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UvVoD

Onkologickd onemocnéni jsou nejcastéjsi pri¢inou umrti 5. az 6. dekady zivota.
Konkrétné kolorektalni karcinom je v Ceské republice jednim z nejdastdj$ich
onkologickych onemocnéni a Ceska republika v jeho incidenci zaujima celosvétové piedni
pozici. Z genetického hlediska je nejéastéjsim typem sporadicky kolorektalni karcinom,
avSak lze predpokladat, ze vjeho patogenezi mohou hrat roli i v populaci bézné

polymorfismy a mutace. A prave touto tématikou se zabyva tato bakalafska prace.

Cilem této prace je zjistit potencialni vliv mutace genu ABC transportéru, genu
CFTR, na patogenezi kolorektalniho karcinomu. V teoretické Casti se nejprve zabyvam
patogenezi onkologickych onemocnéni obecné, nasledné patogenezi kolorektalniho
karcinomu. Poté se vénuji skupiné ABC transportért, zvlast¢ pak genu CFTR, zminuji
cystickou fibrozu a na zavér teoretické Casti jsou uvedeny nejcastéjsi metody pro detekci
mutaci a polymorfismii genomové DNA. V praktické ¢asti popisuji metody, které jsem
pouzila a vysledky shrnuji namétené koncentrace izolované DNA a vysledky stanoveni

mutace delF508 v genu CFTR pacientt s kolorektalnim karcinomem.

V této praci jsme vysli z predpokladu, Ze ¢im nizsi v€k onkologického onemocnéni
(v tomto piipadé jsme zkoumali kolorektalni karcinom), tim vétsi vliv genotypu, tedy
vrozenych polymorfismii a mutaci. Proto, abychom zjistili mozny vliv nej¢astéjsi mutace
genu CFTR na patogenezi kolorektalniho karcinomu, jsme provedli vysetieni této mutace
jednak u skupiny mladych pacienti s kolorektalnim karcinomem a jednak u skupiny
pacientl starSich nez 65 let. Pokud by se potvrdil vliv této v populaci se ¢asto objevujici
mutace genu CFTR, jeji incidence ve skupiné mladych pacientl by byla vyssi nez u druhé
skupiny.
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TEORETICKA CAST

1 PATOGENEZE NADOROVEHO ONEMOCNENI

1.1 Obecna definice nadoru

Nédor je novd abnormalni tkan, ktera roste neregulovanym zplisobem a nema
fyziologickou funkci. Maligni nador je nador, ktery roste invazivné do okoli, infiltruje
okolni tkan a nasledné metastazuje. (Adam, 2003) Aby byl nador schopen infiltrativniho
ristu a metastazovat, musi ziskat tyto vlastnosti, které definovali Douglas Hanahan a
Robert A. Weinberg ve svém c¢lanku z roku 2000: sobé&stac¢nost v produkci rastovych
signalti, necitlivost k signalim zastavujicim bunéény cyklus, vyhnuti se apoptdze,
neomezeny replikacni potencial, posileni angiogeneze, tvorba metastdz, piipadné
nestabilita genomu (viz. kapitola 1.2). Nadorova tkan ziskava tyto vlastnosti mutacemi
ve Ctyfech zakladnich genech, a to v genech, které fidi buné¢nou proliferaci a diferenciaci,
apoptdzu, reparaci DNA a metabolismus. Kdyz vznikne 4-6 mutaci v téchto skupinach

gent, potom se vyviji nador. (Hanahan, 2000)

1.2 Ziskané vlastnosti malignich nadora podle D. Hanahana a R. A.

Weinberga
1.2.1 Sobésta¢nost v produkci ristovych signali

Normalni buiiky vyzaduji pro pfechod z klidového stavu (GO faze) do aktivniho
proliferativniho stavu (G1 faze) mitogenni rlistoveé signadly. Tyto signdly jsou prendseny
do buiky transmembranovymi receptory, které vazi specifické tfidy signalizacnich
molekul: diftizni ristové faktory, slozky extraceluldrni matrix a adhezni molekuly. Podle
doposud nabytych znalosti nemiize zadna normalni buiika proliferovat bez piitomnosti
rustového signalu. Mnoho nadorovych bunék vSak dokdze tyto rdstové signaly samo
produkovat, a tak se stavaji nezavislymi na okolnim prostfedi. Timto chovanim tak
narusuji pfirozeny systém tkanové homeostazy, ktery odpovida za spravnou funkci bunék.
(Hanahan, 2000)

1.2.2 Necitlivost k signaliim zastavujicim bunéény cyklus

Za normalnich okolnosti udrzuji bunku v klidové fazi (GO fazi)

tzv. antiproliferativni signdly. Tyto signaly inhibuji rist buiky a jsou pfijimany
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transmembranovymi receptory bunééného povrchu spojenymi s intracelularnimi
signaliza¢nimi obvody. Proliferaci mohou blokovat dvéma odlisnymi mechanismy - bud’to
buniku piesouvaji do GO faze, anebo do postmitotické faze. V obou piipadech je rist bunky
zastaven. Nadorové bunky maji k antiproliferativnim signalim sniZenou citlivost.

Uchovavaji si tedy svou proliferacni aktivitu. (Hanahan, 2000)

V GI fazi bunééného cyklu buiikky monitoruji své vnéjsi prostfedi a na zaklade
zaznamenanych signalt rozhoduji o tom, zda postoupi do S faze nebo GO faze. VétSina
antiproliferacnich signald zasahuje signalni drahu obsahujici protein retinoblastom (pRb)
a jemu dva piibuzné proteiny - pl07 a p130. Pokud je Rb protein v defosforylovaném
stavu, blokuje transkripéni faktor E2F, ktery fidi expresi genli nezbytnych pro postup
bunky z G1 faze do S faze. Po fosforylaci cyklin-dependentnimi kinasami je Rb protein
inaktivni, tedy uvoliiuje transkripéni faktor E2F a tim umozniuje bunécnou proliferaci.
Mutaci v genu pro Rb protein se bunka tedy muze stit rezistentni vic¢i pfirozenym

antiproliferacnim signalim. (Hanahan, 2000)

Proces proliferace bun€k vSak nezdvisi pouze na vyhnuti se antiproliferaénim
signalim. NaSe tkané omezuji mnozeni bunék také tim, Ze je instruuji, aby nenavratné
vstoupily do postmitotickych diferencovanych stavii. Nadorové bunky pouzivaji rtizné
strategie, aby se vyhnuly této kone¢né diferenciaci. Jedna strategie zahrnuje onkoprotein
Myc. Za fyziologickych podminek vyvolava komplex Mad-Max signaly indukujici
diferenciaci. Pokud je vSak patologicky nadprodukovéan protein Myc, protein Mad je
z komplexu vytésnén a nahrazen proteinem Myc. Vznikd komplex Myc-Max, ktery ma
zcela jiny G€inek na transkripci cilovych genli a dochazi tak ke zvratu procesu diferenciace.

(Hanahan, 2000)
1.2.3 Vyhnuti se apoptéze

Schopnost populaci nddorovych bun€k piezivat a dale expandovat je urcena nejen
rychlosti bunééné proliferace, ale také rychlosti zaniku bunc¢k. Hlavnim mechanismem,
ktery fidi zanik buné¢k, je apoptdza neboli programovana bunécna smrt. Rezistence vaci

apoptoze je charakteristickym znakem vétSiny nadorovych bun¢k. (Hanahan, 2000)

Proces apoptdézy je spoustén riznymi fyziologickymi signaly (jako je
napt. poskozeni DNA, hypoxie apod.) a sestdva z nékolika po sobé jdoucich krokii.

Dochazi k naruSeni bunéénych membran, rozloZeni cytoplazmatické i jaderné kostry,
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vytlaCovani cytosolu, degradaci chromozomii a fragmentaci jadra. Cely proces probiha

v rozmezi 30-120 minut. Nakonec je mrtva burika pohlcena fagocyty. (Hanahan, 2000)

Nédorové bunky se stdvaji rezistentnimi vici apoptdze nejcastéji mutaci genu
TP53. Protein p53 na DNA vyhleddva poSkozend mista a pokud takové misto najde,
zastavi proces dé€leni, ¢imz dava prostor reparaénim mechanismim. Pokud se vSak DNA

neopravi, spousti se proces apoptdzy. (Hanahan, 2000)

wrwe

¢1 mutaci tzv. receptor smrti (napf. receptoru Fas). Jak jiz ndzev napovida, tyto receptory

po navazani ligandu spoustéji proces apoptozy. (Hanahan, 2000)
1.2.4 Neomezeny replika¢ni potencial

Ackoli tii vySe zminéné ziskané vlastnosti (sobéstacnost v produkci rastovych
signalt, necitlivost k signadlim zastavujicim bunéény cyklus a vyhnuti se apoptdze) vedou
k nezéavislosti bunécného riistu na signdlech z okoli, nesta¢i to k vytvoteni velkych
bunéénych populaci, které zformuji makroskopicky nddor. Buiiky totiz obsahuji vnitini
mechanismus, ktery limituje jejich replikani potencidl. Aby vznikla velkd bunécna
populace tvorici makroskopicky nador, musi nadorové buiiky tento mechanismus prerusit.

(Hanahan, 2000)

Bylo prokazéano, Ze bunky v kultufe maji kone¢ny replikacni potencial. Jakmile
bunéénd populace prekroci urcéity pocet zdvojndsobeni, zastavi svlij rast. Tento stav
nazyvame senescence. Stav senescence lze obejit deaktivaci dvou tumor supresorovych
geni - RB a TP53. Po deaktivaci tumor supresorovych gent, které Sse za normalnich
okolnosti podileji na kontrole bunééného cyklu a opravach DNA, se buitkky mohou dale
délit, dokud nedojdou do tzv. stavu krize. Krizovy stav se vyznacuje masivni smrti bungk,
ktera je dusledkem kumulace velkého mnozstvi chromozomalnich abnormalit. (Hanahan,
2000)

Replikacni potencidl bunék je urcen telomerami, coz jsou repetitivni sekvence
na koncich chromozomil. Béhem replikace neni za normdlnich podminek moZné nahradit
koncovy RNA primer, a proto se s kazdym replikacnim procesem telomery zkracuji.
Normalni buniky tedy maji omezeny pocet déleni, udava se zhruba 60-70 déleni. Jakmile
bunika prekro¢i tento kriticky pocCet déleni, dochazi k =zastaveni bunécéného cyklu

a senescenci. (Hanahan, 2000)
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Nadorové buinky jsou schopny se vyhnout procesu zkracovani telomer tim,
ze v duasledku ziskanych mutaci aktivuji enzym telomerazu. Telomeraza se skldda ze dvou
podjednotek, z RNA podjednotky a TERT podjednotky. Ve vétsin€ lidskych somatickych
bunék se gen pro podjednotku TERT neexprimuje, telomeraza tedy neni aktivni. Nadorové
buiky vSak schopnost exprese tohoto genu maji. Aktivovana telomeraza jim pak zajistuje
uplnou replikaci obou koncli chromozomu, a tak ke zkracovéani telomer nedochézi.

Nadorové buriky tedy ziskavaji neomezenou schopnost déleni. (Hanahan, 2000)
1.2.5 Posileni angiogeneze

Kyslik a ziviny dodavané cévami jsou rozhodujici pro spravné fungovani bunék
a jejich preziti. Proto je nutné, aby vSechny buiiky ve tkani byly ve vzdalenosti maximalné
100 pm od krevni kapildry. Béhem organogeneze je tato blizkost zajisténa koordinovanym
rustem cév a parenchymu. Jakmile se vSak tkan vytvofi, rist novych krevnich cév, tedy
proces angiogeneze, je omezen a piisn€é regulovan. Nadorové builky si proto pii své
proliferaci musi vyvinout angiogenni schopnost, jinak by se jim nedostavalo kysliku

a pottebnych zivin. (Hanahan, 2000)

Schopnost indukovat angiogenezi nddorové bunky ziskavaji pfes tzv. ,,angiogenni
prepinac®. Prepnutim tohoto piepinate dojde k naruSeni rovnovdhy mezi induktory
a inhibitory angiogeneze. Tuto rovnovahu naruSuji nadorové bunky tim, Ze dokaZou
ve zvySené mife produkovat fadu faktord, které angiogenezi stimuluji. Patii sem predev§im
FGF1/FGF2 (kysely a bazicky fibroblastovy ristovy faktor) a VEGF (vaskularni
endotelialni rastovy faktor). (Hanahan, 2000)

1.2.6 Tvorba metastaz

Dtive nebo pozdéji dojde béhem ristu vetSiny nadort k uvolnéni nadorovych
bunék zprimarniho nadoru. Tyto bunky napadaji ptilehlé tkané¢ a odtud putuji
lymfatickymi nebo krevnimi cévami do vzdalenych mist, kde zakladaji nové kolonie,
tzv. sekunddrni nador neboli metastaizu. Metastazy jsou az v 90 % pficinou Umrti
na rakovinu. Stejné jako buniky priméarniho nadoru, musi si i buiiky sekundarniho nadoru
zachovat vSechny jiz vySe zminéné funkce, aby byly schopny se déle rozvijet. (Hanahan,

2000)

Vznik metastaz probihd na zakladé tzv. metastatické kaskady. Ta se sklada

Z nasledujicich procesti. Nejprve se nadorova builka uvolni z primarniho nadoru, poté
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prostoupi skrz extracelularni matrix (ECM) a bazalni membranu. Déle je undsena krevnim
¢i lymfatickym systémem na vzdalené misto v organismu. Tam opét prostupuje
pies bazalni membranu a ECM a zakladéa ohnisko sekundarniho nadoru. Celému procesu
napomaha zvysSena aktivita proteolytickych enzymiti a snizend adhezivita nddorovych
bun¢k ¢i mutace v genech pro nékteré adhezivni molekuly (zejména E-kadherin), které

za normalnich okolnosti zajist'uji fyzicky kontakt mezi buiikami. (Hanahan, 2000)
1.2.7 Nestabilita genomu

Nestabilita genomu napomaha k ziskani vySe zminénych vlastnosti dilezitych
pro vznik maligniho nddoru. Charakterizuji ji jednak genetické zmény a jednak
epigenetické zmény. Genetickymi zménami jsou mutace vlastni nukleotidové sekvence.

Epigenetické zmény jsou napt. metylace, fosforylace, acetylace histond. (Hanahan, 2000)

U malignich nadort se nejéastéji setkavame s mutacemi v genech pro opravy DNA,
v genech ovliviyjicich bunéény cyklus a v genech, které se podileji na zajisténi spravné

chromozomalni segregace béhem mitozy. (Hanahan, 2000)

Zasadni mutaci, kterd ovliviiuje moznosti nadorového rdstu, je mutace v genu

TP53, ktera je ptitomna ve vétSin€ malignich nadori. (Hanahan, 2000)

1.3 Onkogeny a tumorsupresory
Geny, jejichz deregulace vede k ziskani vySe uvedenych vlastnosti, miZeme

rozdélit na onkogeny a tumorsupresory. (Adam, 2003)
1.3.1 Onkogeny

Onkogeny jsou geny, které podporuji bunéény cyklus vpied, inhibuji apoptdézu
a reparace DNA. Pro onkogeny jsou charakteristické mutace ziskani funkce. Vysledny
protein ziskdva napf. neomezenou aktivitu, neodpovida inhibi¢nim signdlim nebo je

ve zvySené hlading, nez by mél byt. (Adam, 2003)
1.3.2 Tumorsupresory

Tumorsupresory jsou geny, které zpétnovazebné inhibuji prichod bunéénym
cyklem, aktivuji apoptoézu a opravuji DNA. Jsou pro n¢ typické mutace ztraty funkce. To
znamend, ze nejdiive je inaktivovana prvni alela a nasledné¢ v dal§ich bunécnych

generacich druha alela. Gen poté prestane produkovat funkcéni protein. U hereditarnich
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nadort ¢loveék zdédi jednu mutovanou alelu. Jakmile je inaktivovana druha alela, dochazi
ke ztrate¢ funkce prislusného proteinu, coz prispiva k patogenezi onkologického
onemocnéni. Protoze je jedna mutovana alela jiz zdédénd, druhd mutovana alela se béhem

Zivota objevi mnohem diive neZ u sporadickych nadora. (Adam, 2003)

Tumorsupresory miuzeme rozdélit na dvé skupiny — na tumorsupresory
»gatekeepery“ a na tumorsupresory ,caretakery”“. Tumorsupresory z kategorie
»gatekeepery” reguluji prichod bunéénym cyklem. Zabranuji nekontrolovatelnému
bunéénému ristu a zaroven podporuji apoptozu. Radime mezi né napt. gen Rb & APC.

(Adam, 2003)

Tumorsupresory z kategorie ,,caretakery* udrzuji integritu genomu tim, Ze se
podileji na reparacich DNA. Opravami DNA zabrafuji akumulaci mutaci. Radime mezi né

napt. gen BRCA1, BRCA2, MLH1 a MSH2. (Adam, 2003)
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2 KOLOREKTALNI KARCINOM

Kolorektalni karcinom je druhym nej€astéjsim naddorovym onemocnénim u muzi a
7en v Ceské republice. Je to zaroven nejéast&j$i nadorové onemocnéni gastrointestinalniho
traktu (tvoti zde 98% vSech malignich nadort), vétSinou se objevujici v rektu a sigmoideu.
Castg&ji jsou timto onemocnénim postizeni muzi, a to predeviim v 6. a 7. dekadé Zivota.
Navzdory soucasnym pokrocilym metodam screeningu kolorektalniho karcinomu
(vySetfeni na okultni krvaceni ve stolici u obyvatel nad 50 let) je toto onemocnéni
diagnostikovano téméF u poloviny pacientd aZz v pozdé&jsich stadiich, kdy byva
doprovazeno postizenim lymfatickych uzlin a vzdalenymi metastazami. V této fazi je
onemocnéni obtizné 1éCitelné, a proto se stile zvySuje snaha o zlepSeni preventivnich,

diagnostickych a Ié¢ebnych procesi. (Holubec, 2004; Povysil, 2007)
2.1 Patogeneze kolorektalniho karcinomu

2.1.1 Klasifikace kolorektalniho karcinomu podle dédi¢nosti

Z hlediska dédicnosti existuji tfi formy kolorektadlniho karcinomu — hereditarni
forma, sporadickd forma s rodinnym vyskytem a Cisté sporadickd forma (bez vyskytu

v roding). (Potter, 2009; Jablonska, 2000)

2.1.1.1 Hereditarni forma

Hereditarni forma tvoii 5-10 % vSech CRC a je u ni pozorovéna autozomalné
dominantni d&di¢nost. Mezi hereditdrni faktory, podilejici se na vzniku onemocnéni,
fadime predev§im familidrni adenomatézni polypoézu a Lynchiv syndrom. Lynchtv
syndrom se u hereditarni formy objevuje s Cetnosti 75% a jedna se o onemocnéni, které je

zpusobeno mutacemi v missmatch repair genech, konkrétné v genech: hMLH 1, hMSH 2,
PMS 1, PMS 2 a dalsich. (Potter, 2009; Jablonska, 2000)

Germindlni mutace (mutace prvni alely) je pfitomna ve vSech bunikach jedince jiz
od narozeni, je tedy zdédéna od matky nebo od otce. Druha alela m4 normdlni funkci,
avsak je témetr 100% pravdépodobné, ze se béhem zivota zméni na mutovanou také. Diky
tomu dojde ke ztraté funkce genu a nasledné k promoci nadorové transformace. Hereditarni
forma CRC tak vznika v mnohem niz§im véku nez forma sporadickd, nebot’ pro projev

onemocnéni staci jen jeden zasah béhem Zivota. (Potter, 2009; Jablonska, 2000)
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Genové zmény u FAP a Lynchova syndromu vychazi z modelu karcinogeneze
Berta Vogelsteina, ktery karcinogenezi charakterizuje na histologické Grovni zmén. Tyto
zmény jsou spojeny s mutaci konkrétniho genu. Na pocatku se jedna o mutace FAP genu,
¢imz dochazi k bunécné proliferaci. Dale dochazi k mutaci missmatch repair geni a vznika
Casny adenom. Mutace K-ras a ztrata tumorsupresord DCC vedou ke vzniku pozdniho
adenomu. Na zavér vzniku karcinomu ptfedchazi mutace p53. (Potter, 2009; Jablonska,
2000)

2.1.1.2 Sporadicka forma s rodinnym vyskytem

Sporadicka forma CRC s rodinnym vyskytem se objevuje v 20-30 % vSech piipadu.
Jednd se o formu, u které nepozorujeme piimou autozomadlni dédi¢nost. Piesto vSak
existuji rodiny, u kterych se CRC vyskytuje €astéji nez v jinych rodinach. U téchto rodin se
dédi jeden nebo vice genti, které mohou byt ve vazbé a zpusobuji vétsi ndchylnost sliznice

tlustého stfeva k nadorovym transformacim. (Potter, 2009)

2.1.1.3 Cisté sporadickd forma

Cisté sporadicka forma je nej¢ast&jsi formou CRC. Vyskytuje se v 65-75 % viech
pfipadli a nepozorujeme u ni piimou autozomalni dédi¢nost. Mezi faktory, které
napomahaji vzniku sporadické formy kolorektalniho karcinomu, fadime predevSim
nevhodny Zivotni styl, a to zejména uZzivani alkoholu, koufeni, nizky obsah nestravitelné
rostlinné vlakniny v potrave, vysoky obsah cukri a tukd v potravé a dale také nevhodny

zpusob tpravy stravy (grilovani, uzeni apod.). (Potter, 2009)

2.1.2 Molekularni klasifikace kolorektalniho karcinomu

2.1.2.1 Piivodni Vogelsteiniiv model karcinogeneze

Z hlediska patogeneze byl CRC puvodné rozdélen na dva typy — mikrosatelitné
stabilni a mikrosatelitn¢ instabilni. Pokud byla pfitomna mutace v MMR genech, jednalo
se o mikrosatelitn€ instabilni typ, pokud mutace v MMR genech pfitomna nebyla, jednalo
se o mikrosatelitné stabilni typ. (Potter, 2009)

Ptitomnost mutace v MMR genech se urCuje pomoci stanoveni tzv. mikrosatelitni
instability. Mikrosatelity jsou zpravidla tfinukleotidové repetice DNA, které maji tendenci
se pii replikaci zvétSovat. Pokud mé c¢lovék poruchu v MMR genech, mizeme toto

zvétSovani pozorovat, pokud ne, zvétSovani nepozorujeme. (Potter, 2009)
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2.1.2.2 Novy model karcinogeneze

Novy model molekularni klasifikace CRC znazoriiuje nésledujici obrazek.

CIN
LOH 17p, 18g
APCE-catnin KRAS, P53
De-acsvaton
MM
Momal l Adenoma MSI
- * Mutations |
tissue
Promoler
CIMP+
Mg tivylation e
Metmydation
CIMP+
MS5i-
BRAF
Hyperplastic CIMP+
Mutations N N
| polyps MSI

Obrazek 1: Novy model molekularni klasifikace CRC
(Ptevzato z: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S1479666X11000126-gr1.jpg)

Normalni tkan se muze zménit deaktivaci APC/B-cateninu na adenom nebo

mutacemi BRAF na hyperplastické polypy. Na zdklad¢ dalSich mutaci se CRC rozd¢€luji
na: CIN, MSI, CIMP, CIMP+MSI. (Potter, 2009)

CIN (chromozomaln¢ instabilni karcinom) se vyskytuje v 85% vSech piipada
kolorektalnich karcinom a jsou pro n¢j typické mutace K-ras a p53. Tento typ
charakterizuji genomové zmény (aneuploidie, polyploidie) a strukturalni chromozomové
aberace (translokace, delece) oblasti, které se podileji na patogenezi CRC. (Potter, 2009;
Kral, 2016)

MSI (mikrosatelitné instabilni CRC) je rozdélen na dva podtypy — MSI-H (vysoka
nestabilita mikrosatelitd) a MSI-L (nizka nestabilita mikrosatelita). Pro MSI-H jsou

charakteristické nasledujici znaky: defekt MMR genu MLHI1, ztrita funkce MLHI1

19



zpusobena metylaci promotoru (na promotor poté nemohou nasednout transkrip¢ni faktory,
neni tedy transkribovdina mRNA), Crohn’s-like lymfoidni rekace, silnd infiltrace nadoru
lymfocyty a nekréza tumoru. MSI-H miva obecné dobrou prognozu a dobie reaguje
na lécbu chemoterapeutiky. Pro MSI-L je charakteristicki MGMT inaktivace (metylaci
promotoru ¢i ztratou genu) a statisticky kratsi pieziti. (Potter, 2009; Kral, 2016)

CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) je typ, u kterého dochazi k metylaci
promotort tumorsupresord. Pokud je promotor genu metylovan, nedochazi k jeho expresi.
Toto blokovani exprese tumorsupresori podporuje bunécnou proliferaci a prispiva k dalsi

patogenezi nadorového onemocnéni. (Potter, 2009; Kral, 2016)

2.2 Diagnostika kolorektalniho karcinomu

Zakladni vySetfovaci metodou, ktera napomaha stanovit diagnozu, je kolonoskopie.
Jedna se o endoskopické vySetfeni tlustého stfeva. Soucasti endoskopu je CCD senzor,
ktery umoznuje snimani obrazu. Endoskop se postupné zavede konecnikem do celého
tlustého stieva a pii nasledném vytahovani Iékaf stievo prohlizi a ptipadné odebira vzorky

potencialni nadorové tkanéd pro bioptické vysetieni. (Ceska, 2010)

Dale se 1ékat muze pii stanoveni diagndzy opfit o vysledky laboratornich testi.
Laboratorni testy se zaméfuji v prvé tfadé na prikaz nadorovych markeri typickych
pro onemocnéni kolorektdlnim karcinomem. Mezi tyto markery patii predev§im CEA
a Ca 19-9. Je vSak nutné podotknout, Ze zvySena hladina Ca 19-9 v séru se miZe objevit
1 u jinych onemocnéni — napt. u karcinomu ¢i dokonce 1 benignim onemocnéni zlucovych
cest. Je nutné tedy brat vysledky laboratornich testli pouze jako napomoc pii potvrzeni
domnélé diagnodzy, piipadné mohou ovlivnit progndézu onemocnéni. Vysoké hladiny CEA

v séru poukazuji na negativni prognézu dalsiho vyvoje onemocnéni. (Ceska, 2010)

Mezi dalsi vySetiovaci metody souvisejici s diagndzou kolorektalniho karcinomu
muzeme zaradit prosté fyzikalni vySetfeni (napomahd predevSim u néadori rekta), CT,

RTG, MRI a ultrasonografii. (Ceska, 2010)
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2.3 Klinicky pribéh a lé€ba onemocnéni kolorektialnim karcinomem

Ve vétsiné piipadl se u onemocnéni kolorektdlnim karcinomem objevi Casné
klinické ptiznaky, napiiklad v podobé stfevni obstrukce, nebot’ nador obkrouZzi celou sténu
stieva a zamezi tak posunu traveniny v ném. Tyto nadory byvaji hlavné levostranné. Pti
Casné diagnoze se voli jako 1écba chirurgické odstranéni nédoru, které muze vést az

K aplnému vylééeni. (Povysil, 2007)

Neékteré naddory mohou byt vSak dlouhou dobu klinicky némé (pfedevsim
pravostranné). Rostou jako nendpadné polypoidni utvary a nevyvolavaji zadné vedlejsi
ptiznaky jako je naptiklad obstrukce prusvitu stfeva. Tyto nadory jsou velice nebezpecné,
protoze k jejich diagndéze mize dojit az v pozdéjsi fazi onemocnéni, kdy jsou pfitomné
1 vzdalené metastazy poSkozujici jiné dulezité organy. U kolorektdlniho karcinomu
muzeme najit metastazy predevSim v jatrech. V tomto ptipad¢ je jiz nutna chemoterapie,
a to bud’ celkova, kterd postihne vSechny buiky (i ty zdravé), anebo cilena, kterd je
zaméfena pfimo na nadorové buniky kolorektdlniho karcinomu. Pii 1é€bé kolorektalniho
karcinomu je nejéastéji pouzivanym celkovym chemoterapeutikem 5-fluoruracil a cilenym

Cetuximab. (Povysil, 2007)
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3 ABC TRANSPORTERY

3.1 Role ABC transportéri v nadorovém ristu a 1é¢bé onkologickych

onemocnéni
ABC transportéry jsou odpovédné za pruchod tady latek pres cytoplazmatickou
membranu. Tyto latky mohou ovliviiovat stabilitu DNA a mohou byt pfi¢inou vzniku
piipadnych mutaci. ABC transportéry tedy svou funkci plisobi na proces karcinogeneze.
Zaroven, protoze ovliviluji intracelularni hladinu chemoterapeutik, maji ziejme vliv

i na u¢inek onkologické 1é¢by. (Boumendjel, 2009; Kap, 2016)

ABC transportéry, které vycerpavaji z bunky xenobiotika, miiZeme fadit
do kategorie tumorsupresort, ty, které ovladaji metabolismus vapenatych iontli, mizeme

zaradit mezi onkogeny. (Boumendjel, 2009; Kap, 2016)

3.2 Stavba a funkce ABC transportéra

ABC transportéry tvoii jednu znejvétSich proteinovych rodin a jsou zékladem
mnoha dilezitych biomedicinskych jevii, vcetné resistence nadorovych bunék
a patogennich mikrobli na lé€iva. Jde o multidoménové integralni membranové proteiny,
které vyuzivaji energii ziskanou hydrolyzou adenosintrifosfatu (ATP) k pfenosu latek
pfes membranu bunék. Mezi substraty, které mohou byt transportovany, patii ionty,
aminokyseliny, peptidy, cukry a dalsi molekuly, které jsou vétSinou hydrofilni. (Jones,
2004)

ABC transportéry jsou z hlediska funkce rozdélovany do tiéi skupin. ABC
transportéry prvni skupiny zajistuji piijem latek smérem do bunky. Tato skupina
transportéric se Vyskytuje pouze u prokaryotnich bunék. Druhou skupinou jsou
tzv. exportéry — tedy transportéry, které realizuji vydej latek z bunky. Jsou nalézany jak
v prokaryotnich, tak v eukaryotnich bunkach a maji podobu transportnich pump, které
odstranuji toxiny a jiné latky z bunky. Treti podskupina proteini ABC nema ulohu
transportéril, ale spiSe se podili na translacnich a opravnych procesech molekuly DNA.

(Davidson, 2008)

VSechny transportni proteiny zrodiny ABC transportéri sdileji strukturalni
organizaci sestavajici ze Ctyf hlavnich domén. Jde o dv¢ transmembranové (TMD) domény

a dvé cytosolové (NBD) domény. Domény TMD maji schopnost ménit svou orientaci,
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sméfuji bud’ smérem dovniti anebo smérem ven. Toto stiidani orientace je pohanéno
Stépenim ATP. ATP se vaze na podjednotky NBD a jeho hydrolyzou vznikd energie
potiebna pro zménu orientace domén TMD. (Lodish, 2013)

TMD domény jsou typicky sestaveny z alfa helixti vloZzenych do membranové
dvojvrstvy, pies kterou miize urcita latka prochazet. Stavba TMD domén je variabilni, coz
odrazi chemickou rozmanitost substratt, které lze premistit. Struktura domén TMD tedy
uréuje specificitu kazdého ABC proteinu. Pti konformaci smétujici dovnitf je vazebné
misto na doméné TMD oteviené piimo k okolnim vodnym roztokiim. Na toto misto se poté
latky navaZzou a po zméné konformace smérem ven se latky uvolni do exoplazmatického

listu membrany ¢i pfimo do extracelularniho média. (Lodish, 2013)
3.3 Podrodiny ABC transportéri

3.3.1 ABCA podrodina

Podrodina ABCA se sklada z 12 transportérti rozdélenych do dvou podskupin.
Prvni podskupina je kédovana sedmi geny umisténymi na Sesti riiznych chromozomech.
Jednd se o transportéry ABCAIl, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCA7, ABCAl2
a ABCAI13. Druha podskupinou jsou transportéry ABCAS, ABCA6, ABCAS, ABCA9
a ABCAI10. Vsechny geny transportérii druhé podskupiny jsou uspotadany
na chromozomu 17g24. (Dean, 2001)

Podskupina ABCAL je zapojena do vyvoje genetickych onemocnéni. Pfi recesivni
Tangierové nemoci je protein ABCA1 mutovan. Gen ABCA4 je umistén na chromozomu
1 voblasti p21. Tento gen je vysoce exprimovany u tycinkovych fotoreceptord a je
mutovan u Stargardtovy choroby, recesivni retinis pigmentosy a vétSiny recesivnich

dystrofii ty¢inkovych fotoreceptort. (Dean, 2001)
3.3.2 ABCB podrodina

Podskupina ABCB se sklada ze ctyi uplnych transportéri a dvou polovi¢nich. Jde
0 jedinou lidskou podskupinu, ktera ma polovi¢ni i uplné typy transportérut. ABCB1 byl
objeven jako protein, ktery byl nadmérné exprimovan v nékterych nadorovych buiikach
rezistentnich na 1éky. Uplatiuje se predevsim v hematoencefalické bariéie a Vv jatrech.

Pfedpokladd se, ze se podili na ochrané¢ bun€¢k pted toxiny. Buiky, které nadmérné
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exprimuji tento protein, vykazuji rezistenci vici vice 1é¢ivim (multidrug resistance).

(Dean, 2001)
3.3.3 ABCC podrodina

Podskupina ABCC obsahuje tiindct ¢leni a devét z téchto transportéri je
oznacovano jako Multidrug Resistance Proteins (MRP). MRP se nachazeji v celé ptirodé
a zprostiedkovavaji mnoho dulezitych funkci. (Chen, 2011) Je znamo, ze se podileji
na transportu iontd, sekreci toxinti a signalni transdukci. Z deviti MRP maji Ctyfi
z nich - MRP4, 5, 8 a 9 (ABCC4, 5, 11 a 12) - typickou ABC strukturu se Ctyfmi
doménami. Dvé domény jsou membranové (TMD) a kazda z nich je nasledovana
nukleotidovou vazebnou doménou (NBD). Jsou oznacovany jako kratké MRP. Zbyvajicich
5 MRP (MRP1, 2, 3, 6, 7 (ABCCL, 2, 3, 6 a 10) je znamo jako dlouhé MRP a obsahuji

dalsi patou doménu na svém N konci. (Dean, 2001)

CFTR, transportér podilejici se na onemocnéni cystickou fibrozou, je také
povazovan za soucast této podceledi. Cysticka fibréza nastdva po mutaci a ztraté funkce
CFTR. (viz. kapitola 3.4 a 3.5) Téz receptory sulfonylmocoviny (SUR), které se ti¢astni
sekrece inzulinu, funkce neuront a funkce svalli, se fadi do této skupiny proteinii. Mutace

wrwe

vazebnym mistem pro 1é¢iva jako je napt. diazoxid. (Dean, 2001)
3.3.4 ABCD podrodina

Podskupina ABCD se sklada ze ¢ty gent, které koduji polovicni transportéry
obsazené vyhradné¢ v peroxisomech. ABCDI1 je zodpovédny za X-spojenou formu
adrenoleukodystrofie (ALD), coz je onemocnéni charakterizované neurodegeneraci
a nedostatecnosti nadledvinek a je typicky zahdjeno v pozdnim détstvi. Buiniky pacientl
s ALD vykazuji akumulaci nerozvétvenych nasycenych mastnych kyselin, ale pfesna role
ABCDI v procesu stale neni objasnéna. Také funkce jinych genti ABCD jesté nebyla
stanovena, ale predpoklada se, ze maji souvisejici funkce v metabolismu mastnych kyselin.

(Dean, 2001)
3.3.5 ABCE a ABCF podrodina

Do obou podskupin patii geny kédujici proteiny s vazebnou doménou pro ATP.

Tyto geny nekoduji transmembranové domény. Podskupina ABCE ma pouze jednoho
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zastupce - OABP (ABCELl), u n¢hoz byla popsana schopnost rozpoznavat nékteré
oligodendrocyty produkované v reakci na konkrétni virové infekce. Kazdy c¢len

podskupiny ABCF sestava z dvojice vazebnych domén ATP. (Dean, 2001)
3.3.6 ABCG podrodina

Tuto podrodinu tvoii Sest polovi¢nich transportéri s ATP vazebnymi misty
na N-konci a transmembranovymi doménami na C-konci. Tato orientace je opa¢na oproti
vsem ostatnim ABC genlim. V lidském genomu existuje pouze 5 geni ABCG, ale
v genomu Drosophelia je jich 15 a v kvasinkach 10. Gen ABCG2 byl objeven v bunécnych
liniich vybranych pro vysokou rezistenci vi¢i mitoxantronu, bez exprese ABCB1 nebo
ABCCI1. ABCG2 dokaze exportovat anthracyklinové protirakovinné 1éky jako je napft.
topotekan, mitoxantron nebo doxorubicin. Bylo zjisténo, Ze chromozomalni translokace
zpusobuji amplifikaci nebo pireskupeni ABCG2 v rezistentnich bunéénych liniich.

Normalni funkce ABCG2 prozatim neni znama. (Dean, 2001)

3.4 Protein CFTR

Ve své praci se zaméfuji na polymorfismy genu CFTR a jejich vliv na vznik
¢1 lécbu kolorektalniho karcinomu. Tomuto ABC transportéru tedy veénuji samostatnou

kapitolu.
3.4.1 Obecna uloha a stavba proteinu CFTR

Protein CFTR je ABC transportér umoznujici pfesun iontd (zejm. CI) a vody
pres membrany epitelidlnich bunck. Pro svou funkci vyZaduje pfitomnost cAMP, protein
kinasy A a jako zdroj energie ATP. Tento protein se nachazi ve vSech tkanich lidského
téla, kromé¢ tkdné¢ nervové. Mutaci genu, a tedy poskozenim jeho funkce, tak dochazi
K tzv. multiorgdnovému onemocnéni. Cysticka fibroza se nejvice projevuje postizenim

plic, slinivky bfi$ni, potnich zlaz a reprodukénich organd. (Farinha, 2017)

Protein CFTR je tvofen péti doménami. Dvé domény jsou membranové (TMD)
a kazda z nich nasledovana nukleotidovou vazebnou doménou (NBD). Patou doménou je

tzv. regula¢ni doména (R). (Farinha, 2017)
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Strukturu proteinu CFTR zachycuje nasledujici obrazek.
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Obrazek 2: Struktura proteinu CFTR
(Prevzato z: http://www.genet.sickkids.on.ca/image/cf domain.jpg)

342 GenCFTR

Gen CFTR je lokalizovan na dlouhém raménku sedmého chromozomu (7q31.2). Je
250 tis. bp dlouhy a obsahuje 27 exonll — Casti, které se ptepisuji pfi transkripci DNA
do molekuly mRNA, o velikosti 6,5 tis. bp. (Farinha, 2017)

Béhem translace je na zaklad¢ informace obsaZzené v mRNA vytvofen protein,
ktery podléhé potransla¢nim modifikacim (glykosylace). Vysledny protein je poté umistén

do buné&tné membrany epitelialnich bunék. (Farinha, 2017)
3.4.3 Mutace genu CFTR

V genu CFTR bylo nalezeno pies 1500 mutaci. Mutace mohou byt nejriznéjsiho typu,
napt. delece, inzerce ¢i substituce. Tyto zmény poté mohou zpiisobit posun cteciho ramce
(tzv. frameshift mutace), pfedCasné ukonceni translace proteinu (tzv. non-sence mutace)
nebo zménu struktury proteinu (tzv. missence mutace). VéEtSina mutaci genu CFTR je
raritnich. Vyznamnych mutaci, u kterych byla prokazéna souvislost s onemocnénim
cystickou fibrozou, je sedm. Nejcastéjsi mutaci je mutace delF508, kterd je detekovana az

U 66 % pacientd s cystickou fibrozou. (Fila, 2014)
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Moznou souvislost mezi zménami exprese genu CFTR, na néz ma nefunkcnost jedné
alely zfejmé vliv (v nasi studii delF508), ukazuje napt. prace ,,ABC gene expression
profiles have clinical importace and possibly form a new hallmark of cancer “ (Dvorfak,
2017).

Nejvyznamnéjsi mutace genu CFTR rozd€lujeme podle typu do péti t¥id (téida I-V).
syntézy proteinu. Tyto mutace nazyvame non-sence mutace. Vysledny produkt je pak
v dusledku této zmény nefunkéni. Mutaci 1. tiidy je mutace G542X. (Fila, 2014)

Do ttidy II tfadime mutaci delF508, kterd je nejcastéjsi mutaci genu CFTR.
V disledku této mutace ma vysledny protein nespravny tvar a je proto degradovan

proteolyzou. (Fila, 2014)

Mutace G551D je mutaci III. tfidy. Touto mutaci vznik4 nefunkéni NBD1 doména.
Gen je transkribovan, dochazi ktranslaci i k naslednym potranslaénim upravam, ale
vysledny produkt, ktery je umistén do membrany epitelidlnich bunék, je v disledku mutace

nefunk¢ni. (Fila, 2014)

IV. tfida zahrnuje mutaci R347P. Tato mutace zptisobuje snizenou vodivost CFTR

kanalu pro chloridové ionty. (Fila, 2014)

Do posledni V. tfidy fadime mutaci 3849+10kb. Tuto mutaci nazyvame
tzv. sestfihovou (splicing) mutaci, nebot’ dochazi k ¢asteéné nespravnému sestiithu mRNA.
Cast mRNA je poté defektni a v epitelidlnich buiikach je tak snizené mnoZstvi funkéniho

proteinu CFTR. (Fila, 2014)

Nejéastéjsi mutaci genu CFTR v Ceské republice je stejné jako celosvétové mutace
delF508. V Ceské republice se u nemocnych cystickou fibrozou objevuje s Eetnosti
71,57%. Dal$imi mutacemi jsou mutace CFTRdele2,3(21kb), G551D, N1303K, G542X,
1898+1GtoA, 2143delT, R347P a W1282X. Tyto ostatni mutace se viak v Ceské republice

neobjevuji s frekvenci vyssi nez 5%. (Fila, 2014)

V praktické c¢asti své prace se zaméiuji na stanoveni nejcastéj$Si mutace genu

CFTR, mutace delF508.
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3.5 Cysticka fibroza

Mutaci obou alel genu CFTR (nej¢astéji delF508) vznika onemocnéni cysticka
fibroza. Gen CFTR je umistén na dlouhém raménku 7. chromozomu, jednd se tedy
o autozomalné dédicné onemocnéni. D&di se recesivné, pro projev onemocnéni je proto
nutné, aby byly mutované ob¢ alely. Pojmenovani cysticka fibroza vzniklo na zaklad¢

faktu, Ze béhem onemocnéni vznikaji cysty ve slinivce a dochazi k jeji fibroze. (Horsley,

2015)
3.5.1 Epidemiologie

Incidence cystické fibrozy je geograficky zavisld. Nejcastéji se objevuje u evropské
populace, v zapadni Evropé je nejcastéjsi genetickou vadou, kterd se podili na zkraceni
lidského zivota. Incidence cystické fibrozy se v evropské populaci udava kolem 1:2500 az

1:4500. (Horsley, 2015)
3.5.2 Patogeneze a klinické projevy

Protein CFTR funguje jako chloridovy kanal na apikalni membrané bunék.
V disledku onemocnéni cystickou fibrozou dochazi k poruse transportu iontl timto
kanalem. V bunkéch se poté hromadi chloridy, a protoZe je nutné, aby byla zachovana
elektroneutralita, do bun¢k se zacne nadmérné absorbovat sodik. Sodik s sebou
pii transportu do bunky strhava také pasivné vodu, ¢imz se méni slozeni a predevsim
vazkost bunéénych sekretii. Hlen je dehydratovan a je tedy hust$i, coz méa za nasledek

vétsinu klinickych projevi. (Horsley, 2015)

Cysticka fibréza je multiorgdnové onemocnéni. Nejvetsi vyznam ma postizeni plic,
které je nejcastéjSi pfi¢inou smrti v souvislosti s cystickou fibrézou. Déle se toto
onemocnéni vyrazné¢ projevuje také v gastrointestindlnim traktu, v endokrinnim
a reprodukénim systému. V dalsi ¢asti své prace se zaméfuji na popis projevlil onemocnéni
ve dvou nejvice postizenych systémech — respiraénim a gastrointestinalnim. (Horsley,

2015)

3.5.2.1 Respiracni projevy

Symptomy onemocnéni spojené s dychacimi obtizemi vznikaji v disledku ucpani
dychacich cest pfili§ hustym hlenem a néslednym vznikem zanétu. Zanét a infekce
zpusobuji poskozeni a strukturdlni zmény plic, coz vede kriznym piiznakim.
V pocatecnim stadiu je Casté neustalé vykaSlavani, zvySenda produkce hlenu a potize
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s dychanim. Casto se také objevuje pneumonie, kterou zptsobuji bakterie, které se
nekontrolované mnozi v hustém hlenu. Nejcastéjsimi plvodci bakterialnich infekci
u pacientll s cystickou fibrézou jsou Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

a Pseudomonas aeruginosa. (Horsley, 2015)

V pozdéjsich fazich onemocnéni dochazi ke zménam struktury plic, objevuje se
bronchiektazie a stupiiuji se potize s dychanim. Mezi dal$i pfiznaky patii vykaslavani krve
(hemoptyza), vysoky krevni tlak v plicich (plicni hypertenze), srdecni selhani, potize
spojené s nedostatkem kysliku v téle (hypoxie) a selhani dychani vyzadujici podporu

dychacich masek ¢i ptistroju. (Horsley, 2015)

Cystickd fibréza casto rozviji 1 jiné typy plicnich onemocnéni. Mezi né patii
napt. alergickd bronchopulmonarni aspergildza, infekce bakterii Mycobacterium avium
(ptivodce tuberkulézy), ktera miize zplisobit vazné poskozeni plic. Lidé postiZeni cystickou

fibrozou jsou také nachylngjsi ke vzniku pneumotoraxu. (Horsley, 2015)

3.5.2.2 Gastrointestindlni projevy

Mezi  gastrointestinalni  projevy onemocnéni cystickou fibrézou patii
tzv. mekonium ileus. Jednd se o stav, pii kterém dochézi k obstrukci stifeva mekoniem.
Mekonium je tzv. ,,prvni stolice* novorozenct, kterou tvoii odloupané epitelie, zlucova

barviva a hlen. Mekonium ileus se objevuje u 90 % novorozencii s cystickou fibrozou.
(Kumar, 2007)

Dalsim projevem cystické fibrozy je blokace transportu travicich enzymi
ze slinivky bfiSni do duodena (prvniho tseku tenkého stfeva). Hromadéni travicich enzymi
ve slinivee biiSni zpisobuje jeji nenavratné poskozeni, Casto s bolestivym zanétem
(pankreatitidou). Zaroven v disledku nedostatku travicich enzymt v tenkém stievé dochazi
K potizim pti absorpci Zivin, tato porucha je znama jako malabsorpce. Malabsorpce vede
K podvyzivé a Spatnému rustu a rozvoji. Vysledna hypoproteinemie muze byt natolik
zavazna, ze zpusobi generalizovany edém. Jedinci s cystickou fibrézou maji také potize
se vstiebavanim vitaminu A, D, E a K, coz jsou vitaminy rozpustné v tucich. (Kumar,
2007)
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3.5.3 Diagnostika cystické fibrozy

Cystickd fibroza mize byt diagnostikovana mnoha riznymi metodami, jako je
napf. screening novorozenct, testovani potu a genetické testovani. Diky novorozeneckému

screeningu se Casto podafi toto onemocnéni zachytit jiz kratce po narozeni. (Horsley, 2015)

Neékdy se stane, ze rodi¢ ptijde za 1ékafem s tim, ze jeho dit¢ chutnd slan€. To je
zpusobeno vétsi koncentraci chloridii v jeho potu. Test potu je také nejcastéjSim zptisobem,
jakym se cysticka fibroza diagnostikuje. Probiha tak, ze se nejprve iontoforézou stimuluje
poceni na predlokti pacienta, nasledné se pot odebere do kapilary a provede se analyza
na abnormdalni mnozstvi chloridii a sodiku. Lidé s cystickou fibrézou maji mnozstvi

chloridii a sodiku v potu zvySené. (Horsley, 2015)

U tehotnych Zen nebo part, které planuji téhotenstvi, se miiZze provést testovani
mutace genu CFTR, aby se urcilo riziko, Ze se jejich dité narodi s cystickou fibrozou.
Testovani se obvykle provadi nejdiive u jednoho nebo obou rodi¢t, a pokud je riziko
cystické fibrozy vysoké, provadi se testovani plodu. Vzhledem k tomu, Ze cysticka fibroza
je onemocnénim autozomalné recesivnim a K projevu onemocnéni u ditéte je tedy nutné,
aby nositeli mutace genu CFTR byli oba rodice, testovani se Casto provadi jen u jednoho
z rodi¢l. Zaroven se provadi pouze na nejcastéj$i typ mutace, a to delF508. (Horsley,

2015)
3.5.4 Lécba cystické fibrozy

Lécba cystické fibrozy je jak symptomaticka, tak v soucasnosti kauzalni ve smyslu
reaktivace funkce proteinu CFTR. Symptomaticka 1é¢ba spociva v boji s infekci
a opatfenimi zajiSt'ujicimi prachodnost dychacich cest. Podava se vétsi mnozstvi zivin
a vitaminli rozpustnych v tucich. Dilezitd je také substituce pankreatickych enzymd.

(Horsley, 2015)

Dulezitou prevenci vazngjsiho poskozeni dychacich cest je ockovani (zejména proti
chiipce), Casnd antibiotickd 1écba vzniklych infekci, podpora vykaslavani hlenu (léky,
pomiucky), zfed'ovani hlenu, kyslikova 1écba. Krajnim feSenim vaznéjSiho poskozeni plic

muze byt transplantace plic. (Horsley, 2015)
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3.6 Role ABC transportéri v rezistenci na lécbu
3.6.1 Multidrug resistance (MDR)

Schopnost bunék (nebo obecné organismu) odoldvat 1écbé pomoci strukturalné
odlisnych 1éCiv nazyvame multidrug resistance (MDR), pfelozime-li do ceStiny —
mnoholékova resistence. Jde o vazny problém v 1écbé rakovinovych a infek¢nich
onemocnéni. Fakt, ze MDR je velice ¢asto pozorovanym jevem, je piekvapujici, nebot’ je
Vv rozporu se zakladnim principem, ze uzivanim kombinace strukturalné odliSnych 1éCiv by
se mélo zabranit vzniku resistentni reakce. Je prokdzano, Ze ABC transportéry hraji
klicovou roli pti rozvoji MDR. Tato rezistence je zpiisobena nékolika faktory. Jednim

z nich je zvySené vylouceni 1¢ku z buiky transportéry ABC. (Boumendjel, 2009)

Pfi vydeji 1€kii potlacujicich naddor z bunck se uplatituji predevSim transportéry

ABCB1, ABCC1 a ABCG2. (Leonard, 2013)
3.6.2 Mozné zpusoby prekonani MDR

Problémy s MDR Ize fesit dvéma zpiisoby, a to bud’ pouZitim zcela jinych 1éciv,
které nemaji vazebnou schopnost k ABC transportérim ¢i inhibici ABC transportért
samotnych. Vyuzitim jinych typt lé¢ivych piipravki se podaii obejit odporovy
mechanismus ABC transportéri. Léky, které nefunguji jako substrat transportéri ABC,
totiz nemohou byt transportovany. Druhou moZnosti je kombinace inhibitori ABC
transportéri a protinddorovych 1é¢iv soucasné. Tim by se zvratila odolnost proti
protinadorovym lékam tak, aby mohly fungovat podle piivodniho planu. Substraty, které
maji  schopnost zvratit odolnost proti protinddorovym 1ékiim, se nazyvaji

chemosenzibilizatory. (Choi, 2005)

Vzhledem k rozsahlé vazebné schopnosti ABC transportéri bylo nalezeno velké
mnozstvi substratl s vysokou afinitou, které podporuji cytotoxicky ucinek protinadorovych

1é¢iv ptibuznych MDR zabranénim jejich exportu z bunék. (Kozovska, 2014)

Prvni generace inhibitord P-gp jsou léky, které se jiz pouzivaji k 1é¢bé jinych
zdravotnich stavii. Zahrnuje slouceniny s riznou strukturou a funkci, jako jsou blokatory
vapnikovych kanali (verapamil), imunosupresiva (cyklosporin A), antibiotika
(erytromycin), antimalarika (chinin) nebo anti-steroidy (tamoxifen). Vzhledem k tomu, ze

tyto latky nebyly specidlné¢ vyvinuty pro inhibici MDR, jsou spojeny také s tadou
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problémt, a to predev§im s vysokou toxicitou a nizkou uc¢innosti v tolerovatelnych

davkach. (Kozovska, 2014)

Inhibitory druhé generace, jako jsou valspodar, biricodar a dexniguldipin, byly
syntetizovany za ucelem zvySeni afinity k P-gp a soucasné snizeni toxicity. Nicméné
snizena clearance protirakovinného 1é¢iva vedla ke zvySeni toxicity v pfipadech, kdy

1é¢ivo i modulator byly substraty pro cytochrom P450 3A. (Kozovska, 2014)

Inhibitory tfeti generace, jako je zosuquidar, tariquidar, elacridar a ontogen, byly
specialné navrzeny tak, aby mély vysokou afinitu k P-gp a nizké farmakokinetické

interakce. (Kozovska, 2014)
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4 METODY POUZIVANE PRO STANOVENI MUTACI A
POLYMORFISMU DNA

4.1 lzolace DNA

Historicky se pouzivaji dva pristupy k izolaci molekul DNA. Prvni (starsi) pfistup
je izolace DNA na zakladé tzv. Millerovy izolacni metody. Tato metoda spoc¢iva v tom, ze
pfidanim nasyceného roztoku NaCl ke vzorku dojde k vysoleni bunécénych proteint.
K procisténi vzorku se poté pouziva 96-100% alkohol. Na zavér se vzorek promyje 70%

etanolem a po odpafeni etanolovych par se DNA rozpusti ve vodném roztoku s pufrem

(obvykle Tris-HCI) a EDTA, coz je inhibitor nukleaz. (Miller, 1988)

V soucasnosti se v klinické praxi pouziva téméf vyhradné druhy zpisob, a to
izolace nukleovych kyselin adhezi na silikditovou membranu. Nejprve se pomoci
Proteinasy K rozlozi makromolekularni proteinové komplexy, coz ma za nasledek
uvolnéni DNA do roztoku. Po inkubaci se smés prenese do zkumavky s kolonkou, na které
se nachazi silikatovy filtr. Na tomto filtru se pfi néasledné centrifugaci zachytavd DNA,
pfi¢emZ vhodné podminky pro vazbu DNA na kolonku navodi specificky pufr. Po zachytu
DNA na kolonku se opakovanym promytim zbavime nezadoucich bilkovin. Konecné
piidani elu¢niho pufru umozni odpoutani DNA od kolonky a jeji stabilizaci. (Qiagen —
DNeasy Blood & Tissue Handbook, 2006)

V soucasnosti jsou v klinickych laboratofich FN Plzen nejpouZivanéjsi soupravy firem
Qiagen a Macherey-Nagel. Ve své bakalaiské praci jsem zvolila soupravu firmy Qiagen.

Podrobny popis postupu izolace soupravou Qiagen je uveden v kapitole 6.1.

4.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je technika, ktera se pouziva k amplifikaci
cilové sekvence DNA pomoci paru primerd. Primery jsou kratké fragmenty DNA
obsahujici sekvence komplementarni k cilové oblasti. Spolu s DNA polymerazou (po niz je

metoda pojmenovana) jsou klicovymi komponenty umoziujicimi selektivni a opakovanou

amplifikaci. (Shafique, 2012)

Obecné plati, Zze proces PCR se skldda z 30 az 40 cykla a kazdy cyklus zahrnuje tfi

kroky: denaturaci, annealing a elongaci. V denatura¢nim kroku se dsDNA rozdéluje na dvé
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ssDNA prerusenim vodikovych mustkii zapfi¢inénym vysokou teplotou (92-96 °C).
(Varma, 2017) Druhym krokem je annealing. V tomto kroku se reakéni teplota snizi
na 50 az 65 °C po dobu 20 az 40 sekund, coz umoziiuje nasednuti primert
na jednovlaknovou DNA. Na hybridni primer - templat se poté vaze DNA polymeraza,
ktera zahajuje syntézu DNA. V poslednim kroku (elongaci) se teplota opét zvysi na 75-80
°C a dochazi k polymeraci. DNA polymeraza syntetizuje ve sméru od 5' konci ke 3' konci

novy fetézec DNA, ktery je komplementarni k templatu. (Shafique, 2012)

Reakce se provadi ve 35 az 40 cyklech ve specialnich zafizenich zvanych
termocyclery, které jsou schopny podle pfedem stanoveného programu automaticky ménit
teplotu. Vysledkem PCR reakce je exponencidlni zmnozeni cilové sekvence DNA.

(Shafique, 2012)

Pomoci PCR mtizeme stanovit delece nebo amplifikace vétSinou vice nez jednoho
nukleotidu. Amplifikovany produkt analyzujeme pomoci elektroforézy, kterd umozni
stanovit délku amplifikovanych fragmentti. Porovnanim pozice amplifikovanych
fragmentll s markerem (Zebficek; fragmenty DNA o zndmé velikosti) ndm umozni urcit
velikost amplifikovanych fragmentii v parech bazi (bp), coZz nam umozni odhalit

piitomnost deleci ¢i amplifikaci v sledovaném tiseku DNA. (Shafique, 2012)
42.1 PCR-RFLP

Dalsi metoda umoziujici odhalit zmény v sekvenci DNA, zejména jedno a n€kolika
nukleotidové polymorfismy, je metoda PCR — RFLP (polymerase chain reaction —
restriction fragment lenght polymorphism). Metoda je zalozena na amplifikaci sekvence
DNA, ve které¢ polymorfismus hleddme, pomoci PCR. Vzniklé amplikony se S$tépi
na fragmenty specifickou restrikéni endonukleazou. Fragmenty jsou poté separovany podle

velikosti pomoci agar6zové nebo gelové elektroforézy. (Varma, 2017)
422 ASAPCR

Alelové specifickd polymerazova fetézova reakce (ASA PCR), znama také jako
amplifikacni refrakéni mutacni systém (ARMS) nebo PCR amplifikace specifickych alel
(PASA), je metoda zalozena na PCR, ktera mize byt pouzita k detekci znamych SNP.
Kombinuje cilovou amplifikaci a analyzu genotypu v jediném kroku. Béhem alelové

specifick¢é polymerdzové tetézové reakce jsou specifické primery navrzeny tak,
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aby umoznovaly amplifikaci DNA polymerazou pouze tehdy, pokud nukleotid na 3'-konci
primeru dokonale doplnuje bazi variantni nebo wild type sekvence. (Darawi, 2013)

4.2.3 Analyza produkti PCR

Nejcastéjsim zpuisobem analyzy produktti PCR je rozdéleni fragmentt podle délky
pomoci elektroforézy (fragmentacni analyza). Elektroforéza je elektromigracni separacni
metoda, ktera vyuziva rozdilné pohyblivosti ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli.
Nabité latky rozpusténé v elektrolytu se v elektrickém poli pohybuji konstantni rychlosti,
ktera je umérna velikosti jejich naboje. Béhem elektroforézy se uplatnuje také vliv treni,
tedy velikosti a tvaru molekuly. Pti déleni nukleovych kyselin pomoci elektroforézy se
vyuziva jejich zaporného naboje, ktery vznikéd v disledku ptitomnosti fosfati. Fragmenty
DNA putuji od katody (zaporny pdl) k anodé (kladny p6l). Malé fragmenty putuji rychleji
nez velké. (Dastych, 2014)

Mezi typy elektroforézy patii volnd elektroforéza, zonova elektroforéza
a izoelektrickd fokusace neboli izotachoforéza. Volna elektroforéza je elektroforéza
S pohyblivym rozhranim, v praxi se nepouziva, protoze separace je siln¢ ovlivnéna difuzi.
Nejcastéji se vyuziva zénova elektroforéza, coz je elektroforéza na nosi¢i. NosiC je
napustén vhodnym elektrolytem, pohyb castic je pomalejsi, odd€luji se jednotlivé zony.
Separace se ukoncuje pred tim, nez dorazi prvni zony ke konci. Jako nosi¢ se nejCasteji
pouziva agardéza nebo polyakrylamidovy gel. Posledni typ elektroforézy, izoelektricka
fokusace, je elektroforéza v prostredi gradientu pH. PouzZiva se pii separaci amfolyti.
Amfolyty jsou latky, které se chovaji jako kyselé nebo jako zasadité podle pH prostiedi,
ve kterém se nachazeji. Mize se jednat napi. o aminokyseliny, peptidy nebo proteiny.
Jakmile tyto latky dosahnou svého izoelektrického bodu (tim je pH prostfedi, ve kterém

jsou elektricky neutralni), jejich pohyb se zastavi. (Dastych, 2014)

Pro svou praci jsem k analyze produkti z PCR vyuzila zénovou elektroforézu

na agar6zovém gelu. Postup prace je uveden v kapitole 8.1.

4.3 Singerova metoda sekvenovani — dideoxy metoda

Sédngerova metoda sekvenovani spociva v ukonceni syntézy DNA chemicky
modifikovanymi nukleotidy (dideoxy-NTP). Na jednovldknovy DNA templat nejprve
nasedne primer, ktery rozpoznd cilovy usek DNA. DNA polymeraza poté zacne

syntetizovat vldkno komplementarni k templatu. K reakci se pfiddva smés vSech Ctyt
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moznych dideoxynukleotidi (ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP), rtizn¢ fluorescencné
znacenych. Navazani specifickych dideoxynukleotidii registrujeme metodou kapilarni

elektroforézy jako razné barevné piky. Na zéklad¢ tohoto vysledku miizeme ptfesné urcit

sekvenci DNA. (Hartl, 2009)

4.4 Next generation segencing
V poslednich letech vzniklo nékolik dalSich metod, které umoziuji rychlou
a cenové vyhodnou sekvenaci velkého mnozstvi vzorkli najednou. Tyto metody

oznacujeme jako ,,next generation sequencing® neboli sekvenovani nové generace.

Jednou z metod sekvenovani nové generace je 454/Roche pyrosekvenovani. Tato
metoda je zalozena na detekci pyrofosfatu, ktery se odstépuje béhem syntézy kopii
templatové DNA. Fragmenty uréené k sekvenovani jsou navdzany na mikrokuli¢ckach a
namnozeny pomoci emulzni PCR. Sekvenovani probiha na desti¢ce s jamkami, do kterych
se vzdy vejde prave jedna kulicka. Pokud je zatazen komplementérni nukleotid, uvolni se
pyrofosfat a sulfyryldza s luciferdzou vytvoii pomoci chemickych reakei svételny zablesk.

Tento zéablesk je detekovan kamerou. (Skopalikova, 2015)

Dalsim ptistupem NGS je varianta firmy Illumina, ktera je zalozena na namnoZeni
templatu pomoci bridge PCR na desti¢ce. Na desticce jsou umistény forvard a reverse
primery. Po uchyceni fragmentu DNA na primer dojde k jeho ohnuti a navazani druhym
koncem na pfislusny primer. Vznikaji tak mustky a po né€kolika cyklech se vytvoii tzv.
clustery obsahujici az 1000 kopii templatové molekuly DNA. Vlastni sekvenovani probiha
pomoci polymerazy a nukleotidd znacenych rlznymi flouorescecnimi barvami.
Po navazani komplementarniho nukleotidu dojde k uvolnéni piislusného fluorescen¢niho

zafeni, které je detekovano pfistrojem. (Skopalikova, 2015)

Posledni metodou NGS, o které bych se chtéla zminit, je metoda Ion Torrent. Tato
metoda je zaloZena na detekci vodikového iontu, ktery se uvoliiuje pii syntéze DNA.
K amplifikaci sekvenované DNA se pouziva, stejné jako u 454-pyrosekvenovani, emulzni
PCR. Samotna sekvenace probiha na Cipu s jamkami, do kterych se vejde praveé jedna
kulicka s navazanym usekem DNA. Po navazani nukleotidu komplementarniho k sekvenci
DNA dojde k uvolnéni vodikového iontu, a tim ke zméné pH. Tato zména je detekovana

ptistrojem. (Skopalikova, 2015)
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PRAKTICKA CAST
5 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo urcit, zda existuje souvislost piitomnosti mutace
delF508 s patogenezi kolorektalniho karcinomu. Tohoto cile jsme chtéli dosahnout
porovnanim frekvence pfitomnosti mutace delF508 u nejmladsich pacientt s kolorektalnim

karcinomem (36-55 let) s pacienty nejstarsimi (68-76 let).

U starSich pacientl lze ptredpokladat vétsi vliv prostfedi a zivotniho stylu oproti
genetickym faktortim, které hraji klicovou roli U pacientd mladSich. V praktické ¢asti proto
bylo mym ukolem provést izolaci DNA z krve pacientli pomoci tzv. kolonkové metody
soupravou DNeasy Blood & Tissue Kit firmy QIAGEN a nasledné stanovit pfitomnost

mutace delF508 metodou ASA PCR u vyse uvedenych dvou skupin pacient.

Vyslednym porovnanim frekvence pfitomnosti mutaci v obou skupinach je mozné

ur¢it vyznamnost mutace delF508 v procesu patogeneze kolorektalniho karcinomu.

5.1 Metodika

Do studie vstoupilo 115 pacientl. Pro ucely studie byly jednotlivé vzorky
anonymizovany. Pfed zahdjenim studie byl k anonymizovanym vzorkiim z klinickych dat
poskytnut pouze vék pacientti v dobé diagnozy. Zadné identifikaéni parametry, které by
obsahovaly udaje podléhajici ochrané osobnich dat, nebyly pouzity. Pacienti podepsali

obecny souhlas s vyzkumem.

Ze 115 vzorkd krve byla provedena izolace DNA kolonkovou metodou.
Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky pfi vlnovych

délkach 280 nm, 260 nm a 230 nm pomoci pfistroje Nanodrop 1000.

Pritomnost mutace CFTR delF508 byla sledovana u 50 nejstar$ich a 50 nejmladsich
pacientti s diagnézou kolorektalniho karcinomu. Pomoci navrzenych primerd byla DNA
amplifikovana metodou ASA PCR. Kontrola spravnosti PCR metody byla provedena
soucasnou amplifikaci genu APOB. Kazd4 reakce probéhla v pfitomnosti pozitivnich
kontrol (heterozygot CFTR delF508) a negativnich kontrol. DNA anonymniho pacienta,
ktery byl nosi¢em mutace CFTR delF508 v heterozygotnim stavu byla
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poskytnuta pracovistém Ustav 1ékaiské genetiky FN Plzen. Produkty PCR byly
vizualizovany pomoci elektroforézy na agardézovém gelu. Vysledek byl odeéten pod UV

zarenim.

Vysledné hodnoty jsou prezentovany formou tabulek v kapitole ¢. 9.

5.2 Vyzkumné otazky

1. Jaké byla primérna vytéZnost a primé&rna cistota izolované DNA?

3. Jaka byla frekvence mutace delF508 ve skupiné mladych pacientd s CRC

a frekvence mutace delF508 ve skupin¢ starSich pacienti?
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6 I1ZOLACE DNA Z KRVE

Izolace DNA byly provedeny v laboratofi pro izolace nukleovych kyselin vybavené

pro nize uvedené pracovni postupy. Veskeré ukony byly provadény v ochrannych

rukavicich a v ochranném plasti. Pipetovaci ukony byly provedeny pomoci automatickych

pipet s vyménnymi plastovymi $pi¢kami s vnitinim filtrem. Pro niZze uvedené ukony byl

pouzit DNAse free plast.

6.1 Postup izolace DNA z krve

O N o g A~ WD P

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Do 1,5 ml eppendorfky napipetujeme 20 pl proteinazy K.

Piidame 100 pl krve.

Pridame 220 pl PBS.

Pridame 200 pl pufru AL.

Protfepeme a velmi diikladn€ zvortexujeme (20 vtefin).

Inkubujeme 20 minut pii 56°C.

Pfidame 200 pl ethanolu (96-100%) a zvortexujeme.

Ptelijeme na kolonky a zcentrifugujeme 2 minuty pti 8000 otackach. Aby vse
proslo pfes filtr, miiZeme postup jesté jednou zopakovat.

Kolonku ptendame do nové 2 ml eppendorfky a ptidame 500 ul pufru AW1.
Zcentrifugujeme 1 min pti 8000 otackach.

Kolonku pfendame do nové 2 ml eppendorfky a ptidame 500 pl pufru AW2.
Zcentrifugujeme 3 min pii 14000 otackach.

Velice opatrné vyndame z centrifugy (nenaklanime!!!) a ptendame do ¢isté 1,5 ml
eppenorfky.

Piidame 100 pl pufru AE.

Inkubujeme 20 min pti pokojové teploté.

Zcentrifugujeme 1 min pti 8000 otackach.

Obsah eppendortky znovu piepipetujeme na kolonku a zopakujeme krok ¢. 16.

(Zdroj: Qiagen — DNeasy Blood & Tissue Handbook, 2006)

39



+220 ul PBS
+ 200 pl pufru AL + 200 pl ethanolu
zvortexovani 20 vtefin - zvortexovani i
inkubace 20 min pfi 56°C

qu-p‘ll[l%mtlt:?#y K pfeneseni na kolonku
pl krve centrifugace 2 min, 8000 ot

_ +500 pl pulru AW2 + 500 pl pufru AW1
centrifugace 3 min, 14000 ot ‘Gentr] fugace 1 min, 3000 ot
+ 100 pl pufru AE

inkubace 20 min pii RT

centrifugace 1 min, 8000 01’ g

izolovana DNA

Obrazek 3: Schéma izolace DNA
(Dil¢i obrazky ptevzaty z: http://www.fairbiotech.com/upload/image/DT%20protocol. PNG;
upravy: autor bakalaiské prace)
6.2 Méreni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA se stanovuje spektrofotometricky
pii vinovych délkach 280 nm, 260 nm a 230 nm. VIlnova délka 260 nm je specifickd pro
DNA, pii této vinové délce tedy méfime mnoZzstvi izolované DNA. VInové délky 280 nm
a 230 nm nam pomohou urcit miru zne€isténi izolované DNA. Pomoci vinové délky
280 nm stanovujeme znec€iSténi nezadoucimi bilkovinami, pomoci vinové délky 230 nm

stanovujeme zne€isténi organickymi latkami. (Ausubel, 2002)

Cistotu DNA stanovime pomoci pomera Azgo/Azgo @ Azeol Azzo. Pomer Aggo/Azgo by
m¢el byt v piipadé ¢isté DNA idealn¢ 1,8 ¢i vyssi. Pii poméru Azpo/Azzp by Cista DNA méla
dosahovat hodnot vyssich nez 2. (Ausubel, 2002)

Mgeteni koncentrace a Cistoty izolované DNA jsem provadéla na piistroji Nanodrop

1000.

40



6.2.1 Postup méreni koncentrace a Cistoty DNA na pristroji Nanodrop 1000

1. Na notebooku HP spustime program Nanodrop 1000.

2. Zvolime moznost mefeni — NUCLEIC ACID.

3. Aktivujeme pfistroj ¢istou PCR vodou — na ¢idlo napipetujeme 1 pl ¢isté PCR
vody.

4. Nastavime moznost méfeni na DNA-50.

5. Zmétime BLANK — na ¢idlo napipetujeme 1 pl Cistého roztoku, ve kterém jsme
DNA eluovali, tedy roztoku AE a klikneme na tlac¢itko BLANK.

6. Poté zmé&iime nase vzorky. Na &idlo vzdy napipetujeme 1 pl vzorku. Cisla vzorku
zapisujeme do ptislusného okénka a pro zméteni klikneme na tlac¢itko MEASURE.

Na kazdy vzorek pouzivame novou $picku.
7. Vysledky ulozime pomoci cesty: SHOW REPORT — REPORTS — SAVE
REPORT — EXPORT REPORT & STANDARDS TABLES

= Nucleic Acids

T

2312018 10:55

Default

Make new BLANEF
Measurement

Oveﬂaycontrol[ Clear graph each Sample M Sample Type

[ lir200 // = e = S
1.80 / - - —— i
1,60 — e i
o /
§ 140 / e
E 1.20 \_/ — - Sample ]
2 1001—> Al 230 2|om  Abs| 1008 |
£
E 080 — A-260 10mmpath 2217
S 1 il A-28010 h 1192
0.40-— mm pat
0.20-—— 260/ 1.86
000-—
260; 2.0
_0,257 . 1 [l 1 | | 1 ] [ ] | ] ] [
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm nquL 1 10,8_3
38188835 0.34/112/16

Obrazek 4: M¢éfeni koncentrace a Cistoty izolované DNA na piistroji Nanodrop 1000
(Zdroj: autor bakalaiské prace)
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7 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

U vzorki izolované DNA byla provedena detekce mutace CFTR delF508 pomoci
amplifikace casti wild type a mutované alely genu CFTR metodou ASA PCR.

Kazdy vzorek byl vySetiovan ve dvou zkumavkach. Prvni obsahovala primery
(forvard a reverse), které ohraniCuji usek DNA typicky pro wild type alelu, druha
zkumavka obsahovala primery (forvard a reverse), které ohrani¢uji isek DNA typicky
pro mutovanou alelu. Tento postup umoznuje pii nasledné vizualizaci namnozenych Gseka
pomoci elektroforézy urcit, zda je zkoumany jedinec pro dany gen zdravym homozygotem,

heterozygotem ¢i mutovanym homozygotem.

Pro kontrolu funkénosti metody PCR kazda reakce obsahovala kontrolni primery
APOB F (forvard) a APOB R (reverse), ohranicujici ¢ast sekvence genu APOB, ktera je
pfitomna jak u jedince bez mutace delF508, tak u jedince s mutaci delF508. U kazdého
vzorku by tedy pfi vizualizaci pomoci elektroforézy mél byt pfitomny kontrolni prouzek
pro APOB gen. Pokud by prouzek nebyl pritomen, pravdépodobné doslo béhem stanoveni

Kk chybé, vysledek nemlize byt interpretovan a je nutné vySetfeni zopakovat.

zdravy homozygot
homozygot heterozygot delF508

0y 00 00

OO0 OO O oo | lesenda
W... F508 wild type

M ... F508 mutace

Marker

[

7| |

R &%

Obrazek 5: Piehled moznych vysledki elektroforézy
(Zdroj: autor bakalaiské prace)
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Nize je zobrazen tsek s mutaci delF508 v nukleotidové sekvenci DNA a primery,
které byly pouzity pro nasi studii. Zelené je vyznacena poloha forvard a reverse primeru

v genu CFTR.

AAATGAGTTAATAGAATCTTTACAAATAAGAATATACACTTCTGCTTAGGATGATAATTGGAGGCAAGTGAAT
CCTGAGCGTGATTTGATAATGACCTAATAATGATGGGTTTTATTTCCAGACTTCACTTCTAATGGCTGCGATTATG
GGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGTTTTCCTGGA
TTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATNTGCTCTTTCCTATCGATCGAATATACGATACAGAAGCGTCATCA
AAGCATGCCAACTAGAAGAGGTAAGAAACTATEIGAAAACTTTTTGATTATGCATATGAACCCTTCACACTAC
CCAAATTATATATTTGGCTCCATATTCAATCGGRIAGTCTACATATATTTATGTTTCCTCTATGGGTAAGCTA
CTGTGAATGGATCAATTAATAAAACACATGACCTATIGCTTTAAGAAGCTTGCAAACACATGAA

delece
(Zdroj sekvence DNA: https://www.nchi.nIm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=113993960)

7.1 Sekvence primeru pouZité v reakci A a reakci B

Primery dodala firma Generi Biotech Hradec Kralové, Ceska republika.

Primer Mix A

F508 REVERSE
GTATCTATATTCATCATAGGAAACACCATT

F508 FORWARD
CCAGACTTCACTTCTAATGATGATTATGGG

Primer Mix B

F508 WILD TYPE REVERSE
GATTCTATATTCATCATAGGAAACACCACA

F508 WILD TYPE FORWARD
GACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA

APO B CONTROL FORWARD

GAGCACAGTACGAAAAACCACCT

APO B CONTROL REVERSE

AAATATATTCATCATAGGAAACGAGAACG

(Sekvence byly ¢erpany z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=113993960)
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7.2 Postup PCR
1. Nejprve napipetujeme do separatnich 0,2 ml PCR zkumavek MIX A a MIX B

podle nésledujiciho rozpisu (mnozstvi pro 5 vzorka):

MIX A:
e 1ulF508F
e 1ulF508R

e 1 ul APO B control F
e 1ul APO B control R

MIX B:
e 1 ul F508 wild type F
e 1 ul F508 wild type R
e 1ul APO B control F
e 1ul APO B control R

2. Poté ptipravime do 1,5 ml zkumavek MASTER MIX 1 a 2 podle nasledujicich
tabulek. Tabulky jsou mnozstvim jednotlivych latek navrzeny pro analyzu 5
vzorkti DNA, kazdy po 20 pl reakce. Pii pipetovani postupujeme v Seznamu
shora dolii. Polymerazu pfiddvame az na zavér, protoZe tehdy ma ve smési

nejvhodnéjsi podminky.

Tabulka 1: Souc¢asti MM 1 pro analyzu 5 vzorkt

PCR voda 62 pl
pufr 10 pl
MqgCl, 10 pl
dNTP 4 ul
MIX A 4 ul
polymeraza 5ul
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Tabulka 2: Souc¢asti MM 1 pro analyzu 5 vzorkt

PCR voda 62 pl
pufr 10 ul
MgCl, 10 pl
dNTP 4 ul
MIX B 4 ul
polymeraza 5ul

3. Napipetujeme finalni smés pro reakci. Do plata pro PCR napipetujeme vzdy
19 ul MM 1 a ptidame 1 ul DNA. Do vedlejsiho sloupecku napipetujeme 19 pl
MM 2 a pfidame 1 pul DNA. Takto pokraujeme se vSemi vzorky. Poté kratce

zcentrifugujeme.

4. Plato vlozime do piistroje Thermocycler a spustime PCR. Pfistroj

naprogramujeme podle nésledujiciho schématu.

Tabulka 3: Schéma PCR

Cislo kroku | Teplota | Cas (mm:ss)
1 95°C 2:00
2 95°C 0:30
3 62°C 0:30 39x
4 72°C 1:00
5 72°C 5:00
6 12°C oo

Krok €. 2 - 4 pfistroj opakuje v cyklech. Celkem probéhne 39 takovych cykli.
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8 ELEKTROFOREZA

Analyza produkti z PCR byla provedena pomoci elektroforézy na agarézovém

gelu. Pro vizualizaci produktd bylo pouzito barvivo EZ-Vision DNA Dye. Jako kalibra¢ni

Skala molekulové hmotnosti (velikosti fragmenti) byl pouzit Zebii¢ek typu N3231S (100
bp DNA Ladder).

Base Pairs  Mass (ng)
= 1517 45
— 1,200 35
- 1,000 95
— 900 T
— BOa 24
= 700 21
- 600 18
- 500517 97
= 400 38
— 300 29
— 200 25
=100 48

Obrazek 6: 100 bp DNA Ladder
(Ptevzato z: https://www.neb.com/-/media/catalog/gel-photos/n3231_thumb.gif)

8.1 Postup analyzy produkti PCR pomoci elektroforézy

1.

Nejprve pripravime agarozovy gel. Do banky typu Erlen odvazime 2 g agardzy

(2% agarozovy gel, 50 ml pufru).

Sklenénym valcem odmétime 50 ml pufru TAE, pfidame do barnky a krouzivym

pohybem promichame.

Banku ddme do mikrovinné trouby a vafime, dokud se agardza nerozpusti

a nevznikne Ciry roztok.

Nechame vychladnout na cca 60°C (teplota, kdy nekolik sekund udrzime

kadinku pfilozenou ke hibetu ruky).

Pfipravime nalévaci vanu, vlozime do ni hiebinek a rozehtaty agar do ni

pielijeme. Spi¢kou od pipety odstranime piipadné bublinky v gelu.
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10.

11.

12.

13.

Gel nechame 30 minut ztuhnout.

Mezitim napipetujeme smési, které budeme nasledné nanaset do jamek v gelu.
Pouzijeme vzdy 5 ul naamplifkované DNA a piidame 2 pl barviva EZ-Vision
DNA Dye.

Dale napipetujeme také zebticek. Napipetujeme 5 pl Zebficku namichaného

s dodavanym pufrem a piidame 2 ul barviva EZ-Vision DNA Dye.

Po ztuhnuti gelu z néj vyjmeme hiebinek, ktery v gelu vytvoii jamky. Gel
pteneseme do vany uréené pro elektroforézu. Vanu zalijeme pufrem TAE tak,

aby byl cely gel ponofeny, maximalné vSak po ptislusnou rysku.
Do krajni jamky gelu naneseme 7 ul zebiicku.
Do dalsich jamek naneseme vzorky, nanasime vzdy 7 pl vzorku.

Zapojime elektroforetickou vanu do zdroje a pustime proud pifi konstantnim

napéti 80 V po dobu 25 minut.

Po ukonceni elektroforézy pfemistime gel na UV-transluminator a pod UV

zafenim odecteme vysledek.
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8.2 Ukazka praktického odecteni vysledkii elektroforetického gelu
Na obrazku ¢. 7 vidime snimek pofizeny béhem vizualizace produkti pomoci UV
transluminatoru. Zelenymi Sipkami je oznacena wild type alela, Cervenymi Sipkami

mutovana alela. Bilou Sipkou je oznacen namnozeny APOB kontrolni produkt.

V Cerveném krouzku je zvyraznén pacient €. 231, u kterého byla mutace delF508

detekovana v heterozygotnim stavu.

HET NEG 231 986 774 339 503
WIT M WT' M WIT M WT M WT M WIT M WT M

&

Obrazek 7: Snimek s vysledky potizeny z UV transluminatoru Legenda:
(Zdroj: autor bakalatské prace) WT..... F508 wild type

M ....... mutace delF508
HET ... kontrolni heterozygot
NEG... negativni kontrola
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9 VYSLEDKY

9.1 Ilzolace DNA
Tabulka 4 uvadi vytézky izolované DNA a ¢istotu méfenou pomérem absorbance

260/280 nm a 260/230 nm.

Tabulka 4: Koncentrace a &istota izolované DNA

Poradové | Izolovana DNA Celkovy vyteiek Cistota Cistota
¢islo [ng/nl] 26 100 plpiné 260/280 260/230
krve [ng]

1 27,5 2750 1,8 2,53
2 36,08 3608 1,79 1,92
3 30,83 3083 1,66 1,14
4 48,51 4851 1,78 1,35
5 3,58 358 1,23 0,65
6 24,4 2440 1,71 1,64
7 28,89 2889 1,62 0,98
8 21,94 2194 1,7 1,63
9 19,44 1944 1,6 1,68
10 56,16 5616 1,55 0,72
11 44,87 4487 1,45 0,64
12 4,09 409 1,52 0,74
13 4,76 476 1,72 2,6
14 7,75 775 1,46 1,06
15 4,87 487 1,65 0,64
16 45,11 4511 1,8 1,72
17 23,69 2369 1,73 1,22
18 8,66 866 1,87 1,61
19 81,39 8139 1,91 2,31
20 21,21 2121 2 2,16
21 7,97 797 1,95 0,47
22 32,53 3253 1,68 0,63
23 3,74 374 2,17 0,67
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24 37,14 3714 1,98 2,61
25 133,63 13363 1,9 2,41
26 20,61 2061 2,14 2,3
27 18,43 1843 2,01 6,98
28 16,56 1656 1,83 0,99
29 168,75 16875 1,9 2,13
30 6,11 611 1,69 0,24
31 13,37 1337 2,11 1,02
32 26,77 2677 1,99 1,13
33 36,7 3670 1,65 0,58
34 8,86 886 2,08 0,74
35 21,22 2722 1,93 1,51
36 71,75 7175 1,72 0,86
37 10 1000 2,6 0,84
38 63,12 6312 1,97 2,19
39 18,72 1872 7,46 1,93
40 32,51 3251 3,3 1,16
41 22,97 2297 4,76 1,06
42 79,39 7939 2,32 2,77
43 74,71 7471 2,27 1,87
44 28,13 2813 2,93 0,68
45 85,05 8505 2,26 1,71
46 19,68 1968 521 1,62
47 23,04 2304 1,64 2,2
48 78,45 7845 1,78 1,79
49 40,96 4096 1,7 1,72
50 109,76 10976 1,85 2,47
51 21,97 2197 1,74 4,52
52 60,33 6033 1,79 1,87
53 24,44 2444 1,66 1,82
54 33,44 3344 1,4 0,65
55 14,99 1499 1,24 0,55
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56 45,74 4574 1,8 2,59
57 52,52 5252 1,46 2,39
58 49,38 4938 1,75 1,38
59 125,33 12533 1,88 2
60 56,16 5616 1,76 1,52
61 65,67 6567 1,84 1,49
62 49,64 4964 1,77 1,44
63 31,58 3158 1,66 0,66
64 30,63 3063 1,79 1
65 15,77 1577 1,7 0,62
66 80,29 8029 1,61 0,86
67 57,04 5704 1,75 1,26
68 22 2200 1,87 2,09
69 8,85 885 1,73 0,49
70 42,01 4201 1,91 1,39
71 3,44 344 3,9 0,6
72 52,88 5288 1,85 1,34
73 123,01 12301 1,88 2,46
74 14,1 1410 2,54 5,98
75 32,54 3254 1,92 2,85
76 5,57 557 1,75 1,19
77 30,38 3038 191 2,37
78 21,39 2139 1,72 2,61
79 27,55 2755 1,79 1,84
80 29,33 2933 1,79 1,22
81 72,32 7232 1,86 1,6
82 50,53 5053 1,84 2,35
83 63,47 6347 1,86 2,58
84 5,64 564 1,45 1,65
85 11,86 1186 1,75 2,4
86 62,27 6227 1,85 2,4
87 7,78 778 1,39 0,31
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88 53,34 5334 1,8 2,24
89 9,51 951 1,81 0,54
90 11,99 1199 2,22 2,6
91 6,4 640 2,14 1,95
92 61,77 6177 1,89 1,51
93 11,33 1133 1,9 0,43
94 14,18 1418 2,2 1,38
95 8,77 877 2,21 6,09
96 6,67 667 2,01 0,65
97 24,12 2412 1,88 1,31
98 71,76 7176 1,92 2,15
99 68,46 6846 1,94 2,17
100 137,71 13771 1,86 2,02
101 98,58 9858 1,87 2,29
102 129,23 12923 1,89 2,4
103 38,23 3823 1,87 3,07
104 102,81 10281 1,79 1,41
105 123,58 12358 1,87 2,28
106 208,01 20801 1,88 2,42
107 50,85 5085 1,83 2,57
108 72,03 7203 1,82 1,74
109 32,13 3213 1,84 2,28
110 137,18 13718 1,85 2,26
111 26,2 2620 2,07 2,18
112 35,57 3557 1,87 1,96
113 56,49 5649 1,85 1,42
114 60,54 6054 1,89 2,1
115 110,86 11086 1,86 2,2
Primérna hodnota izolované DNA: | Primé&rna Cistota 260/280: | Primérna Cistota 260/230:
44,61 [ng/ul] 1,98 1,76
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Celkem byla izolovana DNA ze 115 vzorkd. Primérna hodnota izolované DNA
byla 44,61 ng/ul, primérna Cistota DNA pfi poméru absorbanci A260/A280 byla 1,98,
prumérna Cistota DNA pii poméru absorbanci Agso/Azzo byla 1,76. Nejvyssi vytéznost
k izolaci DNA z 15 vzorkta krve (sada vzorkt izolovanych spole¢né) byl veetné méfeni

koncentraci 240 minut.

Z celkovych 115 vzorki odpovidalo pti poméru Ajgo/Azgo Cisté DNA 70 vzorki
(60,9 %), zbylych 45 vzorku (39,1 %) bylo kontaminovano proteiny. Pti poméru Ago/Azso
odpovidalo ¢ist¢ DNA 44 vzorkd (38,3 %), zbylych 71 vzorka (61,7 %) bylo

kontaminovéno organickymi latkami.
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9.2 Stanoveni mutace delF508

Tabulka 5 uvadi vysledky stanoveni mutace delF508 u mladych pacientd.
U pacientt ¢. 24, 334, 361, 1168, 619, 1074, 42, 1110, 1075, 327, 1158, 869, 1145, 1112,
1093, 1008, 282, 1026, 209, 1154, 629, 982, 721, 1106, 534, 1079, 876, 30 a 1170 muselo

byt stanoveni z diivodu neptitomnosti kontrolniho PCR produktu APOB opakovano.

Tabulka 5: Vysledky stanoveni mutace delF508 u mladSich pacienti

Cislo vzorku | Kontrolni APOB | F508 wild type | F508 mutace Genotyp
24 - + - @
334 - + - @
203 + + - zdravy homozygot
361 - + - @

1168 + + - zdravy homozygot
858 + + - zdravy homozygot
619 + + - zdravy homozygot
150 + + - zdravy homozygot
871 + + - zdravy homozygot
537 + + - zdravy homozygot

1074 - + - @

42 + + - zdravy homozygot
888 + + - zdravy homozygot

1110 - - - %)

889 + + - zdravy homozygot
273 + + - zdravy homozygot
382 + + - zdravy homozygot

1075 - + - @

327 + + - zdravy homozygot
804 + + - zdravy homozygot

1158 - - - )

869 + + - zdravy homozygot

1145 - + - @

855 + + - zdravy homozygot

1112 - + - @
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1093 - - - @

1008 - - - @

282 + + - zdravy homozygot

1026 + + - zdravy homozygot
209 + + - zdravy homozygot
583 + + - zdravy homozygot

1154 - + - @

629 + + - zdravy homozygot
991 + + - zdravy homozygot
861 + + - zdravy homozygot
531 + + - zdravy homozygot
982 + + - zdravy homozygot
897 + + - zdravy homozygot
721 + + - zdravy homozygot

1106 - + - @

658 + + - zdravy homozygot
668 + + - zdravy homozygot
534 + + - zdravy homozygot

1079 - + - @

215 + + - zdravy homozygot
876 + + - zdravy homozygot
30 - + - )

1170 - + - @

899 + - zdravy homozygot
705 + - zdravy homozygot

Ze skupiny mladsich pacienti mélo 34 jedinci (68 %) genotyp zdravy homozygot.
Zbylych 16 vzorkli (32 %) nebylo mozné hodnotit, nebot’ ani po zopakovani reakce
nedoSlo k amplifikaci DNA tuseku pro kontrolni gen APOB ¢i nebyl pfitomen zadny PCR
produkt.

Vsichni pacienti, u nichz molekuldrné¢ genetické vySetfeni spliiovalo vSechny
parametry pro spravné hodnoceni vysledku, tedy méli alely genu CFTR typu wild type,

tzn. nebyla zachycena Zadna mutace delF508.
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Tabulka 6 wuvadi vysledky stanoveni mutace delF508 u starSich pacientt.
U pacientu ¢. 352, 667, 193 34, 326, 268, 232, 524, 1073, 454, 520, 517, 986, 339, 1084,
303 a 1117 muselo byt stanoveni z divodu nepfitomnosti kontrolniho PCR produktu

kontrolniho genu APOB opakovéno.

Tabulka 6: Vysledky stanoveni mutace delF508 u starSich pacientt

Cislo vzorku | Kontrolni APOB | F508 wild type | F508 mutace Genotyp
631 + + - zdravy homozygot
265 + + - zdravy homozygot
493 + + - zdravy homozygot
27 + + - zdravy homozygot
614 + + - zdravy homozygot
352 - + - @
839 + + - zdravy homozygot
460 + + - zdravy homozygot
261 + + - zdravy homozygot
406 + + - zdravy homozygot
536 + + - zdravy homozygot
667 + + - zdravy homozygot
672 + + - zdravy homozygot
491 + + - zdravy homozygot
234 + + - zdravy homozygot
193 + + - zdravy homozygot
231 + + + zdravy heterozygot
34 - + - @
845 + + - zdravy homozygot
390 + + - zdravy homozygot
326 - + - @
268 - + - @
232 + + - zdravy homozygot
524 + + - zdravy homozygot
1073 - + - @
454 + + - zdravy homozygot
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520 + + - zdravy homozygot
517 - + - @
986 - + - @
774 + + - zdravy homozygot
339 - + - @
503 + + - zdravy homozygot
475 + + - zdravy homozygot
1000 + + - zdravy homozygot
717 + + - zdravy homozygot
584 + + - zdravy homozygot
1084 - + - @
565 + + - zdravy homozygot
450 + + - zdravy homozygot
299 + + - zdravy homozygot
229 + + - zdravy homozygot
686 + + - zdravy homozygot
303 - + - @
1117 - - - %)
852 + + - zdravy homozygot
679 + + - zdravy homozygot
995 + + - zdravy homozygot
383 + + - zdravy homozygot
46 + + - zdravy homozygot
773 + + - zdravy homozygot

Ze skupiny starSich pacienti mélo 38 jedinci (76 %) genotyp zdravy homozygot,
1 jedinec (5 %) mél genotyp zdravy heterozygot. Zbylych 11 vzorki (22 %) nebylo mozné
hodnotit, nebot’ ani po zopakovani reakce nedoslo k amplifikaci DNA tseku pro kontrolni

APOB gen ¢i nebyl pfitomen Zadny produkt.

U pacienta ¢. 231 jsme diagnostikovali pfitomnost mutace delF508 v heterozygotnim
stavu. VSichni ostatni pacienti, u nichZ molekularné genetické vySetieni spliiovalo vSechny

parametry pro spravné hodnoceni vysledku, méli alely genu CFTR typu wild type.
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Tabulka 7 shrnuje kompletni vysledky molekuldrné genetické analyzy piitomnosti
mutace delF508 u dvou vySetfovanych skupin pacienti. Celkem bylo provedeno 73

vysetieni splitujicich vSechny parametry pro spravné hodnoceni vysledku.

Tabulka 7: Shrnuti vysledk molekularné genetické analyzy mutace delF508

Skupina pacienti Zdravy homozygot Heterozygot Homozygot delF508

Mladsi 100 % 0% 0%

Starsi 97,4 % 2,6 % 0%

Ve skupiné¢ mladSich pacienti bylo ze 34 vySetieni splitujicich vSechny parametry
100 % vzorkd s genotypem zdravy homozygot, 0 % vzorka s genotypem heterozygot a 0 %

vzorku s genotypem homozygot delF508.

Ve skupiné starSich pacientli bylo ze 39 vysetfeni splilujicich vSechny parametry
97,4 % vzorkd s genotypem zdravy homozygot, 2,6 % vzorkl s genotypem heterozygot

a 0 % vzorku s genotypem homozygot delF508.
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10 DISKUZE

V prvni ¢asti diskuse budou zodpovézeny vyzkumné otazky uvedené v uvodu

praktické Casti této bakalaiské prace.

1. Jaka byla prumérna vytéZnost a prumérna Cistota izolované DNA?

Primérna vytéznost izolace DNA ze 100 ul plné krve byla 44,61 ng/ul.
Primérna Cistota DNA pii poméru absorbanci Agso/Azgo byla 1,98, primérna Cistota
DNA pii poméru absorbanci Azgo/Azs byla 1,76. Uvedené hodnoty jsou zcela
dostacujici pro provedeni PCR 0 objemu 20 ul s 1 ul DNA o uvedené koncentraci
a Cistote.

swwr

2. Jaka byla nejnizsi koncentrace DNA, pri které probéhla PCR?

Nejniz$i koncentrace DNA, pii které probéhla PCR, byla 11,33 ng/ul.
Vysetteni ASA PCR ukdézalo, Ze u vzorkli snizkou koncentraci DNA je
v nékterych ptipadech nutné vySetieni opakovat. U nékterych vzorkli nebylo mozno
vySetfeni provést. U takovychto vzorkd je nutnd nova izolace DNA, idealn¢
z nového alikvotu plné krve. Pokud novy alikvot neni k dispozici, je tfeba provést
izolaci z vétsiho objemu nez 100 pl, idedlné¢ z 200 pl a prodlouzit dobu lyzy

leukocytti v ivodni €asti izolace z 20 minut na 30 minut.

3. Jaka byla frekvence mutace delF508 ve skupiné mladych pacienti s CRC

a frekvence mutace delF508 ve skupiné starSich pacienti?

Ve skupiné mladych pacientii nebyla pozorovana piitomnost mutace

delF508, ve skuping starSich pacientii byla frekvence heterozygoti 2,6 %.
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Hlavnim cilem piedkladané bakalaiské prace bylo zjistit, zda existuje souvislost
mutace delF508 s patogenezi kolorektalniho karcinomu. Pokud by tomu tak bylo,
naznacovalo by to, Ze nejrozsSifenéjsi mutace transmembranového proteinu CFTR delF508
se podili na patogenezi kolorektalniho karcinomu, a protoze je tato mutace pfitomna
ptiblizné u 3,8 % populace (Koziel, 2015), vysledek by ukazoval na moznou skupinu
obyvatel v riziku. Moznou souvislost mezi zménami exprese genu CFTR, na néz ma
nefunk¢nost jedné alely zifejmé vliv (v nasi studii delF508), ukazuje napt. prace ,,ABC gene
expression profiles have clinical importace and possibly form a new hallmark of cancer “
(Dvorak, 2017).

Na zéklad¢ vySe uvedeného jsme se rozhodli prokazat souvislost mutace delF508
s patogenezi kolorektalniho karcinomu porovnanim piitomnosti mutace delF508
ve skupiné mladych pacientd s kolorektdlnim karcinomem (tzn. téch, u kterych ma
geneticka predispozice nesporny vliv na rozvoj tohoto onemocnéni) a skupinou star§ich
pacientll, ktefi jsou vétSinou zafazovani mezi pacienty se sporadickym kolorektalnim

karcinomem (tzn. onemocnénim, na jehoZ patogenezi ma zasadni vliv prostiedi a Zivotni

styl).

Podatilo se izolovat DNA ze 115 vzorki krve, ziskat koncentrace a Cistotu, které jsou
pouzitelné pro PCR a provést genetické vySetfeni u 73 pacientid. U 27 pacientll nebylo
mozno ani pfes opakované PCR vySetfeni s vy$§im mnozstvim vstupni DNA do PCR
reakce ziskat vysledky v kvalité potiebné pro jednozna¢nou interpretaci vysledkiti metody
ASA PCR. U téchto pacienti bude nutné ziskat novy alikvot krve a provést izolaci DNA
z vétsiho objemu nez z pouzitych 100 pl plné krve.

Mutace delF508 nebyla identifikovana u zadného pacienta ze 34 vysetfenych pacientt
Snizkym vekem v dobé diagnézy kolorektalniho karcinomu a byla identifikovana

u jednoho pacienta z 39 vysetienych pacientli ve skupiné starSich pacientd.

Dosazené vysledky neukazuji na souvislost mutace delF508 s patogenezi
kolorektalniho karcinomu a zaroven, protoze jsme se nedostali k populacni frekvenci
pfitomnosti této mutace, vysledky ukazuji na nutnost rozsifeni nami stanoveného souboru

pacientd.
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11 ZAVER

Z celkového poctu 100 vySetiovanych pacientl bylo genetickou analyzu mozno
provést u 73 pacientl. U 27 pacientli z diivodu ziejmé nizké kvality DNA nebylo mozno
genetickou analyzu metodou ASA PCR provést. Ve skupiné mladych pacientt
s kolorektalnim karcinomem nebyla zachycena zadnd mutace delF508. Ve skupiné
pacientli starsi vékové kategorie byl nalezen jeden pacient v heterozygotnim stavu.
Uvedené vysledky pii daném poctu vysetienych pacientt ukazuji, Ze zde neni souvislost

mezi pritomnosti mutaci delF508 a patogenezi kolorektalniho karcinomu.

Podatilo se zavést metodiku stanoveni mutace delF508 metodou ASA PCR
a zachytit pacienta v heterozygotnim stavu ve vySetfovaném souboru. Zde prezentované
vysledky je tieba chapat jako pilotni. Pro statisticky signifikantni vysledky bude nutné

rozsifit soubor vysetfovanych pacientt.
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SEZNAM ZKRATEK

ABC

ALD

APC

APOB

ARMS

ASA PCR

ATP

BRCA

Ca

cAMP

CCD

CEA

CFTR

CIMP

CIN

CRC

CT

DCC

ddATP

ddCTP

ddGTP

ddTTP

ATP Binding Cassette
Adrenoleukodystrofie

Adenomatosis polyposis coli
Apolipoprotein B

Amplifikacni refrak¢éni mutacni systém
Alelové specifickd polymerazova fetézova reakce
Adenosintrifosfat

Breast cancer

Carcinoma

Cyklicky adenosinmonofosfat

Charge coupled device

Karcinoembryonalni antigen

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

CpG Island Methylator Phenotype
Chromozomalné¢ instabilni
Kolorektalni karcinom

Computer tomograph

Deleted in colorectal cancer
Dideoxyadenosintrifosfat
Dideoxycytidintrifosfat
Dideoxyguanosintrifosfat

Dideoxythymidintrifosfatu



DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTP Deoxynucleotide

dsDNA Dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
E2F E2F transkrip¢ni faktor

ECM Extracelularni matrix

EDTA Etylendiaminotetraoctova kyselina

FAP Familiarni adenomat6zni polypoza

FGF Fibroblastovy rastovy faktor

kb Kilobéaze

MDR Multidrug resistence

MGMT 0O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase

MMR Missmatch repair

MRI Magnetické rezonance
MRNA Messenger ribonukleova kyselina
MRP Multidrug resistance proteins
MSI Microsatellite instability
MSI-H Microsatellite instability-high
MSI-L Microsatellite instability-low
NBD Nukleotid vazajici doména
NGS Next generation segencing
NTP Nukleosidtrifosfat

PCR Polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP Polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism



P-gp
Rb
RNA
RTG
sSDNA
SNP
SUR
TERT
TMD
TP53

VEGF

P-glykoprotein

Retinoblastom

Ribonukleova kyselina

Rentgenové

Jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina
Single-nucleotide polymorphism
Sulfonylmocovina

Telomerase reverse transcriptase
Transmembranova doména

Tumor protein p53

Vaskularni endotelialni rastovy faktor
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