSich druhl stfevnich bakterii (68). DalSim
mechanismem je aktivace prokarcinogenii nebo produkce toxinti, karcinogeni a mutagent
(napt. fekapentaenid nebo volnych kyslikovych radikali) (69). Intestindlni mikrobiota jsou
schopny navozenim zmény pH aktivovat nezadouci enzymatické procesy v tlustém stfevé
(napt. aktivace [-glukuroniddzy vede knezadouci nadprodukci genotoxickych a

karcinogennich sekundarnich zluCovych kyselin) (70-72).

Vzhledem k obtizim pfi kultivaci nebyl doposud identifikovan vzorec mikroorganismt, ktery
by se vyskytoval u pacientli s kolorektalnim karcinomem. Metodami detekce bakterialni 16S

RNA bylo zjisténo, Ze u pacientli s kolorektalnim karcinomem jsou pfimo v tumordzni tkéani
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(na rozdil od nddorem nepostizené sliznice) vice zastoupeny Bacteroides a méné Firmicutes,
dale byly vtumordzni tkani detegovany ve vétSim mnozstvi Coriobacteridae a naopak
podstatné¢ méné Enterobacteriaceae. Je zndmo, ze patogenni bakterie Citrobacter nebo
Salmonella nejsou v tlustém stievé zdravych jedincti pfitomny vibec nebo jsou zastoupeny
velmi malo; tyto mikroorganismy jsou vSak detekovany v nddorem nepostizené sliznici
pacientl s kolorektalnim karcinomem a také ve sliznici pacientl s kolorektalnim adenomem.
Spolutcast bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae na vyvoji kolorektalniho karcinomu je pak
vysvétlovana navozenim asymptomatické, ale chronické zanétlivé odpovédi v tlustostievni
sliznici, a také produkci genotoxinti, které zasahuji DNA (coz vede k akumulaci mutaci, které
charakterizuji sekvenci adenom-karcinom). Analogicka situace je pozorovéana i u bakterie

Helicobacter pylori béhem procesu karcinogeneze v zaludku (73-81).

V mnoha studiich byl zkouman vliv jednotlivych bakterii na vyvoj kolorektalniho karcinomu.
S timto nadorem jsou spojovany piedevSim druhy Bacteroides (82, 83), v posledni dobé pak
zvlasté Bacteroides fragilis, ktery u pacientl s kolorektalnim karcinomem na rozdil od kontrol
produkuje metaloproteinazu (84). U pacientli s kolorektdlnim karcinomem (a zvySenym
zastoupenim bakterii rodu Bacteroides) byla také potvrzena infiltrace nadorovych vzorkd, ale i
lamina propria zdravé mukézy buiikami produkujicimi interleukin-17 (IL-17). Dale je
s kolorektalnim karcinomem spojovan rod Prevotella (85), Clostridium (ptedevS$im lecitinasa
negativni, které¢ preméiuji primarni zlucové kyseliny na sekundéarni) (86), nckteré rody
Lactobacillus (87) a Streptococcus bovis (indukuje tvorbu hyperproliferativnich aberantnich
kolonickych krypt, zvySuje expresi proliferacnich markerdi a zvySuje produkci IL-8
tlustostfevni sliznici) (61, 88). Infekce Clostridium septicum je vzacna, ale v 81 % je spojena
s latentni malignitou, ve 34 % s kolorektdlnim karcinomem (89). Ve studii Marchesi et al.
nebyly pomoci metody detekce 16S rRNA u pacientii s kolorektalnim karcinomem nalezeny
témé&t zadné sekvence bakteridlni RNA Streptococcus bovis a Clostridium septicum (90). Lze
vSak predpokladat, ze takovi oportunisti¢ti patogeni jsou pfitomni pfedev§im v adenomatdzni
tkani a ucastni se vzniku karcinomu; v samotné nadorové tkani jiz pak pfitomni byt nemusi
(91). Nezadouci bakterii je také Enterococcus faecalis, protoze produkuje kyslikové radikaly.
Ve studii na mySich byla potvrzena asociace bakterii Helicobacter hepaticus a Citrobacter
rodentium s vyvojem kolorektalniho karcinomu (92, 93). U pacientli s kolorektalnim
karcinomem je také predpokladdno vyssi zastoupeni intraepitelidlnich Escherichia coli (94).
Bakterie z Celedi Enterobacteriaceae véetné Escherichia coli produkuji bakteriociny — koliciny

a mikrociny. Tyto pisobky se diky svym vlastnostem podileji na vzniku a vyvoji kolorektalni
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neoplazie (24, 95-98). Naopak za protektivni bakterie mizeme povazovat nékteré¢ druhy
Lactobacillus (L. acidophillus), Bifidobacterium (B. longum) (99, 100) a Eubacterium
aerofaciens (101) ¢i Eubacterium lentum — syntetizuje 21-dehydroxylazu, kterd konvertuje
karcinogenni zlucovy tetrahydrodeoxykortikosteron na nekarcinogenni pregnanolon (pacienti
s kolorektalnim karcinomem maji fekalni aktivitu tohoto enzymu snizenou az o 99 % ve

srovnani se zdravymi osobami) (102).

V kolorektalni karcinogenezi hraje vyznamnou roli rodina S100 proteind. Jejich cilovymi
proteiny jsou napiiklad NF-kB, p53 and B-catenin (103, 104). Zvlastni roli v oblasti
kolorektalni karcinogeneze ma S100A4 protein (metastatin-1, calvasculin), ktery hraje
vyznamnou ulohu ve zprostiedkovani metastatického procesu. S100A4 se stal ale i
biomarkerem, slouzicim k identifikaci pacientl, u kterych jsou metastazy jiz ptitomny nebo u
kterych je riziko vyvoje metachronnich metastdz vysoké (105, 106). SI00A6 protein ma
podobné uplatnéni jako S100A4: spoluzodpovida za progresi karcinomu a jeho metastazovani.
Komatsu et al. ve své studii prokazali, ze pozitivita protilatek proti SI00A6 byla pfitomnd v 5
% vzorka zdravé sliznice, 46 % kolorektalnich adenomt, 55 % adenokarcinomu kolorekta a
100 % metastatickych bun€k v jatrech (107). Zda se, ze v blizké budoucnosti by se nekteré
z S100 proteinit mohly stat terapeutickym cilem a ovlivnéni jejich exprese by tak mohlo byt

soucasti komplexni antitumordzni 1écby pacientii s kolorektalnim karcinomem (103).

Krevné skupinové antigeny jsou glykokonjugaty pfitomné na povrchu epitelidlnich bun€k
tlustého stieva. Antigeny A, B, 0 (H), Lewis (b) jsou u dospélého clovéka normélné
exprimovany v proximalni Casti tlustého stifeva, avSak pii procesu karcinogeneze miize dojit
k jejich expresi u distalnich karcinomii tlustého stfeva nebo naopak ztraté jejich exprese u
proximalnich karcinomt tlustého stfeva. Obdobné alterace lze pozorovat (byt ve snizené
frekvenci) 1 u adenomoznich polypi (108, 109). Krevné skupinové antigeny tak mohou slouzit

jako biomarker maligni transformace (110).

Zvlastni roli béhem karcinogeneze sporadického kolorektalniho karcinomu hraje gen COX-2.
Jsou znamé dvé izoformy COX enzymii: COX-1, ktery je konstitutivni, pfitomny fyziologicky
v mnoha tkanich, mimo jiné reguluje pritok ledvinami a zajistuje integritu sliznic (111).
Naproti tomu COX-2 enzym, produkt COX-2 genu, je inducibilni. COX-2 gen ¢asné odpovida
na neoplastické a zanétlivé stimuly (v€etné cytokint, riistovych faktort ¢i mitogentl) a uplatiiuje
se pii vyvoji karcinomu (112, 113). COX-2 izoenzym katalyzuje pfeménu kyseliny
arachidonové v prostaglandin PGH2, ktery je prekurzorem prostaglandinu PGE2. PGE2 je
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dalezitym mediatorem zanétlivych a karcinogennich procest (114-116). ZvySena exprese

COX-2 byla identifikovana v 86 % kolorektalnich karcinomii a 43 % adenomi (117).

APC/p-katenin KRAS p33, ztrita 18q

¢ v ¢

Normalni sliznice Fokus aber. krypt Nepokrocily adenom Pokrocily adenom Kolorekt. karcinom

s

Nartstajici chromozom. nestabilita

Obrazek 1.3.1. Mnohastupiiovy geneticky model kolorektalni karcinogeneze

V tvodu kolorektalni karcinogeneze dochazi ke vzniku fokust aberantnich krypt. V tomto
stadiu mize dojit v disledku mutace APC (adenomatous polyposis coli) genu k aktivaci Wnt
signalni drahy. K progresi neopldzie je potfebnd aktivace mutace KRAS protoonkogenu,
mutace v genu p53 a ztrata heterozygozity na chromozomu 18q. Chromozomalni nestabilitu lze

identifikovat u benignich adenomi a jeji incidence nartsta s progresi neoplazie.

Z ¢asti pievzato z Pino et al. (49); obrazky z archivu II. interni gastroenterologické kliniky

Leékarské fakulty UK a Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

1.4. Fyziologie kolorektalni sliznice

16



Kolorektalni sliznice je tvofena jednovrstevné usporadanymi, rychle se délicimi a obnovujicimi
cylindrickymi buitkami. Zakladni funkei kolorektalni sliznice je absorpce vody a ionti. Sliznice
kolorekta rovnéz zajistuje tizky kontakt a moznost interakce s buikami imunitniho systému

(118, 119).

Plocha tlustého stfeva je mnohondsobné¢ zvétSena usporadanim bunék sliznice tlustého stieva
do Lieberkiihnovych krypt. Z vyzkumu na zvitatech vyplyva fakt, Zze pocet téchto krypt se od
narozeni do dospélosti mnohondsobné zvysSuje (120). Na dné¢ kazdé z krypt je pritomno 4-6
kmenovych bunék, které davaji vznik novym kolorektalnim epitelidlnim bunkam (118).
K uplné vymeéne vsSech cylindrickych epitelidlnich bunck v tlustém stievé ¢loveéka dochazi
v intervalu 3-5 dni (119); za den je vyprodukovano 3-10 bilionii bun€k sliznice tlustého stfeva,
coz ¢ini sliznici kolorekta nejrychleji proliferujicim organem savci (118, 121). Proto produkce
epitelidlnich bun¢k, jejich diferenciace, migrace a apoptéza museji byt velmi disledné
regulovany (119). Soucasné je pochopitelné, ze pfi takovéto enormni obnovée kolorektalnich

epitelialnich bunék je ptitomen potencial akumulace genetickych a epigenetickych zmén (122).

1.5. Mitoza a mitoticka aktivita bunék v kolorektu
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Jednotlivé buriky sliznice tlustého stfeva se déli pomoci mitdzy, podobné jako ostatni somatické
buiiky. Bunéény cyklus se sklada se Ctyt fazi: G1 faze (rast bunky, mnozeni organel, syntéza
enzymu), S faze (replikace chromozomt jako ptfiprava na rozdéleni buiiky), G2 faze (dalsi rist
a priprava buniky na samotnou mitézu; zahrnuju biosyntézu predevsim mikrotubullt), M faze
(distribuce replikovanych chromozomt do dvou jader, coz je nasledovano cytokinezou —
oddélenim jader, organel, cytoplazmy a bunécnych membran do dvou bunék). G1, S a G2 faze

se souhrnné nazyvaji interfazi.

Samotna M faze se d€li do 5 fazi: profize (kondenzace chromatinu), prometafidze (vazba
chromozomli na mikrotubuly), metafaze (kondenzované chromozomy jsou ,sefazeny*
uprostied délici se buiky), anafaze (separace chromozomu a oddaleni k protéjSim polim

buiiky) a telofaze (relaxace chromozomt) (123-125), Obrazek 1.5.1.

Deregulovand a nekontrolovand proliferace / mitoéza je typickd pro proces vzniku a vyvoje
sporadického kolorektalniho karcinomu (CRC), a to cestou klasického adenomu, ale i sesilniho
pilovitého adenomu (126, 127). Leiszter et al. prokazali, Ze na rozdil od zdravé sliznice
kolorekta dospélého jedince bez CRC je v bioptickych vzorcich odebranych z kolorektalniho
karcinomu proliferace zvySend a apoptdza snizend, coz je podobné vysledkim ziskanym
z biopsii v kolorektu v détské populaci. Mimo jiné i pro tuto skutecnost lze oznacit veék za

nezavisly rizikovy faktor vzniku sporadického CRC (126).

Je zfejmé, ze mitozu behem karcinogeneze v kolorektu ovlivituji rizné mechanismy: Jaiswal a
Narayan ve své studii dokumentovali, Ze zinek stabilizuje APC (adenomatous polyposis coli)
protein a navozuje tak zastaveni bunééného cyklu bunék kolorektalniho karcinomu v G2/M fazi
(128). APC gen/protein ptitom hraje klicovou roli v oblasti regulace uspotadani mikrotubulti a
aktinu a je zéasadnim regulatorem mitotického cytoskeletonu (129). Koelink et al.
dokumentovali, Ze preparaty S-aminosalicylové kyseliny (5-ASA) interferuji s bunéénym
cyklem ve tfech rovinach: navozuji zastaveni bunééného cyklu v S fazi a G2/M fazi (coz je
zavislé na davce a koncentraci 5-ASA); indukuji apoptéozu prodlouzenym zastavenim
bunééného cyklu (coz lze navodit opakovanym podanim 5-ASA) a vedou k abnormalnimu
usporadani mitotického (déliciho) vieténka, coz mé za nasledek ,,mitotickou katastrofu®, jednu
z forem bunécné smrti. Proto jsou preparaty 5-ASA, pouzivané v 1é¢b¢ idiopatickych stfevnich
zangtl, povazovany zaroven za léC¢iva, kterd snizuji riziko vzniku kolorektalniho karcinomu u

téchto pacientt (130).
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Intestinalni mikrobiota se ucastni vzniku sporadického kolorektalniho karcinomu, mimo jiné i
ovlivnénim mitozy: naptiklad Enterococcus faecalis indukuje aneuploidii a tetraploidii

v bunkéch sliznice tlustého stfeva vede k zastaveni bunééného cyklu v G2 fazi (131).

V soucasné dob¢ jsou znamé studie potvrzujici moznost prevence a uspéSné terapie
kolorektalniho karcinomu na podkladé ovlivnéni mitdzy a jejich jednotlivych slozek: Yao et al.
se zabyvali proliferaci aberantnich intestinalnich kmenovych bunék, ke které dochazi inaktivaci
APC genu. K mitéze téchto aberantnich kmenovych bun¢k je nutnd ptitomnost ,, Tacc3
proteinu, nezbytného pro funkci déliciho se vieténka. Inaktivaci tohoto ,,Tacc3* proteinu doslo
pii pokusech in vitro, nasledné ale 1 v podminkach in vivo k signifikantnimu sniZzeni poctu
nadort a prodlouzeni preziti (132). V onkologické terapii kolorektalniho karcinomu bézné
uzivané 1é¢ivo S-fluorouracil plisobi vyrazné antimitoticky, a to predevsim tak, Ze pozastavuje

cyklus v G(2)/M fazi (133).

Obrazek 1.5.1.

Elektronova mikroskopie. Mitoza. Zelené znazornény mikrotubuly, modie chromozomy.

Ptevzato z Rieder et al. (125).
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1.6. Apoptoza a apoptoticka aktivita

Apoptoza, ,,programovand sebevrazda bunky®, je regulovana velmi slozitymi mechanismy, pii
jejichz dysbalanci dojde k absenci eliminace nepotifebnych a/nebo skodlivych bunek.
Diisledkem je naruSeni homeostazy jednotlivych organti i celého organismu. V piipad¢ absence
apoptozy, zékladniho obranného mechanismu, dochazi k aberantni proliferaci bungk,
akumulaci genetickych defektd, coz nevyhnutelné¢ vede ke karcinogenezi, a také k v praxi
diilezité rezistenci nadorovych bunék vii¢i onkologickym modalitam terapie (134). Apoptdza
se zasadn¢ liSi od neprogramované bunécné smrti, nekrozy (Kapitola 1.6.1.). Programovana
smrt bunky je regulovana tfemi zakladnimi mechanismy: BCL-2 rodinou (Kapitola 1.6.2.),
inhibitory proteini apoptozy (Kapitola 1.6.3.) a FLICE (prokaspasu-8 inhibujicimi proteiny).
Apoptdza miize byt indukovana bud’ signaly pochazejicimi ze samotné buiiky (Kapitola 1.6.4.),
nebo signaly vzniklymi mimo bunku (Kapitola 1.6.5.). Apoptézu ovliviiuji mnohocetné
mechanismy vcetné pfirozenych induktorii (Kapitola 1.6.6.), mezi které se fadi piredevSim
butyrat (Kapitola 1.6.7.). Naopak zlucové kyseliny ptsobi pfedevs§im antiapoptoticky (Kapitola
1.6.8.). Stézejni roli v samotné realizaci apoptézy maji kaspazy, které jsou produkované ve
formé inaktivnich zymogent, prokaspaz. Nasledné podléhaji proteolytické pfeméng, ¢imz

dochazi k jejich aktivaci (135-137).

1.6.1. Zakladni mechanismus apoptozy

Pojem ,,programovand smrt butiky* poprvé pouzili Lockshin s Williamsem v roce 1964. Ve své
praci popsali vymizeni intersegmentalnich svalti pfi vyvoji nocniho motyla v ptipad€, ze nebyl
dodéan juvenilni hormon. Dobte definovali situaci, ke které nedoSlo ndhodné, ale kdy presna
sekvence né€kolika krokil v sebedestrukci rezultovala (138 Lockshin). Lockshin s Williamsem
pokracovali v zevrubném studiu programované smrti buiiky a zadhy tento d€j podrobné popsali

ve svych ctyfech dalSich pracich (139-142).

Samotny termin ,,apoptdza‘ byl pak poprvé pouzit Kerrem, Wylliem a Curriem v roce 1972.
Kerr byl stazistou ve Skotsku (ptisobil na University of Queensland Medical School v Brisbane,
Austrélii) a pfesny popis apoptézy vznikl za jeho plsobeni v Department of Pathology,
University of Aberdeen. Autofi spravné definovali apoptozu jako d€j komplementarni k mitoze,
mayjici vSak roli opacnou. Déle predpokladali, Ze jde o naprogramovany fenomén, ktery mutze

byt iniciovan nebo inhibovan mnoha faktory prostiedi, at uz fyziologickymi nebo
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patologickymi. Autofi popsali apoptdézu jako dvoufazovy déj: v prvnim kroku dochézi ke
smrsknuti buiiky, kondenzaci jadra a cytoplazmy a ,,rozpadnuti“ se buiiky v ultrastrukturalné
velmi dobfe zachované, membranou ohrani¢ené fragmenty. V druhém kroku dochazi k
»likvidaci® téchto apoptotickych télisek okolnimi buiikkami, v nichz jsou téliska promptné
degradovana lysozomalnim systémem. Autofi se dale zabyvali faktem, Ze apoptotické déje jsou
pfitomny v mnoha zdravych tkénich dospé€lého jedince, programovana smrt buiiky je ale

zodpovédna 1 za eliminaci bun¢k béhem normalniho embryonélniho vyvoje.

Dale Kerr s kolegy pozoroval pfitomnost apoptézy v nelécenych malignich neoplaziich a
vyjadiil moznost spolutCasti apoptdzy v terapeuticky indukovanych regresich tumort (143).
Ve srovnani s apoptozou, pti niz nedochazi diky fagocytoze apoptotickych télisek ohranicenych
membranou ke vzniku zanétlivé reakce, je nekréza déjem naprosto odliSnym: pro nekrézu jako
typ bunééné smrti je typicky otok bunky a jednotlivych organel, ¢asné narusené¢ bunééné
membrany, lyza bunky (a jejiho jadra), coZ nevyhnutelné¢ vede k uniku cytozolu do

extracelularniho prostoru a ke vzniku zanétlivé reakce (144-146), Obrazek 1.6.1.

- r - m N
Normalni burika $ s
e,
Nekréza ie &Y Apoptoéza
Apoptotickd —=
teliska 0@ %
Fagocytujici
bunka

Obrazek 1.6.1. Zakladni rozdily mezi apoptdzou a nekrdzou (146)
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1.6.2. BCL-2 rodina

BCL-2 rodina se sklada ze tfech strukturalné a funkéné rozdilnych podskupin: anti-apoptoticky
pusobicich (BCL-2, aj.), pro-apoptotickych proteini vice domén (Bax, BAK, aj.) a BH3-pouze
pro-apoptotickych proteini (PUMA, aj.) (147). Interakce mezi jednotlivymi Cleny BCL-2

rodiny, které jsou velmi komplexni, rozhoduji o tom, zda findln€ dojde k apoptdze buiiky (148).

Nazev BCL-2 je odvozen od B-bunééného lymfomu 2 (B-cell lymphoma 2). Pravé u
folikularniho lymfomu byla popsana translokace mezi 14. a 18. chromozomem t(14;18), ktera
indukuje nadmérnou expresi anti-apoptoticky ptisobiciho BCL-2 (147). Deregulovand exprese
BCL-2 byla identifikovana i u dalSich typt hematologickych malignit v¢etné chronické
lymfatické leukémie (149), ale 1 a u mnoha solidnich nddort véetné kolorektalniho karcinomu

(150).

BCL-2 je obzvlast vyznamnym anti-apoptotickym regulatorem (151). Nadorové buiky
s vysokou expresi BCL-2 jsou rezistentni k apoptdéze, coz snizuje jejich senzitivitu
k onkologickym terapeutickym modalitdm a hraje vyznamnou roli i pfi vzniku mnohocetné

rezistence k 1é¢ivam (152, 153).
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1.6.3. Inhibitory proteint apoptozy

Inhibitory proteinti apoptozy (,,JAPs*) se vyznacuji anti-apoptotickymi vlastnostmi a uplatiiuji
se pii mitochondrialni, vnitini (Kapitola 1.6.4.), i receptor-dependentni, extracelularni
apoptotické kaskade¢ (Kapitola 1.6.5.). Doposud bylo rozpoznano 8 ¢lent rodiny inhibitort
proteinti apoptdzy (154, 155).

Nejmensim z rodiny IAPs je survivin; ten se stal diky své selektivni expresi v tumoroznich
bunkach idedlnim tumordéznim markerem a vzhledem ke své vyznamné anti-apoptotické roli
terapeutickym cilem (153-157). Survivin inhibuje kaspazu 3 a kaspazu 7, Gcastni se regulace
bunécného cyklu piredevsim v G2 a M fazi, ovliviiuje chemorezistenci a angiogenezi (156, 158-
161). Konturek et al. vySetfovali u pacientii s distadlnim kolorektalnim karcinomem vliv
inhibitoru cyklooxygenéazy-2 (celekoxibu) na expresi vice markert, kromé jiného i survivinu.
Po 14-denni 1é¢bé¢ celekoxibem doslo ke statisticky vyznamnému snizeni exprese survivinu

v nadorové tkani, a zdravé sliznici vzdalené 10 cm od nadoru (162).

Prace norskych autorti zkoumala vyznam imunohistochemickych biomarkert lidské telomerazy
reverzni transkriptdzy a survivinu v otdzce predikce vyvoje metachronniho kolorektdlniho
karcinomu u pacientli s diagnostikovanym sporadickym kolorektdlnim adenomem: studie
prokézala, ze oba zkoumané biomarkery jsou nezavislymi prediktory vyvoje metachronniho

kolorektalniho karcinomu (163).
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1.6.4. Apoptoza navozena intracelularné

Vnitini apoptotickd cesta je aktivovana riznymi mechanismy, ke kterym je fazena deprivace
rustovych faktord, nedostatek nutrientdi, hypoxie, oxidacni stres, poSkozeni DNA, nadbytek
kalciovych iontt, aj. Tato mitochondrialni cesta je ptisné¢ kontrolovana BCL-2 rodinou, ktera
pusobi stimulaci rodiny proteintt BH3, coz vede k aktivaci proapoptotickych efektorti Bax a
BAK. Aktivace Bax a BAK rezultuje v naruSeni mitochondridlni membrany a uvolnéni
cytochromu C do cytosolu. Cytochrom C indukuje formaci apoptozomového komplexu, ktery
se sklada z kaspazy 9 a tzv. Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1). Aktivovana kaspaza
9 se poté stavda medidtorem aktivace efektorovych kaspaz 3, 6, 7, a tak je finaln¢
realizovana apoptdza. Kaspaza 9 dale pozitivni zpétnou vazbou aktivuje kaspadzu 6 a tim

dochazi dale k aktivaci kaspazy 8 a 10 (153, 164), Obrazek 1.6.2.
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Obrazek 1.6.2. Intracelularni aktivace apoptdzy: zpracovano podle Wang et al. (153), Baig et
al. (164)
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1.6.5. Apoptoza navozena extracelularné

K aktivaci zevni, receptor dependentni, apoptotické kaskady dochazi stimulaci ¢lenti rodiny
,receptor smrti“ (death receptor, DR). Doposud bylo rozpoznéno Sest ¢leni DR rodiny.
Vsechny ¢lenové DR rodiny maji cytoplazmatickou doménu, kterd se nazyva doménou smrti
(death domain, DD). Po vazb¢ ligandu smrti (death ligand, DL) na receptor smrti dochézi

k formaci tzv. DISC komplexu (death-inducing signaling complex).

DISC komplex obsahuje: 1) oligomerizované receptory; 2) doménu smrti (DD) spojenou
s adaptujici molekulou — FADD (Fass Associated Death Domain); 3) prokaspazu-8 (FLICE);
4) prokaspazu-10; 5) bunécné inhibitory FLICE (c-FLIP, cellular FLICE-inhibitory proteins,
které mohou inhibovat prokaspazu-8 v piipad¢ aktivace DISC komplexu). Disledkem formace
DISC komplexu je aktivace prokaspazy-8 a prokaspazy-10, coz iniciuje apoptotickou kasadu

(164, 165), Obrazek 1.6.3.
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Obrazek 1.6.3. Schéma vnéjsi apoptotické kaskady: pievzato z Lavrik et al. (165)
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1.6.6. Prirozené induktory apoptozy

Apoptoza je u CRC bunék s mutaci ve WNT/beta-katenin draze (kterd je ptfitomna u vétSiny
sporadickych CRC) indukovéna inhibitory histon deacetyldzy. Znamym inhibitorem histon
deacetylazy je butyrat, ktery vznika fermentaci vlakniny ptisobenim intestinalnich mikrobiot
v tlustém stfevé. Mira navozené apoptdzy je vSak v zapéti snizovana ,,aktivaci zachrannych
drah®, k ¢emuz dochazi na podkladé efektu mitogeni secernovanych z apoptotickych bunék.
Tyto mitogeny stimuluji proliferaci prezivajicich bunck v jakékoliv apoptotické populaci (166-

168).

Mezi supresory apoptdézou indukované proliferace patii propolis, produkt véely medonosné.
Propolis zvySuje apoptézu (zndsobuje butyratem indukovanou apoptozu) supresi dvou

zachrannych signalnich drah: AKT a JAK/STAT (166, 169).

Dalsi dtlezitou zachrannou signalni drahou je ERK draha; tu je mozné inhibovat kofeinem.
Pravé kombinace propolisu + kofeinu a butyratu + propolisu + kofeinu vedla k indukci
nejvyssich hodnot apoptézy u HCT-R (chemorezistentnich bunék kolorektalniho karcinomu)

in vitro (166).

HCT-116, chemosenzitivni buniky kolorektadlniho karcinomu a LT97, builkky odvozené
z kolorektalniho adenomu, jsou na rozdil od HCT-R buné¢k citlivéjsi k butyratem navozené
apoptoze in vitro. Nejvyssich hodnot apoptozy bylo proto u bunék HCT-116 a LT97 dosazeno
pouzitim kombinace butyratu + propolisu, butyratu + kofeinu a butyratu + propolisu a kofeinu

(166).

1.6.7. Vyznam butyratu v regulaci apoptozy

Vléknina je definovana jako cast rostlin nebo jejich extrakti, kterd je rezistentni k traveni a
absorpci v tenkém stieve a k jeji casteCné nebo kompletni fermentaci dochazi v tlustém stfeve
plsobenim intestinalnich mikrobiot (170). Vldknina zahrnuje polysacharidy (Skrob, celuldza,
hemicelul6za, pektin), oligosacharidy a ligniny (171). Hlavnim produktem fermentace vlakniny
jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem: acetat, propionat a butyrat. Pravé butyrat je hlavnim
zdrojem energie pro buniky normalni sliznice tlustého stieva (172, 173). Vzhledem k rozdilné
koncentraci butyratu pfi bazi krypt a v lumen stieva je jeho efekt na jednotlivé bunky sliznice

tlustého stfeva rtzny: nizké koncentrace butyratu, pifitomné pii bazi krypt, jsou ihned
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metabolizovany v mitochondriich, podléhaji beta-oxidaci za vzniku acetyl-koenzymu A, ktery
vstupuje do Krebsova cyklu (citratovy cyklus, cyklus trikarboxylovych kyselin), a jehoz
vysledkem je vznik ATP (adenosin trifosfatu). Za téchto okolnosti dochazi k proliferaci bun¢k
a zaroven nizké akumulaci butyratu v jadru bunky (171, 173). Vyssi koncentrace butyratu, které
jsou pfitomné v lumen tlustého stieva, vyrazné pievysuji metabolickou kapacitu kolorektalni
epitelové buniky. Nemetabolizovany butyrat vstupuje do jadra bunky sliznice tlustého stfeva a
funguje jako inhibitor histon deacetyldzy, coz mé za nasledek inhibici proliferace builky a
navozeni apoptézy (171). Pravé butyrat byl prvnim identifikovanym inhibitorem histon

deacetylazy (174).

Zcela jinak je tomu u bun¢k kolorektalniho karcinomu: ty podléhaji tzv. Warburgovu efektu -
jejich preferovanych zdrojem energie je glukoza (ne butyrat), jejiz vychytavani se zvysuje vice
nez 10-krat, a energii tak nddorové bunky Cerpaji pti aerobni glykolyze. Dtsledkem je nizsi
spotieba butyratu a jeho snaz$i akumulace v jadrech bunék kolorektdlniho karcinomu, kde se
uplatiiuje jako inhibitor histon deacetyldzy, ¢imZz dochézi k indukci apoptdzy s navozenim

tumor-supresorového efektu (171, 175).

rrrrr

(napf. pro interferon gama, tumor nekrotizujici faktor alfa) inhibuje aktivaci nuklearniho

faktoru NF-«f, ktery se podili jak na rozvoji zanétu, tak ale 1 na karcinogenezi (171, 176, 177).

Ve studii Tanga et al. byly bunky lidského kolorektalniho karcinomu vystaveny in vitro
pusobeni butyratu a propionatu v koncentracich 1-3 mM. Tyto koncentrace nevedly k navozeni
apoptozy, nybrz indukovaly autofagii. Proces autofagie umoziiuje/zvysuje preziti bunék jednak
,recyklaci organel buiiky, coz vede k zabezpeceni energetického metabolismu buiiky, jednak
likvidaci agregatl bilkovin a poSkozenych organel, ¢imz snizuje cytotoxicky stres buniky. Pravé
vysledky této studie by mohly vysvétlit, pro¢ nékteré klinické studie s mastnymi kyselinami
s kratkym fetézcem neprokazaly jednoznacné jejich antitumordzni aktivitu. Je ale nutné dale
zkoumat, zda k témto déjim dochazi i v in vivo podminkéch a zda autofagii mohou podlehnout
1 netransformované lidské epitelialni buiiky tlusté¢ho stteva. Pokud by tomu tak bylo, pak by
terapeutickd intervence inhibitorem autofagie méla vést ke zvySeni efektivity suprese vyvoje

kolorektalniho karcinomu pomoci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (178).
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1.6.8. Efekt Zluc¢ovych kyselin na apoptézu bunék sliznice

tlustého streva

Zlu¢ové kyseliny byly oznageny za karcinogeny jiz v roce 1939 (179 Ajouz). Zvy$eny piivod
tukli ve stravé vede ke zvySenym koncentracim sekundarnich Zluovych kyselin ve stolici a
zvySenému riziku kolorektalniho karcinomu (180). Sekundérni zlu¢ové kyseliny, lithocholova
a deoxycholova, vznikaji z primarnich zlucovych kyselin, cholové a chenodeoxycholové
pusobenim intestindlnich mikrobiot v tlustém stfevé. Karcinogenni efekt zluCovych kyselin
spociva predevsim v jejich aktivaci protein kindzy C, PKC (181, 182). PKC je rodina vice
izoenzymt, které hraji mimo jiné roli v kontrole bunééné proliferace, diferenciace a apoptozy.
PKC-a a PKC-B11 ptsobi ve vétsiné bunck anti-apoptoticky, naopak PKC-6 ma funkci
proapoptotickou (181, 183). Prace McMillana et al. potvrdila, Ze kyselina ursodeoxycholova
(tfazena k sekundarnim zlu¢ovym kyselindm) vedla k aktivaci izoenzymu PKC-aq, tedy ptisobi
anti-apoptoticky. Naproti tomu butyrat vede k aktivaci izoenzymu PKC-6 a pulsobi tak
proapoptoticky (181). Kromé anti-apoptotického vlivu maji zlucové kyseliny dalsi
prokarcinogenni vlivy v oblasti tlustého stfeva: indukuji vznik reaktivnich kyslikovych
radikali, zptisobuji naruseni bunééné membrany a mitochondrii, indukuji nezadouci poskozeni

DNA (179).
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2. Cile prace

Zavést metodiku a vySetfit miru mitézy a apoptoézy bunck sliznice tlustého stfeva u
pacientii s nepokro¢ilym a pokrocilym kolorektalnim adenomem, kolorektalnim
karcinomem a u osob s normalnim nélezem pii koloskopickém vySetfeni (s negativni

osobni anamnézou kolorektalni neoplazie a/nebo idiopatického stfevniho zanétu).

Stanovit, zda mira mitézy a apoptézy v oblasti kolorektalni patologie zdvisi na

histologickém profilu patologie.

Ur¢it, zda je troven mitdzy a apoptozy epitelidlnich bunck zdravé sliznice u pacienta
s ndlezem kolorektalni patologie odliSnd ve srovnani s mitdzou a apoptdzou sliznice

kolorekta jedinct z kontrolni skupiny.

Stanovit, zda ma lokalizace kolorektalni patologie vliv na miru mitézy a apoptdzy

epitelialnich bunék v oblasti patologie.

Predikovat, zda mize mit ovlivnéni apoptdzy pii progresi kolorektdlniho adenomu

v karcinom klinické konsekvence.
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3. Stanoveni miry mitotické a apoptotické aktivity epitelialnich bunék

sliznice tlustého stieva u pacienti s kolorektalnimi neoplaziemi

Deregulace mitotické a apoptotické aktivity v oblasti kolorektalni karcinogeneze neni jiz
v soucasnosti zpochybiiovana. Doposud vSak neni ve svétové literatufe k dispozici informace
o tom, jak a jak signifikantn¢ je mitdza a apoptdza zménéna v jednotlivych stadiich sporadické
kolorektalni neoplazie. Lze piedpokladat, ze byt’ jsou mitotické a apoptotické déje v prostiedi
kolorekta ovliviiované a fizené mnoha faktory, mohla by intervence do téchto d&ju v urcité fazi
vyvoje kolorektalniho adenomu v karcinom vést k zamezeni progrese procesu, coz by mélo

nepochybné vyznamné ptiznivé dopady v klinické medicing.

3.1. Metodika

Ke stanoveni miry mitézy a apoptdzy epitelidlnich bunék sliznice kolorekta byly kromé
kontrolni skupiny (Obr. 3.1.1.-3.1.4.) vybrany 3 skupiny pacientli: nemocni s nepokroc¢ilym
kolorektdlnim adenomem (non-advanced adenoma, non-a-A) (Obr. 3.1.5.-3.1.6.), osoby
s pokro¢ilym kolorektalnim adenomem (advanced adenoma, a-A) (Obr. 3.1.7.-3.1.8.) a
pacienti s kolorektalnim karcinomem, CRC (Obr. 3.1.9.-3.1.12.).

Pokrocily kolorektalni adenom je definovan jako neoplazie velikosti >10 mm a/nebo obsahujici
vilozni komponentu a/nebo ptitomnost vysokého stupné dysplazie (3 Kohoutova 2014 — ref jiz

uvedena v kapitole 1.3.).

Mitoticka a apoptotickd aktivita byla vySetfena u 17 jedinci s normélnim koloskopickym
nalezem a negativni osobni anamnézou kolorektalni neoplazie a/nebo idiopatického stfevniho
zanétu (6 muzd, 11 Zen, ve v€ku 25-75, primér 55+14), 18 pacientli s nepokrocilym
kolorektalnim adenomem (13 muzt, 5 zen, ve véku 41-84 let, primér 66+12), 13 pacientd s
pokrocilym kolorektadlnim adenomem (10 muZzd, 3 Zeny, ve veku 58-79 let, pramér 67+7) a 13
pacientil s kolorektalnim karcinomem (5 muzi, 8 Zen, ve véku 50-87 let, primér 66=10).
Vuvodu diagnostické a/nebo terapeutické koloskopie podepsal kazdy jedinec souhlas
informované¢ho s vySetfenim apoptdzy z bioptického materialu (Priloha 1).

Nebolestivy biopticky odbér tkdné kolorekta byl realizovan v pribéhu endoskopie na
endoskopickém pracovisti II. interni gastroenterologické kliniky Lékatské fakulty UK a

Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzdy byla bioptovana pfitomna kolorektalni patologie,
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jejiz histologie byla kontrolovana po odecteni histopatologem. Daéle byla bioptovana
makroskopicky normalni sliznice vzdalena 10 cm od mista patologie. U zdravych jedincii
s normalnim nalezem v kolorektu byla biopsie zdravé sliznice provedena v oblasti rekta (po
vylouceni oralnéji lokalizované neoplazie). Obvykle byl material ziskan bioptickymi klistkami
(Obr. 3.1.13.), nebo odkrojenim malé casti kolorektalni neoplazie odstranované v ptipadé
prisedlé 1éze endoskopickou mukoézni resekci (Obr. 3.1.14.-3.1.15.), v pripad¢ stopkaté
neoplézie polypektomicky (Obr. 3.1.16.). Ziskané vzorky byly ihned vlozeny do zkumavky
s 10% formalinem, fixovany a odeslany na Fakultu vojenského zdravotnictvi UO v Hradci
Kralové. Zde byly vzorky odvodnény a zality do parafinu (Paramix, Holice, Ceska Republika).
Z kazdého vzorku byly odkrojeny 5 um silné fezy (Microtome model SM2000 R, Leica,
Heidelberg, Némecko), nasledné obarveny hematoxylinem-eozinem (Merck, Kenilworth, NJ,
USA) a hodnoceny za pouziti mikroskopu BX-51 (Olympus Optical Co., Tokyo, Japonsko).

Vzhledem k charakteru kinetiky bunécné populace tlustého stieva byla v kazdém vzorku
métena apoptoza [apoptoticky index (%) = pocet apoptotickych bunék x 100/celkové mnozstvi
hodnocenych bun€k)] a mitéza [mitoticky index (%) = pocet mitotickych figur x 100/celkové
mnozstvi hodnocenych bun¢k)] ve tfech riznych kompartmentech: povrchovy v pfimém
kontaktu s lumen tlustého stfeva, horni casti krypt a dolni ¢asti krypt (Obr. 3.1.17.). Za
apoptotick¢ buinky byly povazovany bud jednotlivé apoptotické fragmenty velikosti
odpovidajici sousednim bunikam nebo shluk alesponi 3 malych apoptotickych télisek. V kazdém

kompartmentu bylo hodnoceno nejméné 750 bunék.

Apoptotickd aktivita byla dale hodnocena pomoci imunohistochemickych metod, konkrétné
detekcei aktivované (Stépené) kaspazy-3, ktera je kritickym elementem regulujicim apoptoticky
proces. Byla pouzita krali¢i monoklonalni protilatka (1:200; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) a standardni peroxiddzova technika (184) na 5 um silnych fezech vSech
adenomt, karcinomii a ndhodn¢ vybranych kontrolnich vzorkti. Vzorky byly po
imunohistochemickém znaceni dobarveny hematoxylinem (Obr. 3.1.18.). Pivodni snahou bylo
zhodnotit apoptotickou aktivitu ve tfech kompartmentech a vyjadtit ji pomoci apoptotického
indexu (aktivovana-kaspaza-3 [%] = pocet aktivovanych-kaspaza-3 pozitivnich bunék X
100/celkové mnozstvi hodnocenych bun¢k). Po obarveni se vSak wukézalo, zZe
imunohistochemicka detekce vykazuje vysokou urovenn falesné pozitivity v okrajovych
oblastech (Obr. 3.1.19.), proto byl svynechdnim faleSn¢ pozitivnich oblasti hodnocen
kompartment horni a dolni ¢asti krypt v dostate¢né velkych vzorcich. Hodnoceno bylo nejméné

1500 bun¢k/kompartment.
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Statisticka analyza:

Ziskané vysledky byly zpracovany pomoci statistického softwaru Statistica. Byly vypocteny
zékladni popisné statistiky a provedeno porovnani jednotlivych souborli pomoci Mann-

Whitneyova testu.

Etické kodexy:

Projekt byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Pii vlastnim
provadéni studie a pti vyhodnoceni ziskanych vysledkil byla zajisténa ochrana osobnich udaji
vysetienych osob v souladu s Metodickym navodem Ministerstva zdravotnictvi CR
(k zabezpeceni a ochrané udajii v informacnich systémech provozovanych ve zdravotnickych
zaFizenich uverejnény ve Véstniku MZCR, castka 6/1994 s odvolanim na ustanoveni paragrafi

55 odstavec 2, pismeno d) zakona 230/1996 Shirky o péci o zdravi lidu v platném znéni).
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Obr. 3.1.1.

Endoskopicky obraz: Cékum s ustim apendixu - fyziologicky nélez

Obr. 3.1.2.

Endoskopicky obraz: Cékum s Bauhinskou chlopni - fyziologicky nalez
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Obr. 3.1.3.

Endoskopicky obraz: Colon transversum - fyziologicky nalez

Obr. 3.14.

Endoskopicky obraz: Rektum - fyziologicky nalez
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Obr. 3.1.5.

Endoskopicky obraz: Prisedly nepokrocily kolorektalni adenom (vlevo), vpravo
hyperplasticky polyp

Obr. 3.1.6.

Endoskopicky obraz: Stopkaty nepokrocily kolorektalni adenom
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Obr. 3.1.7.

Endoskopicky obraz: Pokrocily kolorektalni adenom (s pfisedlou porci)

Obr. 3.1.8.

Endoskopicky obraz: Pokrocily kolorektalni adenom (v NBI zobrazeni - narrow band

imaging = zizZeny pas svétla)
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Obr. 3.1.9.

Endoskopicky obraz: Kolorektalni karcinom (zobrazeni v bilém svétle s vysokym

rozliSenim)

Obr. 3.1.10.

Endoskopicky obraz: Kolorektalni karcinom (stejny nalez v NBI zobrazeni)
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Obr. 3.1.11.

Endoskopicky obraz: Kolorektalni karcinom céka, vlevo Bauhinska chlopen

Obr. 3.1.12.

Endoskopicky obraz: Kontaktné i spontanné krvacejici, stenozujici kolorektalni karcinom
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Obr. 3.1.13.

Endoskopicky obraz: Bioptické klistky pouzivané k bioptickym odbérim

Obr. 3.1.14.

Endoskopicky obraz: Pokrocila kolorektalni neoplazie (po podpichu, pied endoskopickou
mukozni resekei)
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Obr. 3.1.15.

Endoskopicky obraz: Endoskopickd muko6zni resekce kolorektalni neoplazie

Obr. 3.1.16.

Endoskopicky obraz: Polypektomie kolorektalni neoplazie
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Obr. 3.1.17.

Barveni hematoxylinem-eozinem, originalni zvétSeni: 100x

Kompartmenty pro hodnoceni apoptdzy: povrchovy, v piimém kontaktu s lumen tlustého stieva

(¢ervend Sipka), horni Cast krypt (Zluté Sipka) a dolni ¢ast krypt (zelena Sipka).
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Obr. 3.1.18.

Imunohistochemicka detekce aktivované-kaspazy-3 ve vzorcich dobarvenych

hematoxylinem; originalni zvétSeni: 600x

Na obrazku jsou zndzornény aktivovand-kaspdza-3 pozitivni buniky (Sipka). Rovnéz jsou zde
patrny 2 shluky > 3 apoptotickych télisek (v kruhu), jez by pii hodnoceni ve vzorcich barvenych
hematoxylinem-eozinem byly povazovany za pozitivni, pozitivitu aktivované-kaspazy-3
nicméné nevykazovaly. Apoptoticka téliska vykazovala pozitivitu pouze v pfipadé, ze v nich
byla zachovana cytoplazmatickd hmota. Jestlize télisko obsahovalo jen jaderny materidl,

pozitivita zachycena nebyla.

42



Obr. 3.1.19.

Imunohistochemicka detekce aktivované-kaspazy-3, dobarveno hematoxylinem;

originalni zvétSeni: 200x

Fales$n¢ pozitivni imunohistochemicka detekce aktivované-kaspazy-3 v povrchovém

kompartmentu a v usti krypt bioptického vzorku.
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3.2. Vysledky

Ve vzorcich kontrol byla pozorovana mitoticka aktivita pouze v dolni ¢asti krypt, kde byla
doprovazena urcitou trovni apoptotické aktivity. V horni ¢asti krypt mitoticka i apoptoticka
aktivita klesla knulovym hodnotdm (Obr. 3.2.1.). V superficidlnim (povrchovém)

kompartmentu byl pfitomen nartst apoptotické aktivity (Graf 3.2.1a., 3.2.1b.).

Pfeména zdravé sliznice v nepokrocily adenom (non-a-A) byla spojena se signifikantnim
zvySenim apoptotické aktivity ve vSech tiech kompartmentech (Graf 3.2.2a., 3.2.3a., 3.2.4a.);
p < 0,05. Nejvétsi nartist byl pozorovan v horni ¢asti krypt. Statisticky vyznamny nartst
mitotické aktivity byl pfi pfeméné zdravé sliznice v nepokrocily adenom pozorovan v dolni a

horni ¢asti krypt (Graf 3.2.2.b, 3.2.3b.); p < 0,05.

Transformace nepokrocilého v pokrocily adenom nevedla k dalSimu ovlivnéni apoptotické
aktivity (Graf 3.2.2a., 3.2.3a., 3.2.4a.), byla vSak spojena se signifikantnim zvySenim mitotické
aktivity v oblasti horni ¢asti krypt a v superficidlnim kompartmentu (Graf 3.2.3b., 3.2.4b.,
Obr. 3.2.2.); p <0,05.

Ve vzorcich odebranych z kolorektalniho karcinomu byl pfi srovnani s pokroc¢ilym adenomem
pozorovan statisticky vyznamny pokles apoptotické aktivity ve vSech tfech kompartmentech

(Graf 3.2.2a., 3.2.3a., 3.2.4a.; Obr. 3.2.3.); p <0,05.

Pfi porovnani mitotické a apoptotické aktivity v kontrolnich vzorcich odebranych ze zdravé
sliznice u pacientl s kolorektalni neoplazii se vzorky zdravych kontrol nebyly nalezeny Zadné

statisticky vyznamné rozdily v Zadném z kompartmentti; p > 0,05.

Apoptotickd a mitoticka aktivita byla porovnana s vlastnimi kontrolami odebranymi ze zdravé
tkan¢ v jednotlivych kompartmentech u pacient s nepokro¢ilym adenomem (Graf 3.2.5a.,
3.2.5b.), u pacientl s pokrocilym adenomem (Graf 3.2.6a., 3.2.6b.) a u jedinct s kolorektalnim

karcinomem (Graf 3.2.7a., 3.2.7b).

Dalsi statistickd analyza byla zaméfena na porovnani apoptotické a mitotické aktivity mezi
neoplaziemi lokalizovanymi v pravé (cékum, c. ascendens a c. transversum) a levé casti
tratniku (c. descendens, c. sigmoideum a rektum) u jednotlivych kolorektdlnich neoplazii.
Lokalizace neoplazie neméla na miru mitotické a apoptotické aktivity signifikantni vliv; p >

0,05.
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Immunohistochemicka detekce aktivované kaspazy-3 prokazala signifikantni narist
apoptotické aktivity v horni ¢asti krypt béhem transformace zdravé sliznice v nepokrocily a v
pokroc¢ily adenom (p < 0,05). Nasledn¢ byl pozorovan signifikantni pokles pozitivity
aktivované kaspazy-3 ve vzorcich odebranych z kolorektalniho karcinomu pii srovnani se
vzorky odebranymi z nepokrocilého adenomu a pokrocilého adenomu v oblasti horni ¢asti

krypt; p < 0,05 (Tabulka 3.2.1.).
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Obr. 3.2.1.

Barveni hematoxylin-eozin, originalni zvétSeni 600x

Nulova mitotickd a apoptoticka aktivita v horni ¢asti krypt kontrol.
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Obr. 3.2.2.
Barveni hematoxylin-eozin, originalni zvétSeni 600x

Mitoticka a apoptotickéd aktivita v horni ¢asti krypt pokroc¢ilého adenomu (Sipka: mitoticka

figura; v krouzku: apoptoticka téliska).
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Obr. 3.2.3.

Barveni hematoxylin-eozin, originalni zvétSeni 600x

Mitoticka a apoptoticka aktivita v horni ¢asti krypt kolorektalniho karcinomu (Sipka: mitoticka

figura; v krouzku: apoptoticka téliska).
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Graf 3.2.1a. Apoptdza v kontrolni skuping, vyjadiena jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti dolni ¢asti krypt (p < 0,05)

2: statisticky vyznamny rozdil proti horni ¢asti krypt (p < 0,05)
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Graf 3.2.1b. Mitéza v kontrolni skuping, vyjadiena jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti dolni ¢asti krypt (p < 0,05)
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Graf 3.2.2a. Apoptoza v oblasti dolni ¢asti krypt, vyjadiend jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

2: statisticky vyznamny rozdil proti nepokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)

3: statisticky vyznamny rozdil proti pokro¢ilému adenomu (p < 0,05)
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Graf 3.2.2b. Mit6za v oblasti dolni ¢asti krypt, vyjadiena jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Graf 3.2.3a. Apoptoza v oblasti horni ¢asti krypt, vyjadiena jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

2: statisticky vyznamny rozdil proti nepokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)

3: statisticky vyznamny rozdil proti pokro¢ilému adenomu (p < 0,05)
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Graf 3.2.3b. Mit6za v oblasti horni ¢asti krypt, vyjadiena jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

2: statisticky vyznamny rozdil proti nepokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)
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Graf 3.2.4a. Apoptoza v povrchovém kopartmentu, vyjadiena jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

2: statisticky vyznamny rozdil proti nepokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)

3: statisticky vyznamny rozdil proti pokro¢ilému adenomu (p < 0,05)
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Graf 3.2.4b. Mit6za v povrchovém kopartmentu, vyjadiena jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

2: statisticky vyznamny rozdil proti nepokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)
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Graf 3.2.5a. Apoptdza u nepokrocilého adenomu (modra barva) ve srovnani s kontrolami

v pfisluSném kompartmentu (Cervend barva), vyjadiend jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Graf 3.2.5b. Mitéza u nepokrocilého adenomu (zelend barva) ve srovnani s kontrolami

v pfisluSném kompartmentu (zIuta barva), vyjadiend jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Graf 3.2.6a. Apoptdéza u pokrocilého adenomu (modrd barva) ve srovnani s kontrolami

v pfisluSném kompartmentu (Cervend barva), vyjadiend jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Graf 3.2.6b. Mitdéza u pokrocilého adenomu (zelena barva) ve srovnani s kontrolami

v pfisluSném kompartmentu (zIuta barva), vyjadiend jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Graf 3.2.7a. Apoptoza u kolorektalniho karcinomu (modra barva) ve srovnani s kontrolami

v pfisluSném kompartmentu (Cervend barva), vyjadiend jako apoptoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Graf 3.2.7b. Mitéza u kolorektalniho karcinomu (zelend barva) ve srovnani s kontrolami

v pfisluSném kompartmentu (zIuta barva), vyjadiend jako mitoticky index [%]

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
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Tabulka 3.2.1.

Immunohistochemicka detekce aktivovanou kaspazou-3 pozitivnich bunék v oblasti horni ¢asti
krypt. Vysledky jsou vyjadieny jako median a interkvartilové rozpéti (IQR) apoptotickych

indexa.

Pocet kompartmentii hodnocenych v jednotlivych skupinach je uveden v zavorce.

1: statisticky vyznamny rozdil proti kontrolni skupiné (p < 0,05)
2: statisticky vyznamny rozdil proti nepokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)

3: statisticky vyznamny rozdil proti pokroc¢ilému adenomu (p < 0,05)

Apoptoticky index aktivovanou kaspazou-3
pozitivnich bun¢k v horni ¢asti krypt (%)
Kontroly Median 0; IQR 0 (13)
Nepokroc€ily adenom Median 1,37; IQR 1,18-1,42 (8) !
Pokro¢ily adenom Median 1,84; IQR 1,72-2,03 (10) -2
Kolorektalni karcinom Median 0,86; IQR 0,77-1,05 (9) %3
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3.3. Diskuse

Mitotické, proliferacni a apoptotické déje epitelidlnich kolorektalnich bun€k jsou fyziologickou
soucasti procestt odehravajicich se v tlustém stievé. Tyto déje jsou komplexné fizené a
jakékoliv naruseni rovnovahy muze vést ke vzniku kolorektalni patologie. Naruseni miry
mitotickych a apoptotickych déji bylo detekovano u zanétlivych onemocnéni tlustého stfeva

vcetné idiopatickych stfevnich zanét (185, 186) a kolorektalnich neoplazii (187-189).

Nase prace se zabyvala stanovenim miry mitdzy a apoptozy v kolorektalni neoplazii a okolni
zdravé sliznici. Alteraci proliferace a apoptdézy u adenomu a karcinomt kolorekta zkoumali
védecké tymy jiz od 90. let 20. stoleti (187-189), avSak doposud nebyla ve svétové literatute
publikovana studie, kterd by =zabyvala stanovenim mitotické a apoptotické aktivity
v jednotlivych sporadickych kolorektalnich neopldziich podle soucasné platné definice

pokrocilosti kolorektalniho adenomu.

Mitotické 1 apoptotické déje jsou 1 v pripadé kolorektalnich neoplézii komplexné regulovany.
Bylo dokumentovano, Ze se na regulaci apoptdzy kolorektalnich neoplazii kromé rodiny BCL-
2 proteind (148) a anti-apoptoticky piisobicich inhibitorti proteinti apoptodzy vcetné survivinu
(154, 155) vyznamné podili i exprese BCL-3 proteintl, a to cestou inhibice aktivace apoptdzy.
Kofaktor BCL-3 nukle4drniho faktoru-kf (NF-kf) byl poprvé identifikovan v piipadé
translokace t(14;19) u chronické lymfatické leukémie, je vSak asociovédn s vyvojem i dalSich
hematologickych malignit a rovnéZ s vyvojem solidnich tumort vcetné kolorektalniho
karcinomu (190). Mezi expresi nuklearniho BCL-3 a Spatnou progn6zou u nemocnych s CRC

existuje tésna korelace (191).

Signalni cesta NF-k3 mé obzvlastni dilezitost pii vzniku a vyvoji malignit: stimuluje pfezivani
a proliferaci bunék, podili se na progresi tumoru, angiogenezi a metastazovani (192, 193).
Exprese BCL-3 urychluje riist CRC in vivo, a to cestou inhibice apoptdzy diky indukci
»zachranné“ AKT signdlni drahy. Obdobné vysledky byly pozorovany i u linie bunck
odvozenych od adenomu. Publikace Urbanové et al. zdiiraziiuje, Ze ucinek BCL-3 je zavisly na
jeho vazbé na NF-k a pro kolorektalni karcinogenezi je dilezity pravé komplex BCL-3:NF-
KB (190).

Minemura et al. se zabyvali expresi gent v kolorektalnich laterally spreading type tumorech

(LST), které jsou definované jako neoplazie >10 mm (194). Kromé jinych produkti genti byl
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ve tkani vySetfovanych adenomt stanovovan BCL2L1 protein; ten byl vyrazné zvysen u LST
ve srovnani s pedunkulujicimi kolorektalnimi adenomy velikosti >10 mm. Produkt genu pro

v vow

BCL2L1 je rovnéz fazen mezi anti-apoptotické proteiny (195).

Vzhledem k fyziologicky odlisné mife proliferace a apoptozy cylindrickych epitelialnich bun¢k
v jednotlivych kompartmentech stfevnich krypt byla v naSi studii mitotickd a apoptoticka
aktivita epitelialnich bun¢k ziskanych z neoplazie a zdravé sliznice hodnocena ve tfech riznych
kompartmentech a nasledné mezi jednotlivymi patologiemi interkompartmentové porovnéna.
Nasi studii povazujeme za silnou mimo jiné proto, ze v kazdém kompartmentu bylo po obarveni

vzorkli hematoxylinem eozinem hodnoceno celkem nejméné 750 bunék.

Mira apoptdzy byla dale kvantifikovana pomoci imunohistochemickych metod, konkrétné
detekci aktivované (Stépené) kaspazy 3. Prekvapivéd faleSna pozitivita imunohistochemické
detekce v okrajovych oblastech mohla byt zfejmé zplisobena traumatizaci bioptického vzorku
pfi jeho odbéru, coz vedlo krychlé aktivaci apoptotickych signalnich drah. Cast vzorkt
(zejména mensich rozméri) nebylo mozné hodnotit vitbec. U zbylé (hodnocené) ¢asti vzorka
nebylo mozné odecist apoptotickou aktivitu v povrchovém kompartmentu a aktivitu pfi usti
krypt, hodnocen byl tedy kompartment horni a dolni ¢asti krypt. Za smérodatna povazujeme
data z oblasti horni ¢asti krypt, nebot’ pouze z tohoto kompartmentu byl ziskan dostatecny pocet

vzorkl k naslednému statistickému zpracovani.

Komplexnost a rovnovaha proliferace a apoptozy epitelidlnich buné€k, zajistujici homeostazu
v tlustém stfev€ 1 pfes extrémni obrat cylindrickych bunék sliznice tlustého stfeva, je
fascinujici. Fyziologicky je pfitomna mitoticka aktivita pouze v dolni ¢asti krypt. V horni ¢asti
krypt a v povrchovém kompartmentu je proliferaéni aktivita téméf nulova. I naSe studie
potvrdila, Ze mirnd apoptoticka aktivita je fyziologicky pfitomna ve vzorcich zdrave sliznice
v dolnim kompartmentu krypt. Lze pfedpokladat, ze apoptoticka aktivita v této ¢asti krypt miize
byt mechanismem pfispivajicim k udrzeni stability genetické informace u mnozicich se
kmenovych bunék a progenitorii (196, 197). Horni ¢ast krypt je kompartment, ve kterém buniky
podléhaji diferenciaci (198). Mitotickd 1 apoptotickd aktivita zde klesly k nulovym hodnotam.
Opétovny narGst mnozstvi apoptotickych bun¢k byl poté pozorovan v povrchovém
kompartmentu, ze kterého jsou buniky ze stfevni sliznice odstrailovany v ramci své pfirozené

obnovy.

Stanovenim proliferace a apoptézy se u adenomu asociovanych s familiarni adenomatdzni

polypozou zabyvali Striter et al. Ti v roce 1995 identifikovali vyrazné zvySenou proliferaci
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(hodnocenou pomoci Ki-67 indexu) a apoptozu (detekovanou pomoci TUNEL reakce —
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labelling) epitelidlnich bunék
v neoplasticky zménénych adenomech. Dale dokumentovali abnormalni distribuci
proliferujicich bun¢k a apoptotickych dé&ji: proliferujici buiiky byly nejcastéji pritomny pii
povrchu krypt, v blizkosti lumen. Apoptotické déje byly nejcastéji lokalizovany v oblasti na
piechodu dolni a horni ¢asti krypt (187).

Weiss at al. stanovovali miru proliferace a apoptozy epitelidlnich bun¢k rovnéz u pacienti
s familiarni adenomatézni polypdzou, konkrétné v jejich sliznici kolorekta, tubularnich a
tuboviloznich adenomech. Potvrdili, ze ve zdravé sliznici je pfitomna rovnovaha mezi
proliferaci a apoptézou bunc¢k. U tubularniho 1 tubovilézniho adenomu identifikovali
signifikantné zvySenou proliferaci; miru apoptézy dokumentovali u tubularniho adenomu jako

nezménénou a u tubovildzniho (pokrocilého) adenomu jako snizenou (188).

Nase studie prokazala, ze pii transformaci zdravé sliznice kolorekta v nepokrocily adenom
doslo k signifikantnimu zvySeni mitotické aktivity v dolni a horni ¢ast krypt. Signifikantni
zvySeni apoptotickée aktivity bylo na rozdil od Weissovy studie (188) u nepokrocilého adenomu
pozorovano, a to ve vSech tfech hodnocenych kompartmentech. Mira apoptotické aktivity se
signifikantn¢ nezménila pii dal$i progresi nepokroc¢ilého adenomu v pokrocily adenom;
mitotickd aktivita se vSak dale signifikantné zvysila v oblasti horni ¢asti krypt a povrchovém
kompartmentu. Vzhledem k obdobnym trendiim signifikantniho zvySeni apoptotické a
mitotické aktivity u nepokrocilé a pokrocilé kolorektalni neoplézie ve srovnani s kontrolami lze
predpokladat, Ze tyto déje maji spolecné spoustéce, véetné alteraci genetickych (Kapitola 1.3.).
Velmi zajimavou skutecnosti je ptfitomnost nezménéné mitotické aktivity u nepokrocilého
adenomu v povrchovém kompartmentu, coZ je zndmkou zachovani terminalni diferenciace pies
zménénou morfologii v tomto kompartmentu, a je tak v souladu s literaturou (199). Naproti
tomu transformace nepokrocilého adenomu v pokroc¢ily adenom vede k signifikantnimu
zvySeni mitotické aktivity v horni ¢asti krypt a povrchovém kompartmentu, coz vylucuje

moznost kompletni a fyziologické diferenciace epitelidlnich bunék.

Alteraci proliferace a mitdzy u sporadickych kolorektalnich neoplézii véetné adenokarcinomu
se zabyvali Kikuchi et al., ktefi publikovali svou studii na toto téma vroce 1997:
dokumentovali, Ze u adenomt (skupina zahrnujici adenomy rizného stupné dysplazie) dochazi
ke zvySené proliferaci; proliferace pak dosahuje maxima ve vzorcich adenokarcinomil.

Identifikovali zvySenou apoptézu ve skupin€ adenomi, ve skupiné adenokarcinomil vSak
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nasledné dochézelo k poklesu miry apoptozy (189). Podobné i Leiszter potvrdil, ze mitoticky
index je u sporadického kolorektalniho adenokarcinomu signifikantné vySsi a apoptototicky
index signifikantné niz$i ve srovnani se zdravou sliznici kolorekta (126). V nasi studii byl
posledni krok sekvence adenom-karcinom spojen se signifikantnim snizenim apoptotické
aktivity ve vSech hodnocenych kompartmentech, pficemz mitotické aktivita ziistala nezménéna.
K progresi karcinomu tak jist¢ mlize pfispivat produkce ,,inkompetentnich bunék, které navic
nejsou dostateéné a spravné eliminovany. Vysledky morfologickych nalezti u nepokrocilého
adenomu, pokrocilého adenomu a kolorektdlntho karcinomu dobie korelovaly

s imunohistochemickymi vysledky aktivované kaspazy-3 v horni ¢asti krypt.

Skutecnost, ze pfi transformaci pokrocilého adenomu v karcinom dojde k nezadoucimu
signifikantnimu poklesu apoptozy, je jisté dana komplexnim ptisobenim mnoha faktort. Mimo
jiné lIze predpokladat stézejni zapojeni anti-apoptoticky puisobicich inhibitorii proteint
apoptdzy. Hernandez et al. zkoumali expresi survivinu ve tkani kolorektdlniho adenomu a
karcinomu: zavéry jeho prace ukazuji, Ze béhem sekvence vyvoje normalni sliznice kolorekta
— adenom — karcinom dochazi ke zvySovani exprese survivinu. Dal$i vysledky této prace
ukazuji, ze exprese survivinu je pfi srovnani s normalni sliznici tlustého stfeva signifikantné
zvySena nejen ve tkdni primarniho kolorektdlniho karcinomu, ale i v metastatické tkéani
kolorektalniho karcinomu (v jaternich metastdzach, lymfatickych uzlinach a plicnich
metastdzach). Dale exprese surivivinu korelovala s nariistajici dediferenciaci (gradingem)
karcinomu. Tato zjiSténi podporuji mozZnosti vyuziti surivinu jako potencialniho terapeutického
cile. Jeho 1écebné vyuziti pro onemocnéni v oblasti kolorekta jsou navic Zadouci 1 proto, ze
survivin se v epitelidlnich bunkach tlustého stteva dospélého ¢loveka vyskytuje v minimalnim

mnozstvi ve srovnani s tkani nddorovou (156).

Butyrat (podrobné Kapitola 1.6.6.), mastné kyselina s kratkym fetézcem, produkovana sttevnim
mikrobiomem z dietni vldkniny, je nejznamnéjSim inhibitorem histon deacetylazy (174, 200).
Butyrat je preferovanym zdrojem energie pro zdravé epitelidlni bunky tlustého stieva (201),
pfesto vzhledem ke své rozdilné koncentraci plsobi na epitelidlni cylindrické buniky rGzné:
nizké koncentrace butyratu, typické pro bazi krypt, jsou rychle metabolizovany a stimuluji
proliferaci bunék. Vys§i koncentrace butyratu, pfitomné v povrchovém kompartmentu,
pfevysuji metabolickou kapacitu epitelidlnich bunék. Dochézi tak k akumulaci butyratu v jadre
buniky, kde pfebird funkci inhibitoru histon deacetylazy a indukuje apoptézu (171).
Predpoklady pisobeni butyratu na mitotické a apoptotické d&e v epitelidlnich bunkach
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uspotradanych v dolni ¢asti krypt a superficidlnim kompartmentu ve vzorcich zdravé sliznice

byly v nasi studii potvrzeny.

Vzhledem k Warburgové efektu preferuji bunky kolorektalni neopldzie jako zdroj energie
glukézu. Dochézi tak snadno k akumulaci butyrdtu v jadrech bunék neopléazie, kde opét
indukuje apoptozu cestou inhibice histon deacetylazy (171). Nase studie potvrdila signifikantné
vys§i apoptozu ve vzorcich nepokroCilych i pokrocilych adenomti ve srovnani se vzorky
kontrolnimi, coz napliuje predpoklady Warburgova efektu. Chemopreventivni strategie vzniku
kolorektalniho karcinomu zahrnujici uzivani vldkniny a mikrobiot produkujicich butyrat se zda
byt idedlni volbou z nasledujicich divodu: butyrat, jakozto inhibitor histon deacetylazy, je
produkovan vylu¢né v tlustém stfevé, tim je vyloucena jeho systémova degradace. Dale je
butyrat fyziologicky metabolizovan normalnimi bunkami tlustého stieva a cilené tumor-

supresorove pusobi na bunky kolorektalni neoplazie (171).

Signifikantni pokles apoptotické aktivity ve stadiu kolorektalniho karcinomu ve srovnani
s pokroc¢ilym kolorektalnim adenomem je sice v souladu s pfedchozimi studiemi (126, 189),
avSak predpoklady Warburgova efektu naplnény nebyly. Vysvétleni jsou vicecetna, kromé
jiného za poklesem apoptotické aktivity asociované s transformaci pokrocilého kolorektalniho
adenomu v karcinom stoji anti-apoptoticky pusobici proteiny véetné survivinu, avsak i1 dalsi
,zachranné® drahy — naptiklad AKT, JAK/STAT a ERK, které jsou indukovany mitogeny
secernovanymi apoptotickymi télisky (166). Efektivnim komplexnim pfistupem k terapii
kolorektalniho karcinomu by tak mohlo/mélo byt kombinované pouziti apoptoézu-indukujicich
1é¢iv (inhibitory histon deacetyldzy, napt. butyrat) spolu s agens, které suprimuji vSechny
kompenzatorni ,,zachranné drahy* aktivované béhem procesu apoptdzy a léCiva inhibujici

expresi survivinu.

Mezi léciva ovlivilujici expresi survivinu patfi inhibitory izoenzymu cyklooxygendzy-2,
inducibilniho produktu genu COX-2. COX-2 je zvySené¢ exprimovan v kolorektalnich
neoplaziich (117) a ucastni se vzniku prostaglandini vCetné prostaglandinu E2, ktery je mimo
jiné dualezitym medidtorem karcinogennich procest (114-116). Celecoxib, inhibitor
cyklooxygendzy-2, plisobi anti-apoptoticky sniZenim exprese inhibitoru proteinu apoptdzy,
survivinu, v nadorové tkani kolorekta (162, 202), a plisobi antagonisticky vii€i anti-apoptoticky
pusobicimu proteinu Mcl-1. Inhibitory cyklooxygenazy-2 mély doposud misto v prevenci

vyvoje neoplazii kolorekta u pacientii s familidrni adenomat6zni polypdzou, avSak vzhledem
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ke kardiovaskularni toxicité nékterych zastupcti COX-2 inhibitort je nutné hledat dalsi 1éCiva

s potencidlem ptiznivého ovlivnéni apoptozy, avSak s niz§Simi nezadoucimi ucinky (202).

Preparaty 5-aminosalicylové kyseliny se u nemocnych s idiopatickymi stievnimi zanéty
pouzivaji ptredevSim pro svij protizanétlivy efekt. Tato 1éCiva se vSak v souCasné dobé
pouzivaji 1 jako chemopreventivni agens, nebot’ jsou schopna ptiznivé ovliviiovat mitdzu a
apoptozu epitelidlnich bunék kolorekta (130). Studie provedend Eadenem et al. prokézala, ze
riziko kolorektalniho karcinomu u pacient s ulcer6zni kolitidou mtize byt snizeno pravidelnou
terapii S-aminosalicylové kyseliny (203). Urbanova et al. ve své studii mimo jiné pozorovala,
ze 5-aminosalicylova kyselina suprimuje expresi BCL-3 v bunkéch kolorektalniho karcinomu,

coz vede ke snizeni inhibice aktivace apoptozy regulované BCL-3 (190).

Koliciny, ptisobky produkované gramnegativnimi bakteriemi v tlustém stfeve, se vyznacuji
ucinky anti-bakteridlnimi, probiotickymi a pro-apoptotickymi (95, 204). Asociaci produkce
kolicinii s kolorektdlnimi neoplaziemi jsme zkoumali v naSich ptedchozich studiich.
Dokumentovali jsme signifikantné vyssi produkci kolicini u pacientii s pokrocilou kolorektalni
neoplazii ve srovnani s neopldzii nepokrocilou. Déale jsme vSak potvrdili signifikantné vyssi
produkci pro-apoptoticky putsobicich kolicinli u pacienti s kolorektdlnim karcinomem ve
srovnani s pacienty s kolorektalnim adenomem (24), coz neodpovidd mife apoptézy u
kolorektalniho karcinomu (ve srovnani s adenomem) v nasi soucasné studii. Proto je tedy opét
nevyhnutelné nutné akceptovat komplexnost fizeni mitotickych a apoptotickych déji véetné
uplatnéni se inhibitori proteinli apoptézy a mitogenii uvolnénych z apoptotickych télisek,
aktivujicich ,,zachranné signalni drahy* pfi transformaci pokrocilého kolorektalniho adenomu

v karcinom.

Z nasi studie vyplynul dulezity zaver pro klinickou praxi: mitotickd a apoptoticka aktivita se
pii srovnani vzorkli odebranych ze zdravé sliznice pacientil s kolorektalni patologii se vzorky
zdravych kontrol neliSila. Tim jsme dokumentovali, Ze alterace proliferace a apoptdzy je
lokalizovana pouze do oblasti kolorektalni neopldzie. Proto v ptipadé, Ze nejde o kolorektalni
neoplazii asociovanou s idiopatickym stievnim zanétem (ulcerézni kolitidou), je adekvatni
odstranéni samotné neopldzie (endoskopické nebo chirurgické) dostacujici, a kolektomie neni

indikovana.

Neprokazali jsme signifikantni rozdily v mitotické a apoptotické aktivité mezi neoplaziemi
lokalizovanymi v pravé (cékum, c. ascendens, c. transversum) a levé (c. descendens, c.

sigmoideum, rektum) ¢asti tracniku. Vysledky vSak hodnotime s rezervou, nebot” se jedna o
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malé podskupiny jedincii: pravostrannou neoplazii mélo 8/18 pacientli s nepokroc¢ilym
adenomem, 4/13 jedinct s pokroCilym adenomem a 4/13 nemocnych s kolorektalnim

karcinomem.

V soucasné dobé je pfitomnost deregulace mitdzy a apoptdzy pfi iniciaci a progresi malignich
onemocnéni véetné kolorektalniho karcinomu nezpochybnitelna. Proto predevsim v poslednim
desetileti bylo ve vyzkumu vyvinuto mnoho usili jak proliferaci a apoptéozu neoplastickych
buné¢k ovliviiovat, a terapeutické strategie zahrnujici inhibici mitdzy a indukci apoptdzy se staly
a stavaji efektivni soucdsti 1écby malignich onemocnéni, vcetné 1écby kolorektalniho

karcinomu (133, 134, 205-207).

V roce 2000 byl v Ceské Republice do praxe zaveden populaéni screening kolorektalniho
karcinomu, ktery se jevi byt podle poslednich dostupnych statistik uspéSnym (2, 208-210).
Ptesto se domivadme, ze aplikace poznatkli vyplyvajicich z nasi studie, konkrétné moznost
ovlivnéni mitézy a apoptdzy jiz na urovni pokrocilého kolorektalniho adenomu
a kolorektalniho karcinomu v jeho ¢asném stadiu, se jevi pro klinickou praxi jako mimotadné

ucelna a zadouci.

4. Zavéry

» Zavedli jsme metodiku a stanovili jsme miru mitdzy a apoptozy epitelidlnich bunék
sliznice tlustého stfeva u pacientll s nepokrocilym a pokro€ilym kolorektalnim

adenomem, kolorektalnim karcinomem a u osob s normalnim koloskopickym nalezem

70



(s negativni osobni anamnézou kolorektalni neoplazie a idiopatického stfevniho

zanétu).

Potvrdili jsme, ze mira mitotické a apoptotické aktivity v jednotlivych kompartmentech
kolorektalni neopldzie zavisi na histologickém profilu patologie. Pii transformaci
zdravé sliznice v nepokrocily adenom doslo k signifikantnimu zvySeni apoptotické
aktivity ve vSech kompartmentech a k signifikantnimu zvySeni mitotické aktivity
v oblasti dolni a horni ¢asti krypt. Pti pfeméné nepokrocilého kolorektalniho adenomu
v pokrocily adenom nedoslo k dalsi signifikantni zmén¢ v apoptotické aktivité, avsak
bylo pozorovano signifikantni navyseni mitotické aktivity v oblasti horni ¢asti krypt a
v superficidlnim kompartmentu. Pfi transformaci pokrocilého kolorektalniho adenomu
v karcinom byl dokumentovan signifikantni pokles v apoptotické aktivit¢ ve vSech

hodnocenych kompartmentech.

Dokumentovali jsme, Ze Groven mitotické a apoptotické aktivity epitelidlnich bunék
zdravé sliznice u pacientl s ndlezem kolorektalni patologie nebyla odli$na pti srovnani
s mitotickou a apoptotickou aktivitou sliznice kolorekta jedinct z kontrolni skupiny.

Tento poznatek ma diilezité konsekvence pro klinickou praxi.

Prokézali jsme, Ze lokalizace kolorektdlni neoplédzie neméla vliv na miru mitézy a

apoptdzy epitelidlnich bunck v oblasti patologie.

Domnivame se, Ze vzhledem k jasné definovanym zménam v mitotické a apoptotické
aktivite epitelidlnich bunék v oblasti kolorektalni neoplazie v jednotlivych stadiich, tedy
u nepokrocilého kolorektdlnitho adenomu, pokrocilého kolorektdlniho adenomu a
kolorektalniho karcinomu, by bylo mozné ziskané poznatky aplikovat do klinické praxe
s cilem zpomalit a/nebo zamezit definitivnimu vyvoji kolorektalniho karcinomu. Za
optimalni bychom povazovali moZnost komplexniho ovlivnéni miry mitotické a

apoptotické aktivity pfi transformaci pokrocilého kolorektalniho adenomu v karcinom.
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