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Souhrn: Vyskyt metastaz u pacientt se solidnimi nadory velmi negativné ovliviiuje prognézu. Soucasné zobrazovaci techni-
ky vSak nemaji dostatecnou rozliSovaci schopnost pro zachyceni casnych stadii metastatického procesu. V poslednich letech
se proto s rozvojem novych molekuldrné-biologickych metod soustieduje pozornost na v¢asné rozpoznani diseminace nddo-
rovych bun&k. Tyto techniky umoZiuji rozpoznani jednotlivych nidorovych bungk mezi fadové 10* az 10° zdravych bungk
a tim mohou pfispét k difvéjSimu zachytu metastdz. Zv1astni pozornost je vénovéna detekci mikrometastiz stanovenim mRNA
cytokeratinti 19 a 20 u naddoru prsu a kolorektalniho karcinomu pomoci zpétné polymerazové fetézové reakce (RT-PCR). Tou-
to metodou je moZné zjistit pfitomnost nddorovych bunék v periferni krvi, lymfatickych uzlinidch nebo biopsii u vysokého pro-
centa pacienti s timto malignim niddorovym onemocnénim. Dodnes vSak neni zcela vyjasnén skutecny pfinos stanoveni vol-
nych nadorovych bunék a mikrometastaz pro klinickou praxi. Bude proto zapotiebi dal$ich studii, které by pomohly definovat
pouZitelnost téchto metod pro ur¢eni dalsiho lé¢ebného postupu.
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Abstract: The metastasis occurence very negatively affects prognosis of solid tumor patients. However, current imaging
techniques do not have sufficient resolution for detection of early stages of metastatic process. Along with recent development
of new molecular-biological methods, the attention has been focused on early diagnosis of tumor cells dissemination. These
techniques make possible to distinguish single tumor cell among on order of 10*-10° healthy cells and thereby they can
contribute to earlier catchment of metastase formation. Special attention is dedicated to micrometastasis determination by
detection of cytokeratin 19 and 20 mRNA in breast and colorectal carcinoma by reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR). This method is able to find out the presence of tumor cells in peripheral blood, lymphatic nodes or biopsies in high
percentage of patients with malignant tumor. However, real contribution of assessment of isolated tumor cells and
micrometastases for clinical practice has not been clarified up to the present day. There will be needed next studies to define
applicability of these methods for determination of further patient treatment.
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Klasicka TNM klasifikace rozdéluje pacienty do nékolika sku-
pin na zdklad¢ statutu primédrniho nadoru, lymfatickych uzlin
a vzdalenych metastaz. V ramci téchto skupin 1ze pro kazdé-
ho jednotlivého pacienta stanovit miru rizika vzniku metasta-
tického loZiska, pfipadné relapsu nemoci po odstranéni pri-
méarniho niddoru. Nicméné, jednd se pouze o statistické
vyjadfeni pravdépodobnosti zaloZené na vysledcich rozsah-
lych studii. Adjuvantni terapii proto mohou obdrZet i pacien-
ti, u kterych nema Zadny dodatecny 1écebny ucinek. Na dru-
hou stranu, u pacientl, ktefi adjuvantni terapii z divodu
zatazeni do niZ8iho stadia TNM Kklasifikace neobdrZi, miZe
dojit k relapsu nddorového onemocnéni. Pro leps$i rozliSeni
téchto dvou skupin je proto dillezité individualizovat moZnd
rizika a na zdkladé téchto faktorti rozhodnout o vhodnosti dal-
81 1écby.

Jednim z moZnych pfistupti je co nej¢asnéjsi zachyceni dise-
minace naddorovych buné€k. Prvni zminka o volnych nddoro-
vych buiikdch (VNB) pochézi zroku 1869. Asworth (1) popsal
pfipad rakoviny, kdy jeSté po smrti pacienta byly v jeho krvi
objeveny buiiky pfipominajici nddorové. Tyto butiky se po
uvolnéni z nddoru §ifi jak krevni, tak i lymfatickou cestou a po
jejich extravazaci do cilového orgdnu miZe dojit ke vzniku
mikrometastdz (MMTS) a nésledn€ tvorbé makroskopickych
metastaz. Jak VNB, tak také MMTS (z diivodu malé velikos-

ti anepfitomnosti vaskularizace) pfedstavuji velice vhodny cil
pro protinddorovou terapii. Dostatecné citlivé metody pro
detekci téchto bunék vSak byly vyvinuty aZ v poslednich pfi-
blizn€ 20 letech (imunohistochemie, flowcytometrie, PCR).
V této dobé€ bylo otestovdno mnoho markerd pro rozliSeni
bunék nidorového piivodu (VNB a MMTS) od bunék okolni
tkané (viz. kapitola 2). Tento ¢lanek podava stru¢ny prehled
o metodach, které mohou slouZit k detekci VNB a MMTS,
hlavné se vSak zaméfuje na vyuZiti polymerdzové fetézové
reakce a konkrétn€ na pouZiti cytokeratinovych markert
u nadoru prsu a kolorektdlniho karcinomu.

1. Metody umoziiujici detekci volnych nadorovych bunék
a mikrometastaz

1.1. Histologie a imunohistochemie. Velkou pozornost vyvo-
lala v poloviné 50. let moZnost detekce VNB pomoci histolo-
gickych metod (2). Mezi lety 1955-65 bylo vySetfeno na pii-
tomnost VNB asi 5.000 pacientl s rakovinou (3). VNB byly
detekovany téméf ve 100% piipadd. Velmi brzy se vSak uka-
zalo, Ze Casto dochdzelo k zdméné hematopoetickych bunék
(zv143t€ megakaryocytil) s nddorovymi butikami (3). Znovu-
oziveni v oblasti mikroskopickych technik detekce VNB
aMMTS prinesl az v 80. letech objev imunohistochemie (IHC).
Pouziti této metody umoZiiuje detekci 1 nadorové buiiky mezi
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10000 — 100 000 mononukledry za pomoci obarveni prepara-
tu monoklonalnimi protildtkami proti antigentim specifickym
pro nadorové buriky. Nevyhodou je v§ak omezeny pocet hod-
nocenych bunék. Navic i pfes vyuziti automatizovaného zpra-
covéni obrazu metoda zdaleka nedosahuje cytlivosti polyme-
razové fet€zové reakce. Nevyhodou je také moZnost kiiZové
reakce protilatky s epitopy piibuznych proteint.

1.2. Pritokovd cytometrie je zaloZena na vytvoreni proudu
suspenznich bunék, které jsou obklopeny izotonickym rozto-
kem vytvéfejicim lamindrni proudéni a které prochdzi indivi-
dudln€ pratokovou komorou. V pritokové komote jsou buii-
ky ozafoviny monochromatickym svétlem, vét§inou
emitovanym laserem. Svétlo vyzafované buiikami je nisled-
né vedeno pies sérii filtri a dichroickych zrcadel, které izolu-
jijednotlivé spektra. Fotony jednotlivych vinovych délek jsou
poté detekovény fotondsobici a naméfené hodnoty jsou poci-
tacové zpracovany (4). Casto se vyuZivd méfeni obsahu jader-
né DNA za pouZiti fluorescenénich barviv interkalujicich do
struktury DNA helixu, jako je naptiklad propidium jodid. Ane-
uploidie nadorl je obecné spojena s malignitou a horsi pro-
gnézou (5), av§ak miiZe se vyskytovat i u benignich onemoc-
néni (6). Jako marker urcujici stuperi proliferace se Casto uziva
procentudlni pomér bunék v S-fazi (7). Pratokova cytometrie
umoziuje také stanovovat mnoZstvi jak povrchovych, tak
i vnitrobunéénych proteind s vyuZitim Sirokého spektra monok-
londlnich protilatek konjugovanych s fluorescen¢nim barvi-
vem. Tento zplsob je pouZzitelny pro stanovovini VNB
a MMTS. Hlavni vyhoda oproti IHC spociva ve schopnosti
vyhodnotit velké mnoZstvi buné€k a také v objektivit€ hodno-
ceni. Velkého uplatnéni se pratokova cytometrie dockala hlav-

Obr. 1: Princip (a) klasické PCR, (b) kvantitativni PCR v redlném case.
Q —zh4aSedlo (quencher), R — fluorescen¢ni barvivo (reporter)
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Obr. 1b: Intron-exonova organizace gentl pro lidsky cytokeratin 19 a 20. Obdélniky pfedstavuji exo-

nacnich kodont. Gen pro cytokeratin 20 se skladd z 8 exonil o délce 38 — 518 bp, zaujimd 9,29 kb na
chromozomu 17g21.2. Gen pro cytokeratin 19 se skldda z 6 exonil o délce 83 —473 bp a zaujima 4,69

kb na chromozomu 17q21.2.

né v hematologii a hematoonkologii (shrnuto v ref. 4). V bio-
logii solidnich n4dort jsou vSak vysledky mnohem vice pro-
tichtidné. Existuje mnoZzstvi studii potvrzujicich moZnost pou-
Ziti pratokové cytometrie v praxi (7-10), avSak také prace, kde
nebyla nalezena Zadné asociace mezi zkoumanymi parametry
a klinickym vystupem (11-14).

1.3. Polymerdzovd retézovd reakce (PCR) byla poprvé popsa-
na roku 1985 Karry B. Mullisem (15), ktery za ni roku 1993
obdrZel Nobelovu cenu. Jednd se o jednoduchou a rychlou
metodu umoziujici detekci vybrané sekvence DNA jeji mno-
honasobnou amplifikaci za pouZiti sekvencné specifickych oli-
gonukleotidt (primert) a DNA polymerazy. Typicky pribéh
PCR zahrnuje 35 — 40 cyklu, pfic¢emZ kazdy cyklus sestavd
z nasledujicich kroka (obr. 1a): (a) dvoufetézcovd DNA je
separovéna tepelnou denaturaci; (b) nasledné po ochlazeni
dochdzi k nasednuti primert (annealing); (c¢) po ohfati na tep-
lotu optimdlni pro funkci DNA polymerazy je syntetizovan
komplementarni fetézec. Vzniklé fragmenty DNA jsou poté
detekovany elektroforeticky. Citlivost PCR je podstatné vys-
$i neZ citlivost tradi¢nich histologickych a imunohistoche-
mickych metod. Zpétna polymerizova fetézova reakce (RT-
PCR), poprvé pouZitd v roce 1987 (16), je modifikaci
dovolujici detekci tseku mRNA, kterd je nejprve enzymem
reverzni transkriptdzou ptepsdna do komplementirni DNA
(cDNA). PouZitim vice sad primert (nested PCR) je moZné
stanovit dokonce pouze 1 nddorovou butiku v 1 ml periferni
krve (17). Jednim z faktort komplikujicich klasickou PCR je
mozZnost amplifikace nespecifickych sekvenci - pii mélo strin-
gentnich (malo p¥isnych) podminkdch mohou primery nase-
dat na mista pouze ¢aste¢né homologni s cilovou sekvenci a tak
muZe dojit i k amplifikaci jinych casti genomu. Tomuto pro-
blému se d4 z¢4asti vyhnout vybérem vhodnych primert a pou-
Zivanim vysoce stringentnich podminek. Hlavni nevyhodou
klasické PCR je vSak nemoZnost pfesné kvantifikovat mnoZz-
stvi templatové DNA ve vzorku. Je to zplisobeno povahou této
metody — v zavérecné fazi reakce neni uZ pro mnoZzstvi vzni-
kajiciho produktu limitujici pocet templatovych molekul DNA,
ale kompetice o DNA polymerdzu, primery a nukleotidy.

1.4. Zdklady kvantitativni PCR v redlném case (QPCR) byly
poloZeny jiZ na pocatku 90. let (18, 19). Jednou z moZnosti je
vyuZiti fluorescen¢niho barviva interkalujiciho mezi bize
DNA (ethidium bromid, SYBR Green) a detekce takto vznik-
1é fluorescence (19). Tento pfistup bohuZel neodstraiiuje pro-
blémy spojené s nespecifickou amplifikaci, protoZe deteko-
véna je kazdéa dvoufetézcovd DNA. V soucCasné dobé je asi
nejvice rozSifena tzv. 5’-nukledzovad reakce vyuZivajici
TagMan sond. Prvni vyuZiti 5’-exonukledzové aktivity DNA
polymerézy pro ucely pfesné kvantifikace DNA se sice datu-
je doroku 1991, kdy Holland a kol. popsali kvantifikaci DNA
za pouZiti termindlné radioaktivné znacené sondy (18), ale prv-
ni prakticky pouZzitelné systémy (zalo-
Zené na fluorescencné znacenych son-
dach) se objevily az v druhé poloviné
90. let (20-22). Hlavni zménou proti kla-
sické PCR je pouZiti oligonukleotidu

Cylokeralin 20

(TagMan sonda), ktery se specificky
véaZze na sekvenci mezi oba primery (obr.
1b). Na 5’-konci je sonda naznacena

Cytokearatin 19

irs Tiia

1 kk

kovalentn€ navdzanym fluorescenénim
barvivem (reporter, ,,R*), jehoZ emisni
T spektrum je zhaSeno druhym fluores-
cencnim barvivem navdzanym na 3’-
konci sondy (zhaSedlo, quencher, ,,Q*).
Dile je sonda na 3’-konci modifikova-
na fosfatem, ktery zabrafiuje extenzi
sondy béhem amplifikace. Pfi polyme-
rizaci z primeru dojde pisobenim 5’-
exonukledzové aktivity DNA polyme-
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razy k odstépeni reportérového barviva a tim k jeho uvolnéni
zblizkosti zhdSedla, coZ vede ke vzristu fluorescence. Cyklus,
ve kterém dojde k néristu fluorescence na detekovatelnou tiro-
veii, je nazyvan Ct (treshold cycle) a je nepifimo imérny kon-
centraci cilové DNA. Cim vé&tsi je mnoZzstvi templatové DNA,
tim mens$i mnoZstvi cykll je zapotiebi k dosaZeni Ct (pro pre-
hled (23, 24).

2. Mozné zpusoby detekce volnych nadorovych bunék
a mikrometastaz pomoci PCR

2.1. Detekce chromozomdlnich aberaci a mutacispecifickych
pro dany nddor. Pres rozsahly vyzkum nebyla dodnes nale-
zena Zddnd mutace nebo chromozomadlni aberace specificka
pro nadorové buiiky vétSiny solidnich nddorti. Naproti tomu
chromozomalni aberace asociované s urcitym typem vykazu-
ji leukémie (napf. reciproka translokace t(15;17) zpisobujici
tvorbu fizniho genu PLM/RARGA je specificka pro akutni pro-
myelocytarni leukémii). Tento rozdil je zptisoben na jedné stra-
né difuzni povahou hematologickych malignit a na stran€ dru-
hé vysokou heterogenitou solidnich nadort. Pokud se jednd
0 mutace, je situace velice podobnd. Pravdépodobné nejcasté-
ji mutovanym genem v nadorech je gen pro nddorovy supre-
sor p53, ktery se ucastni mnoha bunécnych procesi, véetné
transkripce, opravy DNA, udrZovéani stability genomu, star-
nuti butiky, kontroly bunécného cyklu a apoptdzy (25). Jeho
mutace proto mohou mit dalekosdhlé disledky v regulaci
bunécnych pochodtl. VyuZiti stanoveni p53 v primdrnim nado-
ru pro prognostické ucely se potencidlné jevi jako velice zaji-
mavé (25, 26). I kdyzZ je pS3 asi nejvice mutovanym genem
v lidskych nadorech, jeho mutace se vyskytuji jen v necelé
poloviné v§ech nddort (27). DalSim problémem je Siroké spekt-
rum mutaci (25), které znemoZiuje vytvoreni univerzdlnich
primera schopnych detekovat tento mutovany gen. Mutace
genu p53 navic pravdépodobné nejsou potfebné pro casnou
diseminaci naddorovych bunék (27). Tim se pouZiti p53 pro
detekci VNB stava velice diskutabilni (28). Podobné vyhrady
plati i pro dal$i markery této skupiny, napf. Ras (25).

2.2. Detekce tkdriové specifickych markeri. Jedna se o mar-
kery (mRNA, proteiny), které musi splitovat nékolik zaklad-
nich kritérii. Za prvé musi byt byt exprimovany v tkéni, odkud
nador pochazi. Jejich vyskyt by se v priibéhu karcinogeneze
nemél pokud moZno vyraznéji menit. Za druhé nesmi byt expri-
movény (nebo alespoil ve vyznamném mnoZstvi) v misté
detekce, tj. periferni krvi, kostni dieni nebo lymfatickych uzli-
néch. Tento jednoduchy poZadavek je asto komplikovan nele-
gitimni transkripci v misté detekce (viz. ddle). V soucasné dobé
je asi nejintenzivnéji studovana skupina cytoskeletarnich pro-
teind — cytokeratind, na které je tento ¢lanek zaméten.

2.3. Jiné mozné markery. DalSim Casto studovanym marke-
rem je karcinoembryondlni antigen (CEA). Za normélnich pod-
minek neni exprimovén v buiikach tkani dospélého Clovéka,
pfi vyvoji nddoru se vSak jeho hladina zvySuje s pokracujici
dediferenciaci bunék. Ve vétSin€ studii v§ak vykazuje horsi
vysledky neZ cytokeratiny. Tvorba naddoru je doprovdzena zvy-
Senou genomovou nestabilitou a nddorové butiky vykazujiroz-
séhlé chromozomové prestavby véetné amplifikaci, duplika-
ci, deleci a translokaci. Nékteré z téchto zmén mohou byt
detekovany pomoci alel-specifickych markert, jako napt. mik-
rosatelitli. Mikrosatelity jsou malé repetitivni sekvence roz-
ptylené v genomu, které vykazuji vysoky polymorfismus
v populaci. Takto Ize detekovat napiiklad ztratu heterozygo-
zity (loss of heterozygosity, LOH), kterd miiZe zpiisobit vyta-
zeni funk¢ni alely genu. Tato metoda se v8ak v praxi potyka
s mnoha problémy: vybér mikrosatelitnich markerti; nutnost
mikrodisekce nadorové tkang, nebot pfitomnost neposkozené
DNA z okolni tkdn€ miiZe zpUsobit ztratu signélu; nutnost stan-
dardizace mnoZstvi vstupni DNA nebo napf. chyby polyme-
rdzy zpisobujici 3’ netemplatovou extenzi (28). Potencidl vyu-

Ziti analyzy mikrosatelitli by vSak mohl spocivat v ovéfeni
nadorového plivodu bunék detekovanych za pomoci histolo-
gie nebo imunohistochemicky (28).

3. Lesk a bida PCR

Citlivost PCR reakce je o nékolik fada vySS§ineZ citlivost mik-
roskopickych technik. DokaZe spolehlivé zachytit nepatrné
mnoZstvi bunék, které je hluboko pod detekénim limitem
histologickych metod. Dal$i vyhodou je fakt, Ze vyhodnoco-
vani vysledkii PCR, a obzv1asté kvantitativni PCR v redlném
Case, neni tak vyrazn€ zatiZeno rozdilnou zku§enosti pracov-
nikd jako v pfipad€ histologie nebo imunohistochemie. Nic-
méné také PCR ma mnoho dskali, kterym je nutné se vyhnout
a na néZ povazujeme za nezbytné upozornit. Nékteré z té€ch-
to pficin jsou uvedeny v tab. 1 a podrobnéji popsany v dal§im
textu.

Tab. 1: Mozné priciny falesné pozitivity a negativity.

Fale$na pozitivita Fale$na negativita
Kontaminace epitelidlnimi burikami Spatnd kvalita RNA/DNA
Kontaminace genomovou DNA Inhibice reakce

KiiZovd kontaminace Jiné faktory

Pritomnost pseudogenii
Nelegitimni transkripce

3.1. Mozné priciny falesné pozitivnich vysledka

3.1.1. Kontaminace epitelidlnimi buitkami. Pokud se pfi
detekci VNB u pacienti se solidnimi naddory vyuZiva marke-
ru specifickych pro epitelidlni buiiky, je nezbytné nutné véno-
vat maximalni pozornost eliminaci pfi¢in moZzné kontamina-
ce vzorku témito butikami. Jednim ze zdroji jsou buiiky kiZe
(napf. Merkelovy butiky exprimujici cytokeratin 20 (29), kte-
ré se mohou dostat do vzorku periferni krve pfi odbéru. Proto
je zapotrebi pro ucely stanoveni VNB odebirat n€kolik frakci
krve a vyhnout se analyze prvni frakce nésledujici bezpro-
stfedné po vpichu. Pfi operaci dochazi k uvolnéni jak nddoro-
vych, tak i normalnich epitelidlnich bun¢k zdravé tkané (30,
31), které mohou zpusobit faleSnou pozitivitu, pokud je vzo-
rek odebran pfi operacnim zdkroku nebo bezprostfedné po
ném. Periferni krev pro analyzu by proto méla byt odebirdana
vzdy az nékolik dnli po operaci. Dal§im moZnym zplisobem,
jak se mohou do vzorku dostat epitelidlni butiky, je z rukou
laboratornich pracovniki. Proto je dilezité dodrzovat maxi-
mdlni opatrnost a pracovat zasadné v rukavicich.

3.1.2. Kontaminace genomovou DNA. Detekce VNB je ve
vétsing piipadil zavisla na stanoveni tkanove specifické mRNA
metodou RT-PCR. Je proto duleZité, aby vzorek nebyl konta-
minovan genomovou DNA, coZ by vedlo k fale$né€ pozitivnim
vysledktim. ProtoZe vSak neni moZné vyizolovat zcela istou
RNA, bylo vyvinuto né€kolik postupt, které fesi tuto situaci.
Jednou z moZnosti je pouZiti enzymu DNazy I, ktery nespeci-
ficky $t€pi DNA. Dale lze pfi ndvrhovani primerd vyuZit fak-
tu, Ze mnoho gent je sloZeno z exont a intrond, a navrhnout
primery nachdzejici se na riznych exonech. Amplikony zis-
kané PCR z cDNA jsou v disledku nepfitomnosti intront
v mRNA elektroforeticky rozliSitelné na zdklad€ velikosti od
amplikon® obdrZenych z genomové DNA, které introny zahr-
nuji. Lze také navrhnout primer (TagMan sondu) tak, aby zahr-
noval sekvenci ze dvou vedle sebe se nachdzejicich exoni.
PCR potom probéhne pouze tehdy, je-1i mezilehly intron vys-
tépen a dojde tak ke spojeni obou exont. Tento zptisob bohu-
Zel nelze uplatnit, vyskytuje-li se u daného genu alternativni
sestiih.

3.1.3. KiiZovd kontaminace. Dalsi Castou komplikaci je kon-
taminace PCR produkty z pfedchozich amplifikaci provade-
nych ve stejné laboratofi. ReSenim je fyzické oddéleni prostor
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slouzicich k pfipravée a analyze vzork, coZ neni bohuzel vZdy
proveditelné. DalSi moZnosti je pouZiti dUTP (deoxyuridinu)
misto dTTP (deoxytymidinu) v PCR reakci. MoZné kontami-
nujici produkty diivéjSich reakci jsou na zacatku nové PCR
reakce rozloZzeny enzymem deoxyuracil-N-glykosyldzou
(UNG). Templatova DNA vSak zGstane intaktni, nebot pfi-
rodni DNA uracil neobsahuje.

3.1.4. Nelegitimni transkripce. Obecné je prijiman ne zcela
spravny ndzor, Ze buiika exprimuje dvé skupiny genll — tzv.
provozni (,.housekeeping®) geny kodujici proteiny zdkladni-
ho buné¢ného metabolismu, které jsou nutné pro fungovani
bunék vSech typt, a tkatfiové specifické geny, jejichZ exprese
je omezena pouze na izce vymezenou skupinu bunék. V roce
1988 vSak Chelly a kolektiv zjistili expresi genu pro lidsky
dystrofin také v nékolika jinych tkanich (32). Tento jev byl
potvrzen také u jinych tkanové specifickych gent — genu pro
MIH (hormon polacujici vyvoj Millerovych vyvodu), B-glo-
bin, aldoldzu A a faktor VIIIc v buiikich lidskych tkéni, pro
které neni exprese té€chto gena specificka (33). Fenomén ekto-
pické exprese mRNA byl nazvan nelegitimni transkripce. Frek-
vence transkriptll byla vypocitdna jako 1 molekula mRNA na
100 aZ 1000 bunék, coZ znamend mnohem méné neZ jednu
kopii na butiku (34). Naproti tomu v8ak byla detekovana expre-
se 26 riznych mRNA, povaZovanych za tkanovée specifické,
v jednom lymfocytu, spermii nebo nddorové buiice (35). Tato
hladina transkriptl je sice naprosto nedostate¢né pro tvorbu
funk¢né relevantniho mnoZstvi proteinu, nicméné muzZe zna-
menat velmi vdZnou komplikaci pro detekci MMTS v klinic-
kych vzorcich, kde jsou normélni buriky ve velkém nadbytku
nad buiikami nddorovymi. V piipad¢€ klasické RT-PCR muze
byt nelegitimni transkripce téméf nepiekonatelnym problé-
mem, nebot ektopickd exprese mRNA v nenddorovych tka-
nich miZe byt zdrojem fale$né pozitivnich vysledki. S néstu-
pem kvantitativnich technik (komparativni nebo kompetitivni
end-point PCR, ale hlavné kvantitativni PCR v redlném Case)
se za¢ind stale vice vyuZivat moZnosti stanovit na zdklad€ zna-
losti pfesného mnoZstvi transkriptu hranici rozdélujici nor-
maélni a patologickou (zptisobenou pritomnosti VNB a MMTS)
hladinu mRNA.

3.1.5. Piitomnost pseudogenii. Daliim zdrojem fale$né€ pozi-
tivnich vysledk pfi detekci markerové mRNA muZe byt pii-
tomnost pseudogenil a genovych fragmenti v genomu. Jedna
se o sekvence blizce pribuzné funk¢nim geniim a aZ na vyjim-
ky transkrip¢né inaktivni z divodu nepfitomnosti promotoro-
vé oblasti. Mechanismus jejich vzniku je dvoji: (a) genova
duplikace a (b) reverzni transkripce mRNA a nésledné zacle-
néni zpét do genomu. Genova duplikace je mechanismus podi-
lejici se mimo jiné na vzniku novych gent zdvojenim ptivod-
niho genu. Duplikovand sekvence si zachovdva svou
exon-intronovou strukturu, avSak u pseudogend duplikace
nezahrnuje regulacni oblasti a proto nejsou schopny pfepisu
do funk¢ni mRNA. Upravené pseudogeny (processed pseu-
dogenes) vzniklé pfepisem z mRNA kromé regulacnich oblas-
ti navic ve srovnani s pseudogeny vzniklymi duplikaci postra-
daji introny. V dasledku sniZeného selek¢niho tlaku na oblasti
DNA neobsahujici geny potfebné pro funkci buriky, dochézi
v pseudogenech k podstatné rychlej$im mutaénim zménidm nez
v pivodnim genu (shrnuto v ref. 36). Pfi navrhovani primeri
je proto nutné vyuZzivat rozdilt v sekvencich funkéniho genu
a pseudogenu.

3.2. MoZné priciny faleSné negativnich vysledkii

3.2.1. Spatnd kvalita RNA/cDNA. RNA je velice citlivd mole-
kula. RN4azy jsou hojné pfitomné v okolnim prostiedi a vyso-
ce stabilni. Velmi proto zileZi na zvoleném zpiisobu manipu-
lace se vzorkem (vzorek je nutné dostate¢né rychle zpracovat,
nebo zamrazit na teplotu minimalné —70 °C) a na pouZité meto-
dé izolace RNA. Chadderton a kol. naptiklad porovnévali tfi
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reagencie pouZivané k izolaci RNA a shledali Trizol-LS vhod-
néjsi pro izolaci dostateného mnoZstvi ¢isté RNA neZ RNA-
STAT-50 a Ultraspec-3 (37).

3.2.2. Inhibice reakce. Pivod klinickych vzorki zpracovava-
nych metodou PCR muiZe byt velmi rizny — nejcastéji se jed-
nd o vzorky periferni krve, punkce kostni diené, biopsie nddo-
ri nebo lymfatické uzliny. Rozdilné jsou i postupy pouZivané
pfi uchovani a zpracovani vzorkll — nékteré z téchto technik
mohou vyuzivat chemikélie inhibujici prabéh PCR nebo
reverzni transkripce (RT). Heparin, hojné vyuZivany jako anti-
koagulant pro uchovini vzorki krve, inhibuje DNA polyme-
rdzu (38). ReSenim je oSetfeni vzorku heparindzou (39), nebo
pouZiti jiného antikoagulantu, jako napiiklad EDTA nebo cit-
rtu (40). Prabéh reakce muiZe byt ovlivnén i dal§imi latkami
pouzivanymi k purifikaci DNA (SDS, fenol, etanol, izopro-
panol, acetat sodny, NaCl) nebo k jejimu uchovavani (EDTA
v TE pufru) (41, 42). Jiné inhibitory mohou byt obsaZeny pii-
mo ve vzorku — napfiklad hemova sloZzka hemoglobinu (41).
Proto je velice duleZité vénovat pozornost 1atkdim s moZznym
inhibi¢nim efektem pouZivanym pfi zpracovéani vzorku nebo
v ném piimo obsaZenych.

3.2.3. Jiné faktory. Dal§i moZné vlivy mohou zahrnovat kon-
taminaci velkym mnoZstvim DNA, kterd miZe kompetovat
scDNA o primery a sniZovat tak citlivost RT-PCR. Vybér Spat-
nych housekeepingovych genil pro normalizaci miiZe také zpti-
sobit faleSnou negativitu. Pokud je referen¢ni gen exprimovan
v burikach ve velkém mnoZstvi, miZe byt detekovén i pfi Spat-
né kvalit€¢ cDNA, kdy jiZ neni zachycena mRNA markeru
s expresi o nékolik Fadl niZsi (43). Samoziejmé nemohou byt
vylouceny ani lidské chyby.

3.3. Dalsi stinné stranky PCR

PCR je sice metoda podstatné citlivéjsi neZ histopatologie,
imunohistochemie nebo pritokova cytometrie, jde viak o tech-
niku do zna¢né miry destruktivni. Po provedeni analyzy jiz
neni mozné zpétné oveéfeni morfologické povahy bunék, ani
jejich mnozstvi. V poslednim bodé€ muZe byt velice uzitecna
kvantitativni PCR, nicméné vzhledem k moZnosti zmény
exprese genl v nddorové tkéni nemiZe v tomto bod€ nahradit
tradi¢ni metody. V piipadé RT-PCR je nevyhodou oproti histo-
logii a IHC podstatné sniZzend moZnost provadéni retrospek-
tivnich studii. Material byva vétSinou konzervovan formalde-
hydem a parafinem a vzhledem k velice nizké kvalit€¢ RNA se
nehodi pro zpracovéni touto metodou.

4. Cytokeratiny

4.1. Cytoskelet

Cytoplazmaneni jen beztvarou polotekutou hmotou, ale vyso-
ce organizovanou strukturou. Jeji kostru tvofi cytoskelet —jed-
nd se o komplexni sit vlaken, jejichZ ikolem je udrzovat dyna-
mickou morfologii butiky v neustédle se ménicim prostfedi.
Hlavnimi funkcemi je poskytovat butice oporu a udrZovat jeji
integritu, zakotveni vnitfnich organel k cytoplazmatické mem-
brané, cytoskelet se dile podili na mit6ze, pfenosu signalt
apod. Cytoskelet vy$Sich eukaryot se skldda ze tii hlavnich
komponent: (a) mikrotubuld, které jsou tvofeny o a 3 tubuli-
nem usporddanym do dutych vldken o priméru 25 aZ 28 nm;
(b) mikrofilament o priméru 6-8 nm a (¢) stfednich (interme-
didrnich) filament o priméru 8-11 nm. Tyto tfi hlavni slozky
cytoskeletu je nutné posuzovat v celku — teprve ve vzijemné
interakci a v kombinaci s dal§imi proteiny jsou schopny zaji-
stit tvorbu vysoce dynamické cytoarchitektury specifické pro
jednotlivé bunécné typy (44). Mikrotubuly se podili na tvorbé
mitotického vieténka pii rozdélovani chromozomi do jedno-
tlivych dcefinnych jader pfi bunééném déleni, hraji diileZitou
roli pfi udrzovéni tvaru butiky, podili se také na pohybu orga-
nel i celych bun€k apod. Mikrofilamenta jsou tvofena aktino-
vymi proteiny a v buiice zajistuji hlavné pohybové funkce —



udrZovéni a zménu tvaru buiiky, proudéni cytoplazmy, jsou
soucasti déliciho vieténka atd.

4.2. Intermedidrni filamenta

Intermediérni filamenta (IF) ve spojeni s mikrotubuly a mik-
rofilamenty stabilizuji strukturu butiky a jeji tvar (svou vyso-
kou stabilitou a elasticitou) a pfedstavuji tak velice dileZitou
soucast nitrobunécné kostry. Zatimco aktiny a tubuliny jsou
vysoce konzervativni globularni proteiny schopné vazat ahyd-
rolyzovat nukleotidtrifosfaty, IF jsou tvofena vlaknitymi pro-
teiny bez zndmé enzymatické aktivity. Jsou charakterizovany
vyskytem a-helikdlni ty¢inkovité (,,rod*) domény tvofené svi-
nutym helixem, kterd ma sice velmi konzervovanou struktu-
ru, nicméné se miZe podstatné liSit v primarni sekvenci.

IF 1ze rozdélit na zéklad€ biochemickych a imunologickych
kritérii do minimdalné péti tiid (45): (a) keratinova filamenta
nachézejici se v epitelidlnich butikach a buiikach epitelidlniho
pivodu; (b) desminové filamenta pfevazné€ bunék hladkého,
kosterniho a srde¢niho svalstva; (¢) vimentinova filamenta
vyskytujici se v buiikich mezenchymalnich a mezenchymal-
niho pivodu; (d) neurofilamenta nachazejici se v neuronech;
(e) gliové filamenta typickd pro vSechny typy gliovych bunék.
Dalsi moZné rozdé€leni vychézi ze sekvencni homologie pro-
tein® IF a déli je do péti genovychrodin (44). Ty zahrnuji kera-
tiny, které reprezentuji skupiny homologie I a Il kddované vice
neZ 20 geny adal$ich 15 gent pro trichocytarni keratiny (,,hair*
keratiny); proteiny typu III — desmin, vimentin, GFAP a perip-
herin; skupinu IV zahrnujici 0-internexin, syncoilin, nestin,
synemin a neurofibrildrni proteiny NF-L, -M a —H. Nuklearni
laminy A/C, B1 a B2 tvofi typ V; proteiny o¢ni ¢ocky phaki-
nin a filensin jsou zaclenény do zvIl4$tni skupiny.

4.3. Cytokeratiny

V nedivné dobé byla publikovéna studie, ve kte-
ré se Hesse a kol. (46) pokusili urcit pocet geni
pro IF s vyuZitim databazi NCBI a Celera Geno-
mics. Dosli k ¢islu 65, coz fadi IF mezi 100 nej-

ci, proteolytickym St€penim, asociaci s jinymi cytoplazmatic-
kymi nebo cytoskeletdrnimi proteiny (51, 52). Jednim z nej-

vSak heteropolymerizace (44, 48). Na rozdil od zbylych tfid
proteint IF vyZaduji cytokeratiny partnera z odpovidajici sku-
piny. Tento obligatorni heteropolymerizacni proces se ode-
hrava na urovni dimerQ a vZdy vyZaduje ucast cytokeratint
z obou skupin I a IT (napf. CK8 a CK18). Cytokeratiny vSak
nepolymerizuji s ostatnimi skupinami IF (44). Mista zpro-
sttedkovévajici heterodimerizaci cytokeratini tvorbou svinu-
tych helixt se nachazi v centrélni (,,rod*) doméné (48). Dvo-
jice cytokeratintl, které spolec¢né tvofi filamenta, jsou pomérné
rigidni, nicméné€ v organismu existuje urcitd funk&ni redun-
dance — napt. CK19 je schopen zastoupit CK18 (53).
Zajimavou a pro oblast detekce MMTS v onkologii velice dile-
Zitou vlastnosti cytokeratind je jejich vyskyt v epitelidlnich
tkanich. Cytokeratiny se vyskytuji vétSinou ve viceméné ome-
zené skuping epitelidlnich tkdni. Velmi vyznamny je fakt, Ze
pfi vzniku nadoru z téchto tkani nedochazi ke zméné spektra
exprimovanych cytokeratind, i kdyZ miZe dojit ke zméné
mnoZstvi exprimované mRNA (54). Byl dokonce sestaven
urcity ,.katalog lidskych cytokeratini* (47).

4.3.1. Cytokeratin 19 je cytoskeletarni protein o velikosti 40
kDa. Jeho gen je lokalizovan na chromozomu 17q21.2 (obr.2).
Exprese byla prokdzana v Sirokém spektru normélnich i nddo-
rovych tkéni v€etné tkané prsu, tlustého stfeva a odpovidaji-
cich nadort (47). Pritomnost CK19 byla prokdzana v primér-
nich nadorech prsu u 10/10 pfipadt (100%), 44/46 (96%)
a 44/45 (98%) u stadii I, resp. II a III (55) a u 40/40 (100%)
pacientil s invazivni rakovinou prsu (56). Mozné vyuZiti CK19

Tab. 2: Piehled studii detekujicich VNB a MMTS u nadori prsu za pomoci CK19.
Pacienti, kontrolni vzorky: pocet pozitivnich vzorkii/celkovy pocet; pivod vzorku: BM,
kostni dreri; PB, periferni krev; LN, lymfatické uzliny; LP, leukoferéza; prognosticky
vyznam: a, ano; n, ne; n.u. neurceno.

vétSich genovych rodin v genomu ¢lovéka. 49 Pacienti Kontroln{ Reference Pivod | Prognosticky
genll z tohoto mnoZstvi tvofi geny pro keratiny. vzorky vzorku vyznam
Ty se déli do dvou podskupin, na trichocytarni  [,...onistochemie
(,,hair“) keratiny tvofici hlavni ¢4st vlasi ajin)'/ch 199/552 (36%) 2/191 (1%) Braun (60) BM a
koZnich derivatii, anatzv. cytokeratiny, které jsou | 3,117 2 6 Ikeda (61) BM a
hlavnimi strukturnimi proteiny epitelidlnich | 453 439, Slade (62) BM a
bunek. ProtoZe pro dalsi vyklad je relevantni pou- | ;59 (17%) PB a
ze posledné jmenovana skupina, bude v dal§im
textu uvaZovana jiz jen tato. Nékteré z uvedenych 222751 (29,6%) | 2/191 (1%)
principli jsou v8ak platné i prorodinu ,,hair“kera- | rr.pcr
tind. 4127 (14,8%) 1/39 (2,56%) | Datta (63) PB a
Cytokeratiny (CK) lze rozdélit na zaklade jejich | ¢/5 (75%) BM a
molekulové hmotnosti aizoelektrického bodu, kte- | 67,145 ( 46%) 14/51 (27,5%) | Grunewald (56) PB n
1¢ se pohybuji v rozsahu 40-68 kDa, resp. pH 5-8, | 7,75 (9,729 3/30 (10%) Hu (64) PB a
do dvou skupin: na mensi kyselé polypeptidy typu | 40/117 342%) | or12 (0%) Ikeda (61) BM a
[(CK9-CK23) a vétsi bazické nebo neutrdlni pro- | 53/33 (79g, Lopez-Guerrero (65) | LP a
teiny typu II (CK1 - CK8) (47, 48). Do dnesniho | 59,141 (20.6%) Shammas (66) BM U
dne bylo zatim identifikovano 16 gent pro kerati- | ,, 145 (49%) 5/25 (20%) Silva (67) plazma a
ny typula 18 gend typu II (46). Zajimavymrysem | 5, (38%) 0/45 (0%) Slade (62) PB a
této skupiny proteini IF je také fakt, Ze viechny |, 3 61%) 0/30 (0%) BM a
geny typul (s vyjimkou CK 18 nachazejicthosena | \g.51 57 50y | 0126 (0%) Stathopoulou (68) PB a
chromozomu 12 (49) jsou lokalizovany na chro- 44/148 (29.7%) 6182 (7.3%) Stathopoulou (69) PB a
mozomu 17g21 a geny typu II na chromozomu 51/73 (70%) BM a
12q1§ (50)'. Pfiéiqou toho}o stavu je pravdépq— 16/33 (48%) Vanucehi (70) BM a
(\1}0}3_ne an1k novych gend genovou duplikaci. 14/33 (42.4%) 5126 (19%) Wong (71) PB a

idském genomu bylo také nalezeno 106 pseu- 24133 (12 5126 (19% Wong (72 PB
dogent a 47 genovych fragmenti pro cytokerati- (72%) (19%) ong (72) a
ny (46), coZz mize zna¢né komplikovat nalezeni TO/L15 (40.87%) | 0/8 (0%) Zhong (73) BM a
vhodnych primert pro PCR. 0196 (0% B a
Biologicka aktivita cytokeratinii miiZe byt regu- 7129 (24,13%) Lp a
lovana bud interakei se sebou samymi (48) nebo | 18/26 (69.2%) 0/8 (0%) Zhong (74) BM a
riznymi postranslaénimi modifikacemi — fosfo- /117 (0%) PB a
rylaci, glykosylaci, transglutaminaci, ubikvitina- | 498/1212 (41,1%) | 39/621 (6,3%)
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Tab. 3: Piehled studii detekujicich VNB a MMTS u kolorektalnich nadora za
pomoci CK20. Pacienti, kontrolni vzorky: pocet pozitivnich vzorkii/celkovy pocet;
ptvod vzorku: BM, kostni dieri; PB, periferni krev; LN, lymfatické uzliny; prognostic-

ky vyznam: a, ano; n, ne; n.u. neurceno.

niku a prostaté. Exprese je obecné udrZzovana v pri-
marnich i metastatickych kolorektélnich karcino-
mech i odvozenych bunécnych kulturdch (29).
Exprese CK20 v kolorektdlnim karcinomu byla

jako markeru pro detekci VNB a MMTS vSak komplikuje jak
nelegitimni transkripce v krevnich butikdch (57), tak také exi-
stence nékolika pseudogentl a genovych fragmentt v lidském
genomu (46, 58, 59; Hesse, osobni komunikace). Pfesto je cyto-
keratin 19 velice ¢asto vyuZivan k detekci cirkulujicich nado-
rovych bunék u nadort prsu (tab. 2) v lymfatickych uzlinich,
kostni dfeni a krvi. Pomé&rn€ Casto vSak také dochazi k ndlezu
mRNA i u kontrolnich skupin.

4.3.2. Cytokeratin 20 byl identifikovan v roce 1990 jako pro-
tein IT, hlavni cytoskeletarni polypeptid epitelu lidského stre-
va (29). Jedn4 se o protein o velikosti priblizné 46 kDa, jehoz
gen se nachazi na chromozomu 17q21.2 (obr. 2). Imunocyto-
chemicky byl detekovédn jako vyznamna sloZzka stfevniho
a zalude¢niho foveolarniho epitelu, urotelidlnich superficial-
nich bun€k a Merkelovych bunék epidermis. Vzacné byly
CK20 pozitivni buiiky nalezeny v brzliku, praduskach, zZluc-

Pacienti Kontrolni Reference Pavod | Prognosticky potrzena i v dalSich studiich. Movl} a k91. deteko-
vzorky vzorku vyznam vali expresi v 89/93 (75) a50/52 ptipadii (76), Chu
akol.u20/20 pacientii (77). Chu a kol. uvadi v pre-
Imunohistochemie hledu literatury pozitivitu CK20 pro riizné karci-
25/100 (25%) Clarke (83) LN a nomy — pro kolorektalni adenokarcinom je to 401
14/33 (42,4%) Greenson (84) LN a pozitivnich ptipadu z celkového poctu 426, tj. 94%
4/11 (45%) Litle (85) BM a (77). Tot v podobném prehledu uvadi pozitivitu
35164 (54,7%) Noura (86) LN n 177/194 (91%) pro primarni a 217/233 (93%) pro
471147 (32%) Oberg (87) LN n metastatické adenokarcinomy tlustého stieva (78).
4/41 (10%) Werther (88) BM n Pravdépodobné vSak dochazi ke sniZeni exprese
0738 (0%) PB n cytokeratintl v neoplastické tkéani (54, 79). Z dvo-
32/42 (76,2%) Yasuda (89) LN a du exprese omezené na gastrointestinalni, v men-
46/53 (86,8%) Yokoyama (90) jatra a $i mife i urogenitdlni soustavu, a hlavné nepfi-
207/529 (39,1%) tomnosti v krevnich builkdch, kostni dfeni,
lymfatickych uzlinich a neexistenci pseudogenti
RT-PCR se CK20 jevil jako naprosto idedlni marker pro
27727 (100%) 21721 (100%) | Bustin (91) PB n detekci VNB a MMTS v téchto tkanich. Pozdé&ji
1/30 (3,3%) 19/64 (29,6%) | Dimmler (92) BM n.u. vSak byla detekovana exprese CK20 v granulo-
6/8 (75%) Funaki (17) PB a cytech (80, 81). Tato ektopické transkripce by
18/28 (64%) 0/11 (0%) Funaki (93) PB a mohla vysvétlovat pomérné velké mnoZstvi fales-
13/18 (72%) 21/29 (72%) | Champelovier (94) PB n né pozitivnich vysledki. Bylo provedeno mnoZz-
8/8 (100%) BM n stvi studii, které se pokouSely detekovat VNB
15/35 (42,8%) 0/22 (0%) Chausovsky (95) PB a a MMTS v riznych tkanich. Vysledky nékterych
16/53 (30,2%) | Jung (81) PB n.u. znich jsou uvedeny v tab. 3. V posledni dobé& byl
5/14 (35%) BM n.u. vSak nalezen CK20 i v jinych neZ kolorektalnich
31/51 (60,8%) Rosenberg (96) LN a primérnich n4dorech a piisluSnych lymfatickych
44/85 (52%) Rosenberg (97) LN a uzlinich. Exprimované mnoZstvi bylo vSak vZdy
20/57 (35%) 1/16 (6,3%) Soeth (98) BM a nékolikanisobné niZ8i neZ u kolorektalniho kar-
9/52 (17%) Soeth (99) PB a cinomu (82).
20/65 (31%) BM a
9/30 (30%) 10/47 (21,3%) | Vlems (79) PB a 5. Zavér
9/19 (47,3%) 4/15 (26,6%) BM a Prestoze CK19 i CK20 maji z hlediska jejich vyu-
26/41 (63,4%) Weitz (100) PB a Ziti jako markert pro detekci volnych nddorovych
8/30 (26,7%) BM a bunék a mikrometastiz fadu nevyhod, v soucas-
63/100 (63%) 1/70 (1,4%) | Wharton (101) PB a né dobé¢, kdy nejsou znamy Zidné dostatecnd
12/25 (48%) 1/12 (8,3%) Wyld (102) PB n nadorové .sp.emf}vc’ké markery, se stélev_]e\v/i jako
3317701 (472%) | 1077382 (28%) Jefiny znejslibngjsich. Vzhledemk POMENE vyso-
kému procentu pozitivity i v kontrolnich skupi-

nich vSak bude nutné pouZivat pfi stanoveni cyto-
keratintl kvantitativni metody, nejlépe kvantitativni RT-PCR.
S tim souvisi také vybér ,,housekeeping* genli pouzivanych
k normalizaci vysledkd. Pravdépodobné bude nutné zavedeni
novych standardd, protoZe geny vyuZivané v soucasné dobé
(pfedevsim GAPDH) vykazuji zna¢nou variabilitu (103). Dal-
i otdzkou je vlastni prognosticky vyznam detekce nddorovych
bunék v krvi, resp. kostni dfeni a lymfatickych uzlinach.
Metastazovani je velice nedcinny proces (104) a pfitomnost
cirkulujicich nddorovych bunék v krvi nemusi nutné indiko-
vatbudouci vyvoj vzdalenych metastaz. Proto je nutné vyznam
detekce volnych nadorovych bun€k a mikrometastiz nepiece-
fovat, ale zdroveni mit na paméti mozné dalekosahlé vyuZiti
pro individualizaci 1é¢by onkologicky nemocnych pacientl
a tim zlepSeni klinickych vysledki.

Prace byla podpoiena Vyzkumnym zdmérem MZCR.
¢. 00020980501
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