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1 Seznam zkratek

1.1 Seznam zkratek genii a proteinii

APC

AR

ATM
BRCAI1
BRCA2
CCND1
CDK4
CDK6
CDKN2A (pl4, p16)
c-Jun
COX2
CYP17A1
CYP3A4
DCC
E2F1
EGF

EGFR (ERBB2,HER1)

ERCC1
ERCC2
GCK3p

Grb2

HER2 (ERBB?2)
Her3 (ErbB3)
Her4 (ErbB4)
IFNG

IL6

IL8

KRAS
MDM?2

adenomatosis polyposis coli

androgen receptor

ataxia telangiectasia mutated

breast cancer 1

breast cancer 2

cyclin D1

cyclin dependent kinase 4

cyclin dependent kinase 6

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

jun oncogene

cyclooxygenase 2b

cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1
cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4
deleted in colorectal carcinoma

E2F transcription factor 1

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral
(v-erb-b) oncogene homolog, avian)

excision repair cross-complementing 1

excision repair cross-complementing 2

glycogen synthase kinase 3 beta

growth factor receptor-bound protein 2

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4
interferon gamma

interleukin 6

interleukin 8

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

pS53 binding protein (mouse)



MDRI1
MYC (c-Myc)
NF-kappaB (NFKB1)

PI3K

PLC

Raf (Rafl)
Ral (RalA)
RB1

RPA

Shcl

Smad?2
Smad3
SMAD4 (DPC4)
Sos

Spl
SRD5A2
TGF B

TNF alfa
TP53

Wnt (Wntl)
XRCC1
XRCC3

multi drug rezistence 1
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 1

phosphoinositide 3-kinase

phospholipase C

v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

v-ral simian leukemia viral oncogene homolog A
retinoblastoma 1

replication protein A

Src homology 2 domain containing transforming protein 1
SMAD family member 2

SMAD family member 3

SMAD family member 4 (deleted in pancreatic carcinoma 4)
son of sevenless

Sp1 transcription factor

steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 2
transforming growth factor 3

tumor necrosis factor alpha

tumor protein pS3

wingless-type MMTYV integration site family, member 1
X-ray repair cross complementing protein 1

X-ray repair cross complementing protein 3

1.2 Seznam ostatnich zkratek

ADD
ATP
CE
CGCE

ddNTP
DGGE

addiction/dependence domain
adenosin trifosfat
kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

kapilarni elektroforéza v cyklujicim gradientu (cycling gradient
capillary electrophoresis)

dideoxyribonukleosid trifosfat

denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza (denaturing
gradient gel electrophoresis)



DHT
DNA
dNTP
ERPC
FAP

GAP
GDP
GEF
GTP
HNPCC

LOH
MAPK
MCR
MHI1
MH?2
MMR geny
NLS
PanIN
PCR
RNA
SAD
SNP

SSCP

STR
TCC
TKI
VNTR

dihydrotestosteron

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxyribonukleosid trifosfat

endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie
familidrni adenomat6zni polypdza (familial adenomatous
polyposis)

GTPézu aktivujici proteiny (GTPase Activating Proteins)
guanosin difosfat

guanozin vyménny faktor (guanosin exchange factor)
guanosin trifosfat

hereditarni nepolyp6zni kolorektdlni karcinom (hereditary
nonpolyposis colorectal carcinoma)

ztrata heterozygozity (loss of heterozygosity)
mitogenné aktivovand protein kindza

mutaéni klastr (mutation cluster region)

Mad homolog 1 (Mad homology1)

Mad homolog 2 (Mad homology 2)

mutatorové geny (mismatch repair genes)

jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear localization signal)
pankreaticka intraepitelidlni neoplasie

polymerédzova fetézova reakce (polymer chain reaction)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

Smad4 aktivaéni doména (Smad4 activation domain)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide
polymorphism)

jednofetézcovy konformacni polymorfismus (single
conformation polymorphism)
kratké tandemové repetice (short tandem repeat)

karcinom z ptfechodnych bunégk (transitional cell carcinoma)
inhibitor tyrozin kindz (tyrosin kinase inhibitor)

variabilni mnozstvi tandemovych repetic (variable number
tandem repeat)



2 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou v soucasné dobé po kardiovaskularnich onemocnénich
nejéastéjsi pii¢inou dmrti ve vyspélych zemich. V Ceské republice na nadorova
onemocnéni umird ro¢n¢ vice nez 27 tisic osob, coz piedstavuje 23 % z celkové imrtnosti.
Pri¢iny vysoké umrtnosti spocivaji v nartstajici incidenci, pozdnim zichytu a Spatné
odpovédi na 1é¢bu °. Proto se soucasné vyzkumy v této oblasti zamé&fuji predeviim na
podrobnou charakteristiku jednotlivych typli nddorG na molekuldrni drovni, kterd by
umoznila ¢asnou diagnostiku a odhad chovani a odpovédi naddoru na konkrétni 1é¢bu.

Jednim z nadéjnych sméra pro detekci ¢asnych fazi nadorového procesu se ukazuje
byt vySetfeni molekuldrnich markerti. VySetieni zahrnuje nejcastéji analyzu somatickych
DNA mutaci a analyzu exprese RNA u vybranych gend. Tyto analyzy mohou byt
vyuzivany také pro predikci 1é¢ebné odpovédi na konkrétni terapeutika, kde je navic
sledovan také vyskyt jednonukleotidovych polymorfismti a genové amplifikace. Detekce
ur¢itych kombinaci vybranych jednonukleotidovych polymorfismi miZe také slouZzit ke
zjisténi zvysSené nachylnosti jedince k urcitému typu nddorového onemocnéni a na zéklade
toho provést jeho zarazeni do preventivniho programu.

Tato dizertacni prace je zaméefend na vysetfovani molekuldrnich markert u rGznych
typtt nadorovych onemocnéni zahrnujicich karcinom kolorekta, slinivky, plic, mo¢ového
méchyfe a prostaty. V Uvodni ¢asti jsou shrnuty zdkladni udaje o vySe uvedenych
nadorovych onemocnénich vcetné genl, které jsou v jejich souvislosti nejcastéji
vySetfovany a ddle jsou zde popsany vybrané metody pouZzivané pii analyze DNA variaci v
téchto genech. Vysledkova ¢ést se skladd z osmi publikaci - pét z nich bylo uvefejnéno v
mezinarodnich recenzovanych €asopisech, jedna byla ptijata do tisku tuzemského Casopisu
a dvé byly zaslany k recenzi do mezindrodnich Casopisi. Tti publikace jsou zaméteny

vyhradné metodicky, zbyvajicich pét obsahuje také klinicka data. Jsou to tyto publikace:

1) Cycling gradient capillary electrophoresis: a low-cost tool for high-throughput
analysis of genetic variations. '

Tato prace piredstavuje novou metodu pro analyzu DNA variaci vychdzejici z teplotné
denaturacni kapilarni elektroforézy. Misto dosud pouZzivaného linedrniho teplotniho

gradientu je pouzit cyklujici, ktery krom¢& zlepSeni separace jednotlivych fragmentt



umozinuje opakované davkovani né€kolika vzorki za sebou v jedné analyze, coZ pfi pouZiti
96-t1 kapilarniho genetického analyzatoru, na ktery byl postup optimalizovan, predstavuje

az 17 000 analyzovanych vzorkl béhem 24 hodin.

2) Application of cycling gradient capillary electrophoresis to detection of APC,
K-ras, and DCC point mutations in patients with sporadic colorectal tumors. 2

Publikace ukazuje vyuziti difive popsané metody kapilarni elektroforézy v cyklujicim
gradientu (CGCE) na vzorcich pacientd s riznymi stddii kolorektdlniho karcinomu. Byly
vySetfeny mutace v genech APC, KRAS a DCC ucastnicich se procesu piechodu od
adenomu ke karcinomu. Na vzorcich s velmi malym podilem nddorovych bunék bylo
mimo jiné ukdzdno, Ze metoda vykazuje vysokou citlivost, kterd je pii detekci

sporadickych mutaci zdkladnim pfedpokladem.

3) Multicapillary electrophoresis of unlabeled DNA fragments with high-sensitive
laser-induced fluorescence detection by counter-current migration of intercalation
dye. 3

Zde je ukdzédna alternativa k analyze fluorescen¢né znacenych PCR fragmentl pomoci
multikapilarniho genetického analyzatoru vyuZivajici znaceni fragmentii dvémi béZné
dostupnymi interkala¢nimi ¢inidly (ethidium bromid a Sybr Green II). PouZiti této metody
umoziiuje univerzdln¢ analyzovat DNA fragmenty bez pouZziti drahych fluorescencné
znacenych primert a vyplati se zejména v piipadech, kdy je vySetfovdno mensi mnoZstvi
vzorkl nebo kdy jsou pro dany marker k dispozici pouze neznacené primery napiiklad pro

ucely sekvenovani.

4) Analysis of genetic events in 17p13 and 9p21 regions supports predominant
monoclonal origin of multifocal and recurrent bladder cancer. *

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfeni monoklondlni povahy mnohocetného karcinomu
mocového méchyte porovnanim vybranych molekuldrnich markeri u jednotlivych tumort.
Krom¢& mutaci v genu TP53 byly sledovany rozsahlé delece v oblastech 17p13 and 9p21
metodou ztraty heterozygozity (LOH) za pouZiti postupu znaceni DNA fragmenti pomoci
interkalacniho cinidla Sybr Green II popsaného v pfedchozi publikaci i fluorescencné
znaCenych primerti. Na zdkladé vysledki byla podpofena teorie o monoklondlnim ptvodu

mnohocetného karcinomu mocového méchyfe.



5) Parallel optimization and genotyping of multiple single-nucleotide polymorphism
markers by sample pooling approach using cycling-gradient CE with multiple
injections.

Publikace je zaméfena na vyuziti metody CGCE s opakovanym davkovanim pro
genotypovani jednonukleotidovych polymorfismii (SNP). Na 44 polymorfismech a témét
500 pacientech je zde ukédzana 80% uspesnost celého postupu od ndvrhu primerd, pies
optimalizaci PCR a separa¢nich podminek az po vlastni analyzy. Pro zvySeni
pravdépodobnosti zachytu analyzovaného polymorfismu pfi optimalizaci separacnich
podminek je zvolen specidlni piistup, pii kterém jsou pouZzity smési 20 DNA vzorkd od
riznych pacientll. Z price je patrné, Ze ve srovndni s jinymi postupy umoZiujicimi
vysokokapacitni analyzy, jde o pomérné jednoduchou metodu s nizkymi ndklady a velmi

dobrymi vysledky.

6) Frekvence vyskytu vrozenych DNA polymorfismi geni syntetické drahy
testosteronu v Ceské populaci pacienti s karcinomem prostaty.

Tento cldnek shrnuje vysledky projektu zabyvajictho se vySetienim SNP markera
v souvislosti s karcinomem prostaty postupem popsanym v piedchozi publikaci. Bylo
genotypovano 30 jednonukleotidovych polymorfismii nachdzejicich se ve tfech genech
drdhy metabolismu testosteronu, u kterych se pifedpoklddd mozZnd souvislost s timto
onemocnénim. Na zdkladé vysledkli provedenych na 237 pacientech a 229 muZich bez
karcinomu prostaty byl nalezen SNP v genu SRDS5A2, ktery m4 statisticky vyznamny
rozdil poméra jednotlivych alel u muzi s karcinomem oproti kontrolni skupiné. Je to tedy

kandidatni marker pro odhad vrozené predispozice ke karcinomu prostaty.

7) Genetic variations in epidermal growth factor receptor gene (EGFR) and their role
in prediction of response to gefitinib therapy in non-small cell lung cancer. ’

V této praci je ukdzana souvislost pfitomnosti somatickych mutaci (jednonukleotidovych
substituci a malych deleci) v genu EGFR s odpovédi pacienti s nemalobunéénym
karcinomem plic na biologickou 1é¢bu zaloZenou na inhibici tyrozin-kindzové aktivity.
Metodou sekvenovani byla provedena vySetfeni mutaci v exonech 18 - 21, které koduji
¢ast tyrozin-kindzové domény proteinu Egfr. Pro analyzy byly pouZity zejména
archivované preparaty typu parafinovych blockii a mikroskopickych skli¢ek s bunéénymi

natéry. Vysledky prdce podporuji dosavadni poznatky nékolika ostatnich vyzkumnych



tymit hovoiici o prognostickém vyznamu mutaci v genu EGFR pfi odpovédi na

biologickou 1é¢bu a to zejména u Zen s adenokarcinomem.

8) Evaluation of clinical relevance of examining K-ras, p16 and p53 mutations along
with allelic losses at 9p and 18q in EUS-guided fine needle aspiration samples of
patients with chronic pancreatitis and pancreatic cancer. 8

Posledni z ptedkladanych C¢lankG ukazuje vyuZiti analyzy molekuldrnich markerd pii
urceni diagn6zy karcinomu pankreatu. Pomoci biopsie tenkou jehlou byly ziskany vzorky
tkané€ pankreatu, u kterych pak byla kombinaci cytologického a molekularné-biologického
vySetfeni rozliSena diagnéza karcinomu pankreatu nebo chronické pankreatitidy. Nésledné
byla tato diagndza ovéifena histologicky nebo sledovanim dalSiho vyvoje onemocnéni. Pro
molekuldrné-biologické vySetfeni byly vyuZity markery nachdzejici se v genech KRAS,
TP53, SMAD4 a CDKN2A. Ukézalo se, ze zatazeni molekuldrné-biologického vySetfeni
vedle cytologického zvySuje spravnost ureni diagnézy. Toho je mimo jiné docileno

pouZzitim vysoce citlivé metody CGCE v kombinaci s laserovou mikrodisekci.



3 Literarni prehled

3.1 Nadorova onemocnéni

3.1.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektdlni karcinom je civilizacni onemocnéni s nejvyS$im vyskytem ve
vyspélych stitech. V Ceské republice je to druhy nejéast&jii karcinom u obou pohlavi. V
roce 2003 bylo v CR diagnostikovano 4 568 p¥ipadii u muZi a 3 306 piipadi u Zen °. Jedna
se o onemocnéni sttedniho a vyssiho veéku, az 90 % piipadl kolorektdlniho karcinomu je
diagnostikovdno po padesitém roce Zivota, coZ vyplyvd z etiologie, kde vedle genetické
predispozice jsou rizikovymi faktory predevsim strava (bohaté na tuky, proteiny a ¢ervené
maso a chudd na vldkninu), koufeni a karcinogenni latky z prostfedi. Hlavni pficinou
vysoké umrtnosti je skutec¢nost, Ze téméf polovina nadort je diagnostikovdna v pokroc¢ilém
stadiu diky absence subjektivnich potiZi u ¢asného stidia tohoto onemocnéni 10

AZ u 75% ptipada kolorektdlniho karcinomu jde o sporadickou formu, u které neni
patrna Zadna predispozicni etiologie. Zbylych 25% vznikd na zdklad€ vrozené predispozice
- tzv. familidrni forma (24%) nebo chronického zanétu stfev (1%). VétSina piipadd
familiarni formy je vSak nezndmé genetické etiologie a pouze jednu Ctvrtinu piipadd tvoii
dva dobfe popsané genetické syndromy: hereditarni nepolyp6zni kolorektdlni karcinom -
HNPCC (5%) a familiarni adenomatézni polypéza - FAP (1%). Za vznik FAP je
zodpovédna piitomnost zarodecnych mutaci v genu APC, zatimco u HNPCC je to
pfitomnost zarodeCnych mutaci v tzv. mutitorovych genech (MMR - mismatch repair
genes).

U sporadické formy kolorektalniho karcinomu dochazi k hromadéni vice mutaci v
buiikdch nadoru a to predev§sim v genech APC, KRAS, DCC a TP53 " Tento karcinom
vznikd z pivodné nezhoubného polypu (adenomu) a transformace v maligni karcinom
muZe trvat i nékolik let. Vyvojova stadia karcinomu jsou urcena patologickym gradingem,
ktery vychézi z morfologického popisu stupné displasie, celkova progrese onemocnéni pak
klinickym stagingem. Na molekuldrni drovni proces vyvoje popisuje klasicky tzv.
Vogelsteintiv model, podle kterého dochdzi béhem transformace k postupnému hromadéni

mutaci a rozsdhlych deleci v tumor supresorovych genech a protoonkogenech, kde v ¢asné



vyvojové fazi se vyskytuji mutace v genu APC, pak v genu KRAS, dédle dochédzi k
mutacim a ndsledné rozsdhlym delecim v genu DCC a nakonec, ve fdzi pokrocilého

karcinomu, Ize detekovat mutace a genové delece v genu TP53 12 (Obr. 1).

S ey el
GRS SheE e s
No_rmal_ ¢_... Hyperplasia |—| Adenoma ——| Carcinoma Metastasis

epithelium —

Obr. 1 Molekuldrni model kolorektalni karcinogeneze

Existuji prace, které ukazuji, Ze typy molekuldrnich zmén, které probihaji v
kolorektalni nadorové tkdni, mohou mit souvislost s prognézou vyvoje onemocnéni '+, v
nckterych pripadech byla vysledovana i souvislost s odpovédi na cytostatickou 1é¢bu 18,

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze vysetfeni vybranych molekuldrnich markeri miize
zptesnit molekuldrni charakterizaci nddoru a na zdkladé¢ toho odhadnout prognézu a

pomoci pii cilené volbé jeho 1éCby.

3.1.2 Karcinom pankreatu

Karcinom pankreatu je onemocnéni, jeZ vzhledem ke své rostouci incidenci
pfedstavuje zdvazny medicinsky problém. Pankreatické 1éze jsou diky malé velikosti téZko
detekovatelné a jiz ve velmi Casnych stadiich maji potencidl Sifeni nddorovych bunck a
zaklddani vzdalenych mikrometastdz. Onemocnéni proto vykazuje vysokou mortalitu,
pramérnd doba preziti od stanoveni diagnézy se uddva 3—6 meésicli a pravdépodobnost
pétiletého pieziti je pouze 0,4-2,0%. V zdpadnim svéte je patou nejCastéjsi piicinou umrti
na nddorové onemocnéni (napi. v USA je ¢tvrtym nejcastéjSim nddorovym onemocnénim
u obou pohlavi) . V Ceské republice byla jeho incidence v roce 2003 udévédna 876
piipadi u muZi, u Zen to bylo piiblizné téikrdt méné a CR tak zaujima predni misto ve
svétovych statistikdch °.

Etiologie karcinomu pankreatu je nezndma, byly identifikovdny jen nékteré

rizikové faktory, jako napft. koureni, nadmérné uzivani alkoholu, vysokoenergetickd strava

10



bohatd na tuky nebo fada hereditdrnich syndromt. Soucasny vyzkum pfinesl dikazy, Ze
jednim z vyznamnych rizikovych faktorti pro vznik karcinomu pankreatu je chronickd
pankreatitida. Dé&di¢né 1 sporadické formy chronické pankreatitidy jsou spojeny s
proliferaci a genetickou alteraci pankreatickych bunck, a tim i1 se zvySenym rizikem
maligniho zvratu *°. Navic medidtory zan&tlivych pochodti mohou indukovat genetické
zmény, bunééné déleni a inhibici apoptdzy. Z tkané karcinomu pankreatu byly izolovany
nckteré takové medidtory, jako napi. cytokiny (TNFalfa, IL6, IL8 a IFNG) a transkripcni
faktory (nukledrni faktor kappa B) ?'. Zdroveii byla popsdna zvySend exprese isoformy
cyklooxygendzy COX2 ucastnici se produkce prozanétlivych prostaglandint 2

Nejnovéjsi medicinské poznatky ukazuji na spojitost mezi timto karcinomem a
vyskytem mutaci v genech, fazenych do skupiny onkogent a tumor supresorovych gent.
Rozvoj karcinomu pankreatu tak piedstavuje né€kolikastupiiovy proces charakterizovany
postupnou akumulaci genetickych zmén v DNA bunék slinivky, které byly s rostouci
Cetnosti identifikovany v terénu ,,zdravé‘ pankreatické tkan¢, chronické pankreatitidy, dale
vSech morfologickych stupiii charakterizovanych tzv. pankreatickou intraepitelidlni
neoplasii (PanIN)  a karcinomu. NejcCastéji jsou v této souvislosti uvddény mutace v genech
KRAS, TP53, CDKN2A (s proteinovym produktem pl6INK4A - viz déle) a delece genu
SMADA4. K témto gentim lze dale piifadit BRCA2, jehoZ mutace jsou popisovany v 7-10%
sporadickych forem. V tvodni fazi buné¢né proliferace PanIN1-A a PanIN1-B dochézi ke
vzniku mutantnich forem onkogenu KRAS pii souCasné aktivaci a zvySené expresi
protoonkogenu HER2. Stfedni fize karcinogeneze (PanIN-2) je charakterizovdna inaktivaci
tumor supresoru CDKN2A. Vznik infiltrujictho nddoru je doprovdzen soucasnou inaktivaci

dal$ich tumor supresorii jako je TP53, DPC4 a BRCA2 ** (Obr. 2).

Madorava tkan
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1 1
| |
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Overexprese Hor-2dnou

PanlIN-3

Inakiivace p16

Inaktivace p53,

Mutace K-ras DPCd a BRCAZ
PR L - 25
Obr. 2 Molekularné-morfologicky model karcinogeneze pankreatu

Hlavnim dGvodem Spatné prognézy tohoto onemocnéni je pozdni diagnéza v

pokrocilém stddiu onemocnéni. Odhaleni premalignich stavli odpovidajicich ¢asnym
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stadiim PanIN-1A a PanIN-1B je klicové pro chirurgickou 1é¢bu, kterd v soucasné dobé
zUstava zakladni 1é€ebnou moznosti tohoto onemocnéni. Moderni diagnostické postupy pro
zjiSténi morfologického stavu pankreatické tkan€ zahrnuji kombinaci histologického a
cytologického vysetfeni vzorki ziskanych ndbéry pankreatické st'dvy, kartdCovym stirdnim
hlavniho pankreatického vyvodu ¢i endoskopicky navadénou aspiracni biopsii tenkou
jehlou 26U t&chto vySetieni v§ak vysledek nebyva vzdy spolehlivy a jednozna¢ny. Nékteré
prace proto demonstruji zvySeni citlivosti této metody zatazenim vySetfeni molekuldrnich
markerl charakteristickych pro jednotlivd stadia vyvoje karcinomu *’. To by mohl byt

nadéjny smér pro zlepSeni diagnostiky a zachyt ¢asnych stadii karcinomu pankreatu.

3.1.3 Karcinom plic

Plicni karcinom je zdvaZnou civilizacni chorobou s nepiiznivou progndézou a
vysokou mortalitou. Kazdym rokem je na svété diagnostikovano asi 1,2 milionii novych
piipadi a i pfes nesporné pokroky v 1é¢bé na tuto nemoc rocné zemfie asi 1,1 miliont
obyvatel 8 Incidence v CR u muzii, kde pfedstavuje nejcastéjsi nddorové onemocnéni, v
poslednich letech mirn¢ kles4, v roce 2003 to bylo 4 589. U Zen je toto onemocnéni na
ctvrtém misté, ale jeho incidence se stale zvySuje, v roce 2003 dosahovala 1 397 o1 pies
vyvoj novych 1ékti a léCebnych kombinaci zistdvd progndéza pacienti s timto
onemocnénim velmi Spatnd, medidn pteZiti pokrocCilych stadii od stanoveni diagnézy je
pouze cca 6 mésicli, pravdépodobnost 5-letého preziti je 3,5%. Mortalita tim prakticky
dosahuje urovn¢ incidence. Primarnim rizikovym faktorem je aktivni i pasivni koufeni, v
mensi mife se podileji i dal$i faktory, jako je expozice chemickym karcinogentim a
radioaktivité **.

Hlavnim typem je nemalobunécny karcinom plic pfedstavujici ptiblizné 80% vSech
plicnich karcinomi. Mutace detekované v tomto typu nadoru se nachédzeji predevs$im v
genech EGFR, HER2, KRAS, TP53 %% a nedévné studie ukézaly jejich vyznam v predikci
odpovédi na biologickou a chemickou 1é¢bu nebo v odhadu prognézy onemocnéni.
Predevsim piitomnost genovych mutaci a amplifikaci EGFR se ukazuje byt vyznamnym
prediktorem pii odpovédi na 1écbu biologickymi preparaty fungujicimi jako inhibitory

3032V souvislosti s odpov&di na riizné typy chemoterapeutik,

tyrozin kindzové aktivity
predev§im v kombinaci s platinovymi prepardty, se u plicniho karcinomu ukdzalo byt

nadéjné také vySetfeni nckterych jednonukleotidovych polymorfismii nachdzejicich se
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v genech hrajicich roli pfi opravé poskozené DNA (ERCC1, ERCC2, XRCC1 a XRCC3) **,
mnoho&etné 1ékové rezistenci (MDR1) *° &i kontrole bun&&ného cyklu (CCND1) ¥,

3.1.4 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty je na druhém misté v incidenci nddorovych onemocnéni u muza.
Ve stitech Evropské unie je roéné diagnostikovéno 85 000 novych pripadt **. Incidence v
CR v roce 2003 byla 3 728 muz{, mortalita 2,3x niz&i °. V porovndni se situaci v jinych
zemich je takzvany index mortality/incidence v CR jednim z nejhorsich 3 (Obr. 3). Mezi

nejdilezitéjsi faktory této kritické situace patii skuteCnost, Ze privodni piiznaky

onemocnéni jsou Casto podceniovdny a tak stdle znacnd

pokro¢ilém stadiu >,

7
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S ycarsko Svycarsko Kuba
Spojena Staty Americke Morsko Slovinsko
Svédsko Svédsko Dansko
MNov § Zeland Diansko Chaorv atsko
Fingka Belgie tad'arska
Morska Portugalsko Slovensko
Belgi= Kuba Polsko
Rakousko Francie Chile
Kanada “elka Britanie Argenting
lsland Rakousko Ceska republika
Australie Island Recko
Mémecko Mizozemsko Portugalsko
Francie Finsko Spanélsko
Welka Britanie Mérmecko Morsko
Lucembursko Spandlsko Irsko
MNizozemsko Mov i Zeland Welka Britanie
Italie hadarsko Mizozemsko
Portugalsko Slovingko Francie
Irsko Australie Sv yarsko
Danska Irgka Italie
Qpanélsko Ceska republika |zrael
Ceska republika Italie Brazilie
Recko Lucembursko Belgie
Mad'arsko Kanada Island
lzrael Recko Svédsko
Slovinsko Spojené Staty Americké |Lucembursko
Argentina Chorvatsko Meérmecka
Chorvatsko Slovensko Rakousko
Slovensko Argentina Australie
Kuba Chile Kanada
Brazilie Palska Fingko
Chile lzrael Movy Zéland
Polska Brazilie Spojené Staty Americké

¢ast pripadi je odhalena az v

Obr. 3 Incidence a mortalita karcinomu prostaty ve vybranych stitech

Etiologie nadoru prostaty vykazuje zavislost na celé fad¢ faktord. Mezi hlavnimi
jsou rasa, vék a rodinnd historie tohoto onemocnéni. Je dokdzano, Ze zatimco afro-
americkd populace vykazuje témét dvakrat vyssi incidenci ve srovnani s evropskou
populaci, nejnizsi vyskyt je u Asiati. Uvedené rasové predpoklady mohou naznacovat
genetické predispozice, avSak lze je také interpretovat jako plsobeni vnéjSich

karcinogennich latek podle geografické lokace nebo rozdily volby medicinskych postuptl.

13



Tradi¢né se toto onemocnéni povazuje za onemocnéni vysSiho v€ku - nad 70 let, 1 kdyz
rist incidence je v poslednich desetiletich patrny i ve veékovych skupindch niz§ich
(40-70 let). Zavislost na véku naznacuje vyznamnost dlouhé exponovanosti endogennimi
(hormony) nebo exogennimi faktory (vngj$i karcinogeny). Posledni vyznamny faktor
tohoto onemocnéni — rodinnd anamnéza ukazuje na genetickou predispozici. Neddvné
studie teorii existence téchto genetickych predispozic jednozna¢né podporuji. DalSimi
rizikovymi faktory je strava s vysokym obsahem tukt, zvySend fyzickd ndmaha a zvySena
sexualita spojend s promiskuitou, kterd zvySuje pravdépodobnost ziskdni pohlavné
prenosnych virovych infekei 3941

Je zndmo, Ze rlst prostatickych bunék zdvisi na hladiné aktivniho testosteronu.
Z nedavnych studii vyplyva, Ze dlouhodobd expozice testosteronu zptisobuje predispozici
ke vzniku nddoru prostaty. Ve shod¢ s touto hypotézou je i to, Ze se nador objevuje
piedevSim ve vySSim véku a Ze toto onemocnéni nepostihuje muze kastrované v mladém
véku. Z tohoto diivodu jsou geny majici roli pfi metabolismu testosteronu jako naptiklad
SRDS5A2, CYP17, CYP3A4 a gen pro androgenni receptor (AR) potencidlnimi kandidaty
pii sledovdni molekuldrné-genetického mechanismu rlstu nddorovych bunék prostaty.
V téchto genech byly jiz diive identifikovdny mutace a polymorfismy a u n€kterych z nich
byla objevena souvislost s progosticky neptiznivym klinickym pribéhem onemocnéni ¢i se
zvySenou incidenci karcinomu prostaty ****. VySetfeni vhodné kombinace polymorfismi
umoziujici identifikovat jedince se zvySenym rizikem vyskytu karcinomu prostaty a jejich
zafazeni do preventivnich dispenzdrnich programi by tak mohlo byt nad¢ji na Casnéjsi

zéchyt tohoto onemocnéni.

3.1.5 Karcinom moc¢ového méchyie

Vv

Karcinom mocového méchyte je druhym nej€astéjSim nddorovym onemocnénim
genitourindrniho traktu s vyskytem u muza pfiblizné 2,5x vy$§im neZ u Zen. Maximum
vyskytu je u jedinct ve véku 60-80 let **. V Ceské republice bylo v roce 2003 toto
onemocnéni diagnostikovdno u 1 646 muzi °. Hlavnimi rizikovymi faktory pro vznik
karcinomu mocového méchyte je koufeni, pusobeni karcinogennich latek, chronické

. Y Ly . L1ty . C 4. 44
infekce, mocové kameny, ozafeni panve a v piiblizn¢ deseti procentech genetické vlivy ™.
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Histologicky se jednd v 90% o nddor z bunék piechodného epitelu (transitional cell
carcinoma - TCC) pochdzejici z urotelia a z toho vice neZ 80% jsou povrchové neboli

superficidlni tumory (klasifikované jako Ta, T1 nebo Tis) (Obr. 4).

L, . . « v 1w 4
Obr. 4 Vyvojovi stadia karcinomu mo&ového méchyie

U ptiblizn¢ 70% pacienti s neinvazivnim TCC dojde po transuretdlni resekci k
rekurenci a 10-20% progreduje do svalové invaze U témé 30% viech pacientll je
diagnostikovédn paralelni vyskyt n€kolika odd€lenych tumort nachdzejicich se v riiznych
¢astech stény mocového meéchyie (Obr. 5). Tento paralelni vyvoj mnohocetného
superficidlniho TCC vyvoldva otdzku klonality téchto tumort, pro kterou existuji dvé
teorie. Prvni, tzv. teorie monoklonality, pfedpoklddd vznik z jediné maligni buiiky, jejiz
dcefiné buriky proliferuji a poté, co se uvolni z primarniho tumoru, se $ifi do ostatnich ¢asti
mocového méchyte a zaklddaji dalSi nddory. Naopak druhd teorie uvaZujici model
kancerizace ptredpoklada nezdvislou transformaci né€kolika urotelidlnich bun€k na riznych
mistech sliznice méchyfe jakoZto vysledek akumulace karcinogennich latek vedouci k

ristu mnohodetnych nezavislych tumord *7.

Obr. 5 Mnohogetny karcinom mo&ového méchyte **
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Urceni klonality nddort a jejich charakterizace na molekularni drovni miiZe pomoci
pfii dispenzarizaci pacientil po chirurgické 1é€bé karcinomu mocového méchyte a prispét k
c¢asnému odhaleni rekurence onemocnéni. Pro urceni této klonality je nutna analyza jejich
DNA profild, napiiklad na bazi mikrosatelitnich markerti. Dosud bylo popsdno n¢kolik
molekuldrné-genetickych zmén charakteristickych pro tento karcinom, pfedev§im mutace a

rozsahlé delece v oblasti geni TP53 a CDKN2A.

3.2 Nadorové onemocnéni na molekularni arovni

3.2.1 Molekularni piivod nadorového bujeni

Nédorové bujeni je genetické onemocnéni. Vznika diky pfitomnosti DNA mutaci v
genech, které koduji proteinové produkty, jejichZ ztrita funkce nebo naopak permanentni
aktivace, dav4 burce rustovou vyhodu a vede k nekontrolovatelné proliferaci. Nejprve
dojde k ndhodnému vzniku mutace, kterd burice umoZzni proliferaci bez nutnosti stimulace
rustovymi faktory. Poté se pridavaji dalsi mutace, které maji za nésledek dalsi, masivng;si
proliferaci, rist nadoru, jeho invazi do okolni tkdné, krevniho a lymfatického ob¢hu a
posléze i tvorbu vzdédlenych metastdz. Mutace hrajici roli pii nddorové transformaci Casto
postihuji geny kédujici rustové faktory, receptory ristovych faktort, proteiny signédlnich
drah, kontrolnich bodl bunééného cyklu, bunécné diferenciace, cytoskeletu, angiogeneze,
apoptézy a reparace DNA. VétSinu téchto genti miiZzeme zahrnout do dvou skupin -
protoonkogeny a tumor supresorové geny.

Protoonkogeny koduji proteiny, které pozitivné reguluji bunécny rist a déleni,
napiiklad jako rustové faktory nebo jejich receptory, proteiny signdlnich kaskad, cykliny a
cyklin-dependentni kindzy, transkripéni faktory a inhibitory apoptézy. Mutované formy
téchto gent nachézejici se v nddorovych buiikdch jsou oznaovany jako onkogeny. Jejich
proteinové produkty jsou permanentné aktivovany a diky tomu dochézi k nekontrolované
bunécné proliferaci. Jde o dominantni mutaci, takZe staci jeji pritomnost pouze na jedné
alele protoonkogenu. Mezi protoonkogeny patii napiiklad geny KRAS, HER2, EGFR nebo
MYC. Nejcastéjsim typem DNA mutaci u protoonkogend jsou bodové mutace, delece a
genové prestavby, Casté jsou i genové amplifikace.

Tumor supresorové geny kéduji proteiny, které ptisobi proti bunééné proliferaci.

Jedna se zejména o geny kddujici inhibitory v signdlnich drahéch, negativni transkripéni
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faktory, aktivitory apoptézy nebo proteiny tucastnici se opravy DNA. Pro maligni
transformaci buné¢k je zapotiebi poskozeni obou alel genu (tzv. dvojity zdsah), aby doSlo
ke ztrat¢ funkce piislusného proteinu. Zpravidla to byva bodovd mutace na jedné alele
genu jako prvni zdsah a ndslednd bodova mutace na druhé alele nebo jeji tplna ztrata jako
druhy zdsah. Dal$im mechanismem, ktery mutze vést k inaktivaci genu je hypermetylace.
Zastupci tumor supresorovych genu jsou napiiklad TP53, RB1, APC, DCC, SMAD4,
BRCA1, BRCA2 nebo CDKN2A *.

3.2.2 Protoonkogeny analyzované v této praci

3.2.2.1 Gen KRAS

Gen KRAS lezi v oblasti chromozému 12p12.1, jeho délka je pfiblizn€ 45 kbp a
obsahuje 6 exond. Jeho produktem je Ras neboli p21 protein o velikosti 189 aminokyselin.
Jde o maly GTP-vazebny protein lokalizovany na vnitini strané plazmatické membrény,
ktery ptendsi prostfednictvim transdukcénich dréh do jadra signdly stimulujici bunécny rist
nebo inhibujici apoptézu. Tento protein se vyskytuje ve dvou stavech - v inaktivnim stavu
ve vazbé s GDP a v aktivnim stavu ve vazbé s GTP. Ve fyziologickych podminkéach je Ras
v inaktivnim stavu, coZ zajiStuji GAPs proteiny (GTPase Activating Proteins) indukujici
GTP hydrolyzu a tvorbu inaktivniho komplexu Ras/GDP (napiiklad neurofibromin 1) 2051

Aktivace Ras proteinu nastdvd ptisobenim extraceluldrnich signdli (napf. ristovych
faktorti, cytokini nebo signdlli pro adhezi) prostfednictvim specifickych povrchovych
receptord. Po navdzani signdlni molekuly na receptor dojde k jeho autofosforylaci,
dimerizaci a ndsledné vazb¢ dalSich proteinti (napiiklad Shcl a Grb2) vcetné nékterého ze
specifickych GEFs proteini (Guanine Exchange Factors) jako je Sos protein, ktery se
ndsledné vdze na Ras a indukuje jeho konformaéni zménu vedouci k uvolnéni GDP, vazbé
GTP a tedy ptechodu Ras do aktivniho stavu. Ten pak, v zavislosti na specifickém GEF
proteinu, zahajuje n€kterou z transdukénich drah Ras/Raf, Ras/PI3-K, Ras/Ral nebo
Ras/PLC *>** (Obr. 6).
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Mutace v KRAS genu detekované v nddorovych burikdch zptisobuji permanentni
aktivaci proteinu a to diky znemoznéni hydrolyzy GTP navazaného na Ras. Narozdil od
pfirozené aktivovaného Ras proteinu, ktery je v kratké dobé opét inaktivovan, zlistava
mutovand forma aktivovdna permanentné, coZz vede k rozsdhlé interakci s riznymi
efektory. Tim se role mutovaného Ras proteinu stdva v postiZzenych buitkich mnohem

vV s

komplexnéjsi a kvantitativné rozdilnd neZ funkce Ras ve zdravych builkdch a umoziluje

I o 2z . 2
nekontrolovany riist a nadorovou transformaci .

Ve vétSingé piipadi jde o
jednonukleotidové mutace v kodonech 12 a 13 (exon 1), vyjime¢né v kodonu 61 (exon 2).
Bylo ukdzano, Ze konkrétni typ a pozice mutace v kodonech 12 a 13 miiZe mit vliv na
prognézu, pribéh onemocnéni nebo odpovéd na 1é&bu **>7. Mutaéni oblast exonu 1 je také
Castym cilem ucinku nové generace 1éCiv na bazi genové terapie %8,

Z uvedenych publikaci jsme se zaméfili na detekci mutaci KRAS genu ve tkéani

rekta a tlustého stfeva a slinivky.

3.2.2.2 Gen EGFR

Gen EGFR je lokalizovan do oblasti chromozomu 7p12, skldd4 se z 28 exontl a je
dlouhy pfiblizn& 188 kbp *°. Jeho proteinovy produkt je receptor pro epidermélni ristovy

faktor (Egfr, Herl nebo ErbBl) jehoZ hlavni funkci je stimulace bunécné proliferace,
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diferenciace, prezivani, angiogeneze a migrace 60, Egfr patii do ErbB rodiny spolu s Her2
(ErbB2), Her3 (ErbB3) a Her4 (ErbB4) %1 Jsou to membranové vdzané receptory, které se
fadi mezi tyrozin kindzy I. Egfr je syntetizovan z 1210 aminokyselin dlouhého prekurzoru
Stépenim na N-konci. Kone¢ny produkt ma délku 1186 aminokyselin a jeho lokalizace je v
bun&éné membran& **. Tento glykoprotein se sklada ze tif &sti: extraceluldrni (dochézi zde
k vazbé ligandu) transmembrdnové a intraceluldrni (s tyrozin kindzovou aktivitou).
Extracelularni ¢dst ma ctyfi domény - I (aminokyseliny 1-165), II (aminokyseliny 166-
309), III (aminokyseliny 310-481) a IV (aminokyseliny 482-621). Domény I a III maji
37% homologii, jsou chudé na cystein a obsahuji misto pro vazbu ligandu (vdze se na
doménu III). Cystein-bohaté domény II a IV obsahuji N-glykosylacni mista a disulfidové

. cevgs es c PR 4
vazby, které zajist'uji tercidrni strukturu externi ¢asti molekuly 63.6

. Velka smycka, kterd
vystupuje ze zadni ¢asti domény II, umoziuje kontakt s piisluSnou doménou na druhém
receptoru a zajistuje tak tvorbu dimeru mezi dvémi molekulami Egfr nebo heterodimeru
mezi molekulou Egfr a jinou molekulou z rodiny ErbB receptoru (napt. Her2) po vazbé

. 65,66
ligandu .

Intraceluldrni doména obsahuje na svém C-konci oblast s nékolika
autofosforylaénimi misty s tyrozinové zbytky, které mohou byt fosforylovany, ¢imz
dochdzi ke spuSténi Egfr signdlni drahy. Také se zde vyskytuje nékolik
serin/threoninovych zbytki, u nichZ se pfedpoklddd, Ze jsou duleZité pro downregulaéni
procesy a déle sekvence, které nejspis hraji roli v endocytéze °' .

Egfr je dulezitym proteinem pro udrzovani normélni bunécné funkce a pro pieziti.
Pti deregulaci Egfr signdlni drdhy dochdzi k vyvoji maligniho procesu v disledku aktivace
bunécného cyklu, inhibice apoptdzy, indukce angiogeneze, pohybu nddorovych bunék and
metastazovani ®'.

Aktivace Egfr nastava po navazani ligandu na extracelularni ¢ast proteinu. Po vazbé
ligandu receptor vytvaii homo nebo heterodimer s dalSim receptorem z rodiny ErbB, pak
nasleduje autofosforylace receptoru pienesenim fosfitu z ATP a nakonec dochdzi
fosforylaci nékterého z adaptérovych proteinti jako je napiiklad Sos a Grb2 aktivujici Ras
protein ke spuSténi signdlni kaskddy. Hlavni kindzy ucastnici se tohoto procesu jsou
mitogenné-aktivované protein kindzy (MAPK) a fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K).

Existuje n€kolik ligandi, které vykazuji vysokou afinitu k Egfr. Hlavni z nich je

epidermdlni rastovy faktor (EGF) a transformujici rustovy faktor alfa (TGF) 63,69 (Obr. 7).
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Obr. 7 Signélni drdhy Egfr proteinu 7

Mutace, které se vyskytuji v nddorovych burkéch, jsou lokalizovdny v exonech
18 - 21 genu EGFR, coz je oblast kddujici tyrozin kindzovou doménu, kde dochazi k vazbé
ATP. Jde o tfi typy mutaci - missence mutace ménici aminokyseliny v exonech 18 a 21,
nckolikanukleotidové delece v exonu 19 a malé inzerce v exonu 21, pficemzZ témét 90%

téchto mutaci predstavuji delece v exonu 19 a substituce L858R v exonu 21 (Obr. 8).

EGF Ligand Binding ™ Tyrosine Kinase Autophosphorylation

Missense

Mutations  219a/c (5%) s7681 (2%) R776C (2%) L858R (24%) L861Q (4%)
o 7o)

Deletions/

Insertions Deletions (61%)  Insertions (3%)

Obr. 8 Struktura genu EGFR a mutace v tyrozin kindzové oblasti ’'

V neddvné dobé bylo provedeno nékolik studii ukazujicich, Ze inhibitory tyrozin

kinaz (TKI), které se vdZou na ATP vazebné misto a tim zabraniuji aktivaci receptoru, maji

v

vyznamn¢ vysS§i ucinek u pacientd s mutacemi v EGFR genu. Piedpoklddd se, Ze mutace v

tyrozin kindzové oblasti maji za nédsledek zménu konformace vedouci na jedné strané ke

32
[ 303

zvySené aktivité proteinu a na druhé stran¢€ k jeho vyssi citlivosti na TK . Dal$imi
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genetickymi zménami v EGFR detekovanymi v nddorovych bunkach jsou genové
amplifikace a rozsdhl4 delece exont 2-7 (+EGFRVIII) 2,
Mutace v genu EGFR jsme analyzovali v projektu nemalobunééného karcinomu

plic.

3.2.3 Tumor supresorové geny analyzované v této praci

3.2.3.1 Gen TP53

Gen TP53 lezi v oblasti chromozomu 17p13.1 a je dlouhy 20 kbp. Skldda se z 11
exonl, pficemz prvni z nich je nekddujici. PiestoZe obsahuje nékolik potencidlnich
vazebnych mist pro transkripéni faktory jako je Spl, NF-kappaB nebo c-Jun, gen TP53 je
exprimovan konstitutivné a regulace hladiny proteinu se odehrdvd na posttranskripéni
trovni .

Produktem genu TP53 je je jaderny fosfoprotein p53. Sklad4 se z 393 aminokyselin
a obsahuje 5 strukturnich a funkénich domén: N-termindlni transaktivaéni doménu, prolin-
bohatou regulacni doménu, sekvencné¢ specifickou DNA-vazebnou doménu,

oligomeriza¢ni doménu a C-termindlni doménu hrajici roli pfi regulaci vazby na DNA ™

(Obr. 9).

175

245 282
kodony 6265 97 102 292 323 356363 393
Aktivaéni  Prolin bohata DMNA vazebna doména Oligomerizaéni C-koncova
doména doména doména doména
Obr. 9 Struktura p53 proteinu s vyzna¢enim kodond s nej¢astéj$im mutacnim postiZenim

V prostorové struktufe je DNA-vazebnd doména tvotfena leSenim z beta listl
podpirajici flexibilni smy&ky a helixy, které jsou v piimém kontaktu s DNA 7. Pozice
téchto smycek a helixli je stabilizovand atomy zinku. Ve vétSin€ bunék se p53 vyskytuje v
téméi nedetekovatelné hladin€ v disledku silné ubikvitinace a degradace v proteasomech.
Hlavni faktor zodpové&dny za tuto permanentni nestabilitu p53 je protein Mdm?2, ktery se

vaze na kriatkou doménu na N-konci proteinu p53. Po navazani plni Mdm?2 tii funkce: za

21



prvé, slouzi jako exportér pS3 z jadra, kde je jeho primarni lokalizace, do cytoplazmy. Za
druhé, vazbou na transkripéné aktivacni doménu ji zakryva a zabraniuje tak transaktivaci
pS3 dependentnich genli. Za tfeti, slouzi jako E3-ubikvitin ligdza, kterd indukuje
kovalentni vazbu ubikvitinu na nékolik lysin na C-konci a zahajuje tak degradaci p53 v
proteasomech. MDM?2 gen je sdm trankripcnim cilem p53, takZe se jednd o autoregulaci,
kdy se pfi aktivaci p53 protein Mdm2 akumuluje a tc¢astni se navraceni mnoZstvi p53 na

zdkladni hladinu "® (Obr. 10).
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Obr. 10 Regulace aktivity p53 proteinu "°

p53 ma velmi specidlni roli v kontrole bunécné proliferace. Reguluje transkripci
mnoha riznych genli GcCastnicich se zastaveni bunécného cyklu, apoptézy, opravy DNA,
starnuti a angiogeneze. Navic tvoii rizné proteinové komplexy, které byvaji soucdsti
komplexi regulujicich DNA transkripci, replikaci a opravu. pS3 tedy jednim z centrdlnich
proteind signdlnich drah spojujicich odpovéd’ na stres s regulaci bunééného ristu. V p53
deficitnich buinikkdch dochdzi k proliferaci 1 v takovych podminkach, pfi kterych normalni
buiiky zastavuji rist nebo vstupuji do apoptézy, aby zabranily pienosu poskozeného
genomu a zvySuje se tak pravdépodobnost vzniku dalsi genetické zmény béhem procesu
kancerogeneze 7

Aktivaci p53 mohou vyvolat rizné druhy genotoxickych i negenotoxickych stresti
zahrnujici latky vyvolavajici jedno nebo dvouvldknové zlomy v DNA (gama zafeni, UV
svétlo, volné radikdly a inhibitory topoizomerdz), mutageny zplsobujici tvorbu DNA

aduktl (aflatoxiny, benzo(a)pyreny a alkylacni ¢inidla) nebo litky, které blokuji elongaci
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RNA polymerdzou. DalSimi faktory, které indukuji p53 jsou poSkozeni mitotického
vieténka, vyCerpdni ribonukleotidii, hypoxie, teplotni Sok a pisobeni oxidu dusnatého.
Protein p53 obsahuje mnoho fosforyla¢nich mist pro kindzy dcastnici se stresové a ristové
signalizace a mist pro acetylaci histon acetyl transferdzami. Rizné modifikace téchto mist
v zavislosti na jednotlivych signédlech indukuje uvolnéni pS3 z kontroly proteinem Mdm?2 a
naslednou akumulaci p53 v jadre. Dvé hlavni cesty vedouci k aktivaci p53 je drdha
zahrnujici ATM kindzu, kterd fosforyluje pS3 pii poskozeni DNA a znemoziiuje tak vazbu
Mdm?2 na p53 a drdha zahrnujici protein pl4ARF, ktery je aktivovdn v odpovédi na
ristovy podnét pfi onkogennim stresu a v jadie se vdZe na Mdm2 ¢imZ umoZiiuje uvolnéni
p53 77 (Obr. 10).

Aktivovany p53 spousti fadu bunéénych pochodt ptes dvé oddélené paralelni drahy
- transkripcné nezdvislou a transkripné zdvislou. Piikladem transkripéné nezdvislé drahy
je dréha, kde dochédzi k vazbé p53 na komponenty replikacné-reparacniho systému,
helikdzy ERCC2 a ERCC3 a replikaéni protein RPA. V transkripéné zavislych drahach
reguluje p53 proteiny bunécného cyklu G1 a G2 faze, apoptdzy nebo proteiny ucastnici se

odpovédi na bunécny stres nebo opravy DNA 879

. Vybér mezi tim, zda burka zastavi
dé¢leni nebo vstoupi do apoptdzy zdleZi na povaze a sile indukujiciho signdlu a déle na typu
buiiky nebo tkané. Bylo zjiSténo, Ze oba tyto procesy mohou probihat ve stejné tkani, kde v
buiikdch s vysokym rizikem neoplastické transformace probihd apoptdza zatimco v
burikdch s mens$im rizikem klondlni expanze dochdzi pouze k zastaveni bunécného cyklu.
Znamena to tedy, Ze p53 se ucastni genetické a zaroven tkanové homeostaze v odpovédi na
stres **.

Mutace v genu TP53 byly popsdny témét ve vSech typech nadori 81 Vétinou se
jednd o missence mutace lokalizované v sekvenci kodujici DNA vazebnou doménu a tedy
znemoZiujici vazbu proteinu na DNA nebo naruSujici spravné prostorové usporadani
proteinu. 30% téchto mutaci je lokalizovano v péti hotspot kodonech (175, 245, 248, 273 a
282). Mutované forma proteinu p53 se akumuluje v nddorovych burikéch i ve vzdalenych
metaztdzach. Tato akumulace je umoZnéna zvySenou stabilitou mutované formy p53
proteinu *. Vedle jednonukleotidovych mutaci dochdzi v nddorovych buiikdch velmi &asto
ke ztrat¢ alely 8386,

V piedloZenych pracich jsme analyzovali mutace nebo ztraty alely TP53 ve tkani

tlustého streva a kone¢niku, slinivky a mocového méchyre.
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3.2.3.2 Gen CDKN2A

Gen CDKN2A se nachdzi v oblasti chromozomu 9p21.3, skldd4 se ze tif exonll a je
dlouhy 6,6kbp. K6duje dva alternativni proteinové produkty - cyklin-dependentni kindzovy

inhibitor p16INK4a a p53 aktivator pl4ARF, coZz je umoZznéno dvéma promotory a

alternativnim sestiihem, kdy je prvni exon spojen s druhym v riznych &tecich ramcich ¥

[ D4

(Obr. 11). Oba proteiny se tcastni negativni regulace bunécného cyklu, ale pouze v piipadé
pl6INK4a byla u pacientti s karcinomem slinivky detekovana ztrata funkce odpovidajici

genovym mutacim nebo delecim *.
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BUNECNEHO RUSTU
Obr. 11 Alternativni proteinové produkty genu CDKN2A a jejich signdlni drahy

Protein p16INK4a nebo také pl6 je dlouhy 156 aminokyselin a inhibuje cyklin-
dependentni kindzy CDK4 a CDK6. Ty za normdlnich okolnosti interaguji s cyklinem D a
tento komplex fosforyluje Rb (retinoblastoma) protein. Fosforylace mé za nasledek uvolnéni
Rb proteinu s komplexu s E2F1 (elongacni faktor 1), ktery ndsledné aktivuje transkripci
gentl potiebnych pro DNA syntézu a naslednou progresi buné¢ného cyklu. p16 tedy hraje
kli¢ovou roli v negativni regulaci G1 kontrolniho bodu bun&ného cyklu *’ (Obr. 11).

Protein pl14ARF nebo také pl14 se skldda ze 132 aminokyselin % Oblast proteinu
koédovand exonem 1 obsahuje Mdm?2 vazebnou doménu, zatimco funkéni doména je
kédované exonem 2. Po aktivaci (napt. proteinem Ras nebo c-myc) se p14 prostfednictvim
své N-koncové domény vdze na protein Mdm?2 a lokalizuje ho v jadre. To zabrini

ubikvitinaci proteinu p53, ktery je v komplexu s Mdm2, a dojde tak k jeho stabilizaci a

spustdni drahy zastavujici bun&ény cyklus v G1/S a G2/M fizi nebo indukujici apoptézu *!
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(Obr. 11). Nékteré studie ukazaly, Ze p14 se ucastni jesté jiné pS3-nezavislé drahy vedouci
k inhibici biogeneze ribozomélni RNA 2,

Inaktivace CDKN2A genu miiZe byt zplsobena genovou mutaci na jedné alele
spolu se ztratou druhé alely (karcinom slinivky), homozygotni deleci (karcinom mocového
méchytfe a slinivky, melanomy, gliomy a dalS§i) nebo hypermetylaci promotoru
(kolorektdlni karcinom, mocovy méchyf a dalii) *°.

Pfiblizn€ 95% pacientl s karcinomem slinivky md mutovany nebo deletovany gen
CDKN2A **%°_ zatimco u pacientd s chronickou pankreatitidou jsou zmény CDKN2A genti

velmi vzicné *%%

. Tyto genové inaktivace koreluji se ztrdtou exprese proteinu plo6,
zatimco exprese pl4 zlstdvd nezménéna % Ve véting piipadi bylo u pacientli s
karcinomem slinivky s prokdzanou ztritou pl6 exprese zaznamendno niZ8i preZiti, vetsi
rozsah tumoru a zvySené riziko metastizovani. Ztrita pl6 se zdd byt pomérné Casnd
udélost v progresi karcinomu slinivky, coz muze byt divod, pro¢ je pl6 vyznamnym
prognostickym faktorem pro pieZiti u pacientd s timto onemocnénim *°.

U karcinomu mocového meéchyie jsou predevSim nalézdny homozygotni delece
genu CDKN2A odpovidajici ztrité exprese obou proteinovych produkt a hypermetylace
pl4 promotoru. V souvislosti se zvySenou hypermethylaci p14 promotoru byla pozorovana
horsi progn6za onemocnéni 100,

V predkladanych pracich jsme v genu CDNK2A sledovali alelické ztraty u vzorka
karcinomti mo¢ového méchyie a kombinaci mutaci a alelickych ztrat u pankreatickych

tkani.

3.2.3.3 Gen APC

APC (adenomatous polyposis coli) gen je lokalizovan v oblasti chromozomu 5g21-
22 a skladd se z 15 exont a jeho velikost je pfiblizné 108 kbp. Kéduje protein Apc dlouhy

101 vz

2843 aminokyselin . Hlavni funkce tohoto proteinu je negativni regulace bunécného

cyklu a inhibice bun&tné proliferace. Mimo to hraje roli také v bunécné diferenciaci a

migraci . Jeho zékladni lokalizace je v cytoplazmg '°%'%?

, ale ve své aminokyselinové
sekvenci obsahuje také dva jaderné lokaliza¢ni signdly (NLS) - aminokyseliny 1767-1772
a 2048-2053 a n&kolik jadernych exportnich signalt '**'%°. Déle obsahuje oligomerizaéni
doménu, nékolik domén usnadnujicich protein - protein interakci (véetné vazebnych

domén pro B-katenin, axin a tubulin) a PDZ vazebny motiv na C-konci 1% (Obr. 12).
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Obr. 12 Struktura proteinu Apc

V buiikdch se Apc vdZze na B-katenin, reguldtor E-kadherinu 107108 ktery ma jednu z
hlavnich funkci ve Wnt signdlni drize diileZité pii embryondlnim vyvoji a v tumorogenezi 109110,
Tato drdha probihd tak, Ze po navazani Wnt na receptor dojde k inhibici GSK3p (glukéza
synthaza inhibitor 3f), coZ je protein, ktery iniciuje degradaci f-kateninu v proteazomech
jeho fosforylaci. Inhibici GSK3B je tedy p-katenin stabilizovdn a akumulovidn v
cytoplazmé. Jeho piebytek je pak transportovdn do jddra, kde se vaZe na transkripéni
aktivator TCF (T cell factor)/LEF (lymphoid enhancer factor) a nasleduje transkripce
cilovych gena jako je napiiklad onkogen c-myc a cyklin D1. To pak vede k progresi
bunécného cyklu. Apc usnadiiuje fosforylaci B-kateninu proteinem GSK3p tim, Ze se jesté
za pomocl axinu vdZe na oba tyto proteiny a vytvari multiproteinovy komplex B Navic
diky svému jadernému exportnimu signdlu Apc lokalizovany v jadfe vyvazuje nadbytek [-
kateninu, ktery se zde naakumuluje a transportuje ho z jadra do cytoplazmy, kde dojde k
jeho degradaci (Obr. 13). V nddorovych buiikidch stfeva s mutantnim Apc proteinem

dochdzi k akumulaci B-kateninu v jadfe a aktivaci TCF/LEF zprostfedkované transkripce i

bez ptitomnosti Wnt faktoru '
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Obr. 13 Signaln{ driha B-kateninu a jeho degradace Apc proteinem
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Mutace v APC genu se vyskytuji nejen v zdrodeCné form¢é u familidrni
adenomat6zni polypézy (FAP), ale také v somatické formé u vétSiny sporadickych
kolorektélnich karcinomt a to v jejich ¢asnych stadiich. To ukazuje na roli Apc v iniciaci
vzniku adenomu, ktery se miZe ndsledné vyvinout v karcinom 12 Agkoliv byly mutace v
APC nalezeny také v karcinomech nékterych dalSich castech traviciho traktu (napf.
slinivce), frekvence neni zdaleka tak vysokda. V jinych tumorech nez tumorech zazivaciho
traktu mutace v APC tém¢éf nebyly detekovany. Vétsina vrozenych i somatickych mutaci,
které byly dosud nalezeny, jsou nonsense nebo ménici Cteci ramec, které vedou ke zkraceni
C-koncové domény proteinového produktu. Ten sice obsahuje vazebné misto pro

113

B-katenin, ale =ztraci regulacni aktivitu Vzhledem k pfitomnosti jadernych

lokaliza¢nich signald v této oblasti a jejich pfedpokladané i¢asti na segregaci chromozému
H4S - mohou APC mutace také ptispivat k chromozomadlni nestabilité. Zkrdcend forma
Apc proteinu miize navic dimerizovat s normalnim Apc proteinem, tudiZ i mutace pouze na
jedné alele genu miize mit dominantni negativni efekt ''®. V&t§ina mutaci v APC genu se
vyskytuje v exonu 15 v tzv. MCR (mutation cluster region), oblasti pokryvajici rozsah
kodénii 1286 — 1513, nejéastéji viak v kodénech 1309 a 1450 ',

VySetfeni mutaci ve vybranych oblastech exonu 15 jsme v piedklddanych pracich

provadéli ve tkanich stfeva a konec¢niku.

3.2.3.4 Gen DCC

Gen DCC (Deleted in colorectal carcinoma) lezi v oblasti chromozému 18q21.3,
ma 29 exonli a jeho velikost je téméf 1200kbp. Jeho proteinovym produktem je
transmembranovy protein o velikosti 1447 aminokyselin. Struktura Dcc vykazuje znaky,
které ho tadi do rodiny proteinli neurdlni bunécné adheze. Jeho etraceluldrni Cast
ptedstavuje Ctyfi imunoglobulinové domény a Sest fibronektinovych motivi typu 111 "7,

Presnd role Dcc v normélnich i nddorovych bunikdch zatim jeSt€ neni zcela
prozkouména. Hlavni dosud zndmou funkci proteinu Dcc je indukce apoptdzy
prostiedictvim kaspazové drdhy. Tato indukce ale probihd pouze pii absenci ligandu Dcc
proteinu, kterym je netrin 1. Za téchto podminek je Dcc aktivovédn rozstépenim ve stfedni
¢asti intraceluldarni domény (zbytek aspartatu 1290) kaspazami 18 Toto Stépeni umoziuje

uvolnéni inhibi¢ni C-koncové domény a odhaleni domény lokalizované nad mistem Sté€peni

kaspdzou. Tato doména zvand ADD (addiction/dependence domain) je zodpovédnd za
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indukci kaspazové dependentni apoptdzy pravdépodobné nepiimou interakci a naslednou

......

118-120

indukovana proteinem Dcc blokovana (Obr. 14). Dcc ma také dulezitou roli pfi

netrinem 1 zprostiedkovaném smérovani riistu a orientaci axoni v prib¢hu vyvoje

121

nervového systému ~ a pfi aktivaci malych GTP proteinii Cdc42 a Racl ucastnicich se

v o o sz . . vy, 122
fady buné¢nych procesii, zejména organizace aktinu a pohybu bun¢k .
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Obr. 14 Aktivace Dcc proteinu a jeji blokace netrinem 1

Jak uZ z nazvu genu vyplyvd4, v nddorech je nejcastéji u DCC genu pozorovéina
ztrata alely. Jde o rozsdhlé delece chromozomu 18q. U tumorl kolorekta jsou alelické
ztraty detekovany az v pozdéjSich stadiich, pievazné v karcinomech a jejich jaternich
metastdzach, coZ naznaCuje, Ze tyto ztraty hraji roli spiSe v progresi neZ iniciaci
kolorektdlniho karcinomu. Také bylo pozorovéno, Ze alelicka ztrata a sniZend exprese Dcc
je spojend se Spatnou prognézou a Spatnou odpovédi na adjuvantni terapii u pacienti s
kolorektdlnim karcinomem ''. Somatické mutace se v DCC témé&f nevyskytuji. Byly
detekovany prozatim pouze ve dvou piipadech, v intronu 13 a v exonu 28 bunck

123

kolorektalniho karcinomu “.

Mutace v DCC genu jsme analyzovali v projektu kolorektdlniho karcinomu.

3.2.3.5 Gen SMAD4

Gen SMAD4 nebo také DPC4 lezi v oblasti chromozomu 18g21.1, jeho velikost je
ptiblizné¢ 50kbp a md 13 exonil. Jeho proteinovy produkt Smad4 je dlouhy 552
aminokyselin a patii do rodiny tzv. Darfwin proteind, které maji ve své aminokyselinové
sekvenci vysoce konzervované amino- a karboxyl termindlni domény nazyvané MH1 (Mad

homologyl) a MH2 (Mad homology 2) 124 2 mezi nimi spojovaci oblast, kterd je variabilni
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ve své délce 1 sekvenci. MH1 oblast je zodpovédna za autoinhibici a vazbu proteinu na
DNA, zatimco MH2 doména je nezbytnd pro interakci proteinu s ostatnimi Smad proteiny.

Spojovaci oblast obsahuje tzv. SAD doménu (Smad4 activation domain), kterd zajisSt'uje
25

transkripéni aktivitu Smad komplexu '
Smad4 je centrdlni slozkou Smad drahy, kterd piendSi signdly od proteint

126 foa o
. Po navazani TGFp na svij receptor

superrodiny TGFP (Transforming growth factor 3)
vznikne aktivni receptorovy komplex, ktery fosforyluje Smad2 a Smad3. Ty se ndsledné
vazi na Smad4 a tvoii s nim komplex, ktery je transportovdn do jadra a zde reguluje

transkripci cilovych gent vedouci k zastaveni bun&eného cyklu v G1 fizi '*’ (Obr. 15).
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Obr. 15 Signélni drdha Smad4 proteinu '**

SMAD4 byl ptvodné¢ identifikovan jako tumor supresor v oblasti 18q21.1 129 Bylo

ukdzano, Ze tento gen je mutovany nebo deletovany u pfiblizné 50% karcinomi slinivky 130 131

a 20% kolorektalnich tumort >33

134

a ddle také karcinomech déloZzniho ¢ipku, prsu, vajecniku,
jater, hlavy a krku . Vrozené mutace se ve SMAD4 vyskytuji v malé skupiné pacientt s
juvenilnimi polypy B,

Piestoze ma TGFP drdha pivodné tumor supresorovy ucinek, ukézalo se, Ze v

7

nadorovych buiikich md pusobeni TGFf efekt zcela opa¢ny a vysledkem je zvySend
schopnost invaze, metastazovéni, angiogeneze a imunosuprese téchto bun&k '*. Zatim nenf
jasné, zda ztradta Smad4 v nddorovych burikiach vede pouze ke ztrdté¢ tumor supresorové
aktivity anebo zda se také pfimo dcastni progrese nadoru aktivované TGFp. Nékteré prace
totiZ naznaduji, Ze existuje i jind TGFP draha, nezavisld na Smad4 '*°,

V ptfedkladaném projektu karcinomu slinivky jsme analyzovali alelickou ztritu

oblasti 18q.21.
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3.3 Polymorfismy a nadorova onemocnéni

3.3.1 Vztah polymorfismi a nadorového bujeni

Polymorfismy jsou vrozené genetické variace, které jsou piitomny ve vSech
buikdch téla. VétSinou se jednd o jednonukleotidové zmeény (single nucleotide
polymorphisms - SNPs), ale mohou se také vyskytovat tandemové repeaty nebo delece.
SNPs jsou charakterizovany jako jednonukleotidové variace, jejichz frekvence v populaci
je pro ob¢ alely vétsi nez 1%, vyskytuji se pfiblizn€ kazdou 100. - 300. bazi a zpravidla
nemaji pifimy vliv na funkci proteinii (neméni aminokyselinovou sekvenci nebo se
nevyskytuji v kédujici sekvenci) . V soucasné dobé& je popsdno pies 12 miliond SNPs,
z toho jsou piblizn& 4 miliony lokalizovény v kédujicich sekvencich '*,

Funkéni vyznam SNPs ve vétSiné ptipadl neni zndm. V zdvislosti na lokalizaci v
genu mohou ovliviilovat genovou transkripci, translaci, mRNA stabilitu, proteinovou
aktivitu nebo také nemusi mit Zadny zndmy ucinek. Pokud genovd nebo proteinova
aktivita hraje roli v odpovédi na 1é¢bu nebo v mechanismu vzniku onemocnéni, miZe mit
piitomny SNP prediktivni nebo prognosticky potencidl. Navic se v jednom genu miiZe
nachdzet i nékolik SNP pozic najednou a to bud’ ve vzdjemné vazbé ¢i vazebné
nerovnovize ' . V takovém piipadé mize byt kromé jednotlivych SNP markert daleZitd i
jejich kombinace. Pokud se SNPs nachdzeji na stejném fetézci DNA, nazyvame takovou
kombinaci haplotypem '*.

Soucasné biomedicinské vyzkumy se v oblasti jednonukleotidovych polymorfismu
zaméfuji zejména na hledani statisticky vyznamné asociace mezi SNP alelami ve
vybranych genech s predpoklddanym vyznamem v uréitém onemocnéni a danym
onemocnénim, s cilem nalézt kandidatni SNPs nebo jejich kombinace, které by mohly hrat
roli v odpovédi na léCbu, prognéze nebo samotném vzniku onemocnéni. Napiiklad v
souvislosti s rizikem vzniku a prognézou karcinomu prostaty byla provedena jiz fada studii
ukazujicich na moZnou spojitost s vyskytem SNPs v genech metabolické drahy

42 43

testosteronu . U karcinomu plic zase nékteré priace predklddaji moZnou souvislost

vyskytu SNPs v genech ucastnicich se opravy DNA a odpovédi na 1écbu 3141

. Zatim jde o
klinické vyzkumy, které sméfuji k tomu, Ze v blizké budoucnosti bude mozno na zdkladé

vySetifeni sady specifickych polymorfismi rozhodnout, zda ma pacient zvySené riziko
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ur¢itého onemocnéni, o jak agresivni formu onemocnéni se jednd, ptipadné kterd 1écba

vzhledem k toxicité a odpovédi bude nejvhodnéjsi.

3.3.2 Geny metabolické drahy testosteronu analyzované v této praci

3.3.2.1 Gen CYPI7AlI

Gen CYPI17A1 je lokalizovdn v oblasti chromozomu 10q24.3, je dlouhy 7kb a
obsahuje 8 exoniti. Jeho proteinovy produkt Cyp17 (cytochrom P450, rodina 17, podrodina
A, polypeptid 1) se skladd z 508 aminokyselin, je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu
a ma dvé enzymové aktivity: 17alfa-hydroxyldzovou a 17,20-lydzovou. Je to klicovy
enzym Vv biosyntéze steroidnich hormonti v nadledving, vaje¢niku a varleti. Cyp17 svymi
dvémi enzymovymi aktivitami katalyzuje pfeménu pregnenolonu na
dehydroepiandrosteron a progesteronu na androstenedion. Tyto androgeny pak mohou byt

konvertovany na testosteron, estron a estradiol 142 (Obr. 16).

Cholesterol
—
| Dehydroepiandrosteron |—> Adrostenedion

el TN

| Testosteron |—>—»| Estradiol |<—>| Estron |

2f-, 6p-, 15p-hydroxytestosteron | | Dihydrotestosteron | —>| Androgen receptor |

Obr. 16 Metabolicka draha testosteronu

V tomto genu je zejména prozkoumdn SNP nachdzejici se v jeho promotoru
(rs743572), ale zatim neni zcela potvrzena jeho souvislost se zvySenym rizikem
onemocnéni karcinomem prostaty, prestoZze nékteré prace piedlozily 1 vysledky ukazujici

na vztah tohoto polymorfismu s vy$§im tumorovym stagingem a gradingem 2,
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3.3.2.2 Gen CYP3A4

Gen CYP3A4 lezi v lokalité chromozomu 7q22.1, je dlouhy 27kbp a zahrnuje 13
exontl. Jeho proteinovy produkt je Cyp3A4 (cytochrom P450, rodina 3, podrodina A,
polypeptid 4), ktery obsahuje 502 aminokyselin, je lokalizovdan v membrané
endoplazmatického retikula a v jeho aminokyselinové sekvenci se kromé& jinych oblasti
naléza i p53 vazebny motiv. Je exprimovén zejména v jatrech a ddle pak v prostaté, prsu a
tenkém 1 tlustém stfevu. M4 Sirokou substratovou specifitu a je zodpovédny za oxidaci
mnoha 1€kt a strukturdlné rozdilnych latek, jako jsou steroidy, mastné kyseliny a
xenobiotika. M4 diileZitou roli v oxidaci testosteronu a estrogenu. MuZe byt indukovan
mnoha ldtkami jako napiiklad 1éky, pesticidy nebo karcinogeny, coz vede k vysokym
hladindm tohoto proteinu v jatrech a dalSich organech 143

Produktem oxidace testosteronu timto enzymem je 23-, 6B-, 15p-hydroxytestosteron,
ktery je mén¢ biologicky aktivni neZ testosteron (Obr. 16). Mutace v CYP3A4 genu miZe
zpusobit sniZenou schopnost oxidace testosteronu a jeho ndslednou intracelularni pfeménu
na mnohem vice biologicky aktivni formu dihydrotestosteron. Tato latka je hlavni
androgenni hormon, ktery se ucastni regulace rastu prostaty a tudiZz muze dojit k
tumoréznimu ristu '+,

V genu CYP3A4 bylo identifikovano nékolik SNPs, z nichz nejvice
prozkoumanym je SNP v oblasti -392 (rs2740574). PtestoZe u tohoto polymorfismu byla v
karcinomu prostaty pozorovadna souvislost s vy$§im gradingem a stagingem tumoru, neni

) . Mex e foa . 143-145
jeho role v tumorogenezi prostaty jesté definitivné prokdzana .

3.3.2.3 Gen SRD5A2

Gen SRDS5A2 lezi v oblasti chromozomu 2p23.1, je dlouhy piiblizné¢ 56kbp a
obsahuje 5 exond. Jeho proteinovy produkt Srd5A2 (steroidni 5-o-reduktiza typu 2) se
sklddda z 254 aminokyselin a je to dulezity reguldtor aktivity androgent. Katalyzuje
irreverzibilni redukci testosteronu na biologicky aktivnéjSi prostaticky androgen
dihydrotestosteron (DHT), ktery se vdZe na androgen receptor (AR) s 5x vySsi afinitou nez
testosteron (Obr. 16). Komplex DHT-AR transaktivuje fadu gent jejichZ exprese vede k
vyvoji a rlstu prostaty. Navic bylo zjisténo, Ze DHT miZe aktivovat bunécnou proliferaci
prostrednictvim estrogen receptoru o bez ptemény na estrogeny. Srd5A2 je exprimovan v

jatrech, prostaté, nadvarleti a pravdépodobné 1 prsu 146-148,
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V genu SRDS5A2 bylo studovdno nékolik genetickych variaci, ale nejvice
prozkoumany jsou dva SNP - V89L (rs523349) a A49T (rs9282858) a jeden TA
dinukleotidovy repeatovy polymorfismus v 3'nepieklddané oblasti. U vSech ti{ variaci
existuji prace popisujici vztah k riziku nebo agresivit€¢ karcinomu prostaty, ale také prace
tuto asociaci nepotvrzujici '**'*. Nicméné se zd4, 7e pokud existuje n&jakd spojitost mezi
polymorfismy v genech metabolické drihy testosteronu a karcinomem prostaty, gen

SRD5A2 je jednim z hlavnich kandidatd na piitomnost téchto polymorfismii.

3.4 Analyzy molekularnich markeri u nadorovych onemocnéni

3.4.1 Molekularni markery

3.4.1.1 Somatické DNA variace

DNA variace vyskytujici se v nddorovych tkdnich zahrnuji fadu rtiznych typti DNA
zmén od velkych chromozomdlnich pfestaveb Ccitajicich az desitky Mbp, které jsou
zachytitelné pouze cytogenetickymi metodami, pies alelické delece postihujici nékolik
sousednich genli, malé delece a inzerce nebo jednonukleotidové substituce aZ po
epigenetické zmény jako napiiklad metylace promotoru. JelikoZ se v naSich vyzkumech
nezabyvame cytogenetickymi technikami a postupy pro identifikaci metylaci, zamétim se
dale pouze na metody odhalujici alelické ztraty a jedno nebo né€kolikanukleotidové mutace
(substituce, inzerce a delece).

Alelické ztrity pozorované u tumor supresorovych gent jsou delece o rozsahu az
nckolik stovek kbp, které mohou postihnout i sousedni geny, neziidka také tumor
supresorové (napitklad DCC a DPC na chromozomu 18q21). Byvaji pozorovany v
kombinaci s bodovou mutaci nebo s dalsi ztratou na druhé alele genu a vysledkem je pak
ztrata funkce proteinového produktu. Mutace typu substituce, inserce nebo delece
zpusobujici defekt proteinu a nasledny vznik onemocnéni se mohou vyskytovat v riznych
Castech genu: v upstrem regulacni oblasti, kde mohou mit za nésledek potlaceni, sniZeni
nebo zvySeni exprese, v exonech, kde piimo ovliviiuji aminokyselinové slozeni
proteinového produktu a v intronech, kde mohou mit vliv na sestiih RNA a tedy i

vyslednou aminokyselinovou sekvenci proteinu. Vzhledem vSak k tomu, Ze intronové
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oblasti byvaji dlouhé az n€kolik desitek kbp, zamé&ruji se béZné mutacni analyzy zpravidla

pouze na exony a ptilehlé oblasti do 100bp 150

3.4.1.2 Polymorfismy

Nejcastéji vySetfovanymi polymorfismy v souvislosti s nddorovym onemocnénim
byvaji SNPs (viz kapitola 3.3.1) nebo STR (short tandem repeat) a VNTR (variable
number tandem repeat) markery. Jde o vrozené DNA variace nachézejici se po celé délce
DNA. SNP jsou jednonukleotidové substituce u nichz se v populaci nachdzi pouze dva
typy alel zatimco STR a VNTR jsou opakujici se kratké sekvence, jejichZ pocet miiZe byt

o o 137
rizny .

3.4.2 Typy a charakter vzorku

Typy vzorkd, které jsou k dispozici pro vySetieni DNA mutaci, mohou byt rizné. U
solidnich tumorti to byva nejcastéji zmrazend tkan ziskand peroperativné nebo bioticka
tkan, naptiklad z tlustého stieva pfi koloskopii, z plic pfi bronchoskopii, ze slinivky pfi
ERCP endoskopii (endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie) nebo z mocového
méchyte pfi cystoskopii. Vytézky i kvalita DNA izolované z takovych typi vzorkil byva
vétSinou dobrd a zcela dostacujici pro ndsledné analyzy. Spole¢nym rysem vzorkd nddort
vzhledem k analyze somatickych mutaci je jejich heterogenita z hlediska typu bunék
(nddorové/nenddorové) a typu mutaci. To mlze pfedstavovat problém, jelikoZ piimés
nenddorovych bun€k maskuje zachyt mutaci obzvlasteé v ptipadech, kdy nenddorové burniky
ve vzorku pfevazuji a pouZzitd detekéni metoda nemd dostate¢nou citlivost. Pfedev§im u
bioptickych vzorka pak byva podil zdravé tkdné dosti zna¢ny a n€kdy vzorek nddorovou
tkan dokonce neobsahuje vibec. Spravny odbér tkdan¢ pro néslednou analyzu zavisi
zejména na schopnostech a zkuSenostech odbornika provadé¢jiciho biopsii nebo resekci.
Pritomnost nddorovych bun€k s rliznymi mutacemi opét sniZuje jejich zdchyt a navic
stéZuje interpretaci vysledki, kdy neni zcela jasné, zda se jednd o jeden klon bun¢k s vice
mutacemi nebo o vice klont.

Podrobnéjsi charakterizaci vzorku umoZziuji preparity ve form¢ parafinovych
blocki, kde Ize nejprve ptritomnost nddorovych bunék ovéfit histologickym vySetfenim

nebo ve form¢ bunécnych ndtérd na mikroskopickém skli¢ku, které mohou byt nejprve
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vySetfeny cytologicky (Obr. 17). V obou piipadech lze navic pouZit specidlni techniku
laserové mikrodisekce, pti které jsou v prepardtech pod mikroskopem vybrany konkrétni
oblasti (nddorové buiiky, jejich shluky nebo jiné ¢asti nddorové tkdné) a ty jsou pak
pomoci laserového paprsku vynaty pro dal$i analyzu. Dalsi vyhodou téchto archivovanych
preparati je moznost dlouhodobého uchovavani pro pozdéjsi opakovand vySetfeni. U
téchto preparati je ponc¢kud komplikovanéjsi izolace genetického materidlu. DNA
izolovand z parafinovych blocki je vlivem fixace tkdné¢ pomoci roztoku formaldehydu
degradovand a i ptes dostatek bunék jsou pak vytézky nizké a DNA je fragmentovdna na
useky s délkou krat$i nez 500bp. Bunécné natery na sklickdch naopak Casto obsahuji malo
bunék, navic byvaji zality do akrylatové pryskyfice, jejiz odstranéni je slozité a také

zhor§uje kvalitu DNA '

a

Obr. 17 Archivované vzorky: a - mikroskopické sklicko barvené roztokem Giemsy, b - parafinovy
blocek

U vysSetieni v souvislosti s nddorovym onemocnénim byva analyzovina také DNA
z krve, zpravidla pfi analyzich polymorfisml nebo jako srovndvaci kontrola k analyzdm
somatickych mutaci z nddorové tkdné. Izolace z krve je bezproblémova, ziskand DNA
byva kvalitni a v dostatecném mnozZstvi, vyZaduje pouze odbér do protisrazlivého roztoku

a jeji nasledné uchovavani pii teploté -20°C.

3.4.3 Metody vySetiovani molekularnich markeri u nadorovych onemocnéni

Existuje fada metod pro vySetfovani genovych variaci a jejich vybér zavisi na
riznych faktorech jako je persondlni a pfistrojové vybaveni laboratote, pocet a typ vzorki,
charakter detekované variace a v neposledni fad¢ také finan¢ni prostiedky. Tyto metody
mohou byt zaloZeny na rdznych principech od klasického sekvenovani, pies PCR

amplifikaci s naslednou separaci fragmenti na zdkladé rliznych parametrii (délka,
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konformace, denaturacni teplota atd.) aZ po postupy zalozené na specifické hybridizaci. V
posledni dobé je pii vybéru metody zejména kladen diraz na jeji vysokou citlivost
(vySetfovani somatickych mutaci), specifitu a kapacitu neboli througput (genotypovani
SNPs).

NiZe uvadim nékolik metod pro detekci mutaci, alelickych ztrdt a SNPs, které byly
pouzity v predklddanych publikacich. VSechny metody pouZzité v této praci jsou zaloZené
na PCR amplifikaci vybraného tseku DNA a jeho nasledné elektroforetické analyze.
Nékteré metody zahrnuji jest€ mezikrok jako je sekvenacni reakce nebo restrik¢ni Stépeni.
PCR amplifikace je =zacilena na vybrané exony tumor supresorovych genli a
protoonkogent s pfedpokladanym vyskytem somatickych mutaci a na kédujici i nekédujici
oblasti DNA, kde se nachdzeji zkoumané jednonukleotidové polymorfismy nebo STR
markery. Vysledné PCR produkty jsou analyzovdny pomoci gelové nebo kapildrni

elektroforézy.

3.4.3.1 Kapildrni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis - CE) je dobie zavedend metoda
pro elektromigracni separaci Sirokého spektra latek véetné DNA molekul. Separace DNA v
automatizovanych CE pfistrojich probihd v kapilafe o vnitinim priméru 50-100 um a délce
30-80 cm. Kapilary jsou pfed kaZzdou analyzou plnény gelem rozpuSténym v
elektroforetickém pufru. Vzorek DNA je ddvkovédn do kapildry plisobenim elektrického
pole a separace probihd na zdklad¢ rozdilu ve velikosti nebo konformaci DNA fragmenti
pod vysokym napétim (5-30 kV, 200-1000 V/cm). Separované fragmenty jsou detekovany
za pouziti laserem indukované fluorescence pii jejich prichodu detektorem na konci
kapilary. Ziskand data jsou sbirdna a uchovdvdna v pocitaci a ndsledné vyhodnocena
pomoci piislusného programu. V dnesni dobé existuji CE pfistroje pro analyzu DNA od
¢tyf vyznamnych vyrobcii: GE Healthcare (diive Amersham Biosciences), Applied
Biosystems, Beckman a Spectrumedix, z nichZ nejvice rozsitené jsou piistroje MegaBACE
a ABI PRISM od prvnich dvou vyrobct (Obr. 18). Riizné typy pfistroji se lisi zejména
vlastnostmi kapildr (pramér, délka, vnitini povrch), jejich poctem (1, 4, 8, 16, 48, 96, 192
nebo 384), vlastnostmi gelu (porozita, viskozita, denatura¢ni vlastnosti), moZzZnosti
automatického davkovani (interni autosampler, externi davkovaci robot nebo Zadné),

teplotnim rozpétim (18-60°C) a zpisobem detekce (skenujici nebo prosvécujici). Pro
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vysokokapacitni analyzy &itajici stovky vzorkl a desitky analyzovanych oblasti (markerti)

jsou vhodné piistroje s vy$sim poctem kapildr (96 nebo 384) a automatickym davkovanim
151-156

Obr. 18 Genetické analyzatory: a - MegaBACE 1000 (GE Healthcare) s automatickym
davkovacem Caddy (Watrex), b - ABI PRISM 3100 (Applied Biosciences)

3.4.3.2 Restrikcni analyza

Restrikéni analyza je metoda zalozend na specifickém Stépeni PCR fragmentu
endonukledzou a ndslednou elektroforetickou analyzou produktl St€peni. Endonukledza je
zvolena tak, aby Stépila v misté substituce (mutace nebo SNP), pokud se zde vyskytuje
detekovana baze. Pfitomnost substituce na jedné nebo obou aleldch je pak zjistovana podle
toho, zda enzym rozstépil fragment a v jaké mife (zda cely vzorek - homozygot nebo jeho
polovinu - heterozygot). Standardn¢ je pro analyzu restrikéni smési pouzivdna horizontalni
gelova elektroforéza, ale je moZno aplikovat i CE, pokud je jeden z primert fluorescen¢né
znaden *°.

Hlavni vyhody této metody v kombinaci s gelovou elektroforézou jsou nizké
ndklady, jednoduchy postup a nendroCnost na piistrojové vybaveni. Nevyhody jsou
nemoznost detekce nezndmé mutace, nizka citlivost (metodu Ize pouZzit pifedevSim pro
detekci vrozenych mutaci a SNP), ndroky na vySsi koncentraci PCR produktu a mozné
nezddouci vlivy pfi Stépeni zkreslujici vysledek (napiiklad metylace DNA a charakter
sekvence sniZujici efektivitu Stépeni, hvézdickovd aktivita enzymu vede k nespecifickému
Stépeni). DalSim negativem je to, Ze ne vzdy existuje endonukledza specificky Stépici

zkoumanou oblast a proto metodu nelze pouzit ve vSech ptipadech.
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Tuto metodu jsme pouzili pfi screeningu né€kolika SNP v projektu karcinomu

prostaty, které nebylo mozno diky denaturacnim vlastnostem analyzovat pomoci CGCE.

3.4.3.3 DNA sekvenovdni podle Sangera

DNA sekvenovani podle Sangera je zdkladni metodou pro detekci zndmych i
nezndmych mutaci nebo jednonukleotidovych polymorfismii. Tato metoda byla vyvinuta
jiz v roce 1974 Fredem Sangerem pro urCovdni sekvence nukleotidi v DNA. Je
zaloZena na DNA polymeracni reakci s jednim primerem a PCR fragmentem nebo
plazmidem jako templdatem za pouziti smési deoxyribonukleosidtrifosfati (dANTP) a
dideoxyribonukleosidtrifosfati (ddNTP). Jakmile jsou ddNTP zabudovédny do sekvence,
zabraniuji navdzdni dal§tho nukleotidu z divodu chybéjici volné OH skupiny a tedy
nemoznosti vytvoreni fosfodiesterové vazby. Fragment je tim ukoncen, polymerdza se
uvolni a zaCne syntetizovat novy fragment. Fragmenty rtznych délek pokryvajicich
postupné celou velikost ptivodniho templatu, jsou ndsledné elektroforeticky separovany.
Adaptace na CE vyZaduje fluorescen¢ni znaeni jednotlivych ddNTP (kazdy ze Ctyt jinou
flurescen¢ni znackou) a sekvence je pak zpracovana a odectena pomoci specidlniho ¢teciho

programu BLITIE (Opr. 19).
a b

Obr. 19 Priklady vysledkt sekvenovani: a - Uplnd zaména A—G, b - ¢aste¢nd zaména C—T

Vyhodou sekvenovani je piima identifikace mutace. Nevyhodami jsou pomérné
vysoké nédklady, slozity postup, nutnost vysstho mnozstvi PCR produktu a nizka citlivost,
jelikoZz pti kone¢ném cteni byvaji fragmenty odpovidajici mutované sekvenci zastinény
fragmenty bez mutace 159,

Sekvenovéni jsme vyuZili pii identifikaci nalezenych nezndmych mutaci, ale pouze
v téch pfipadech, kdy pomér mutované a nemutované DNA byl v&tsi nez cca 30%. Dadle
jsme tuto metodu pouzili pfi hleddni vzorkl obsahujicich vybrany jednonukleotidovy

polymorfismus pro ucely piipravy standardli u vzorkll pacientl s karcinomem prostaty.
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3.4.3.4 Fragmentacni analyza

Fragmentac¢ni analyza se pouzivd pro déleni DNA fragmenti (nejcastéji PCR
produktli) na zdkladé¢ jejich délky. Pfi pouziti CE je tieba jejich znaceni fluorescencni
znackou nebo interkala¢nim c¢inidlem (napi. Sybr Greenem), Casta je také jejich denaturace
na jednofetézcové molekuly, aby bcéhem elektroforézy nedochédzelo k nespecifickym
interakcim komplement s nepifiznivym vlivem na separaci. Déle je nezbytné piidat ke
vzorku velikostni standard (smés fragmenti o zndmych velikostech), ktery je také
fluorescencné znaceny, ovSem jinou znackou neZz vzorek a diky nému je pak moZno po
zpracovani vysledkil srovndnim migrac¢ni polohy urcit velikosti jednotlivych fragmentd.
Tato metoda se pouzivad pro detekci deleci nebo inzerci o rozsahu maximdlné nckolika

desitek nukleotidd (Obr. 20) nebo pii uréovani LOH (viz dale) °'5*.

velikost 257bp = mutantni DNA
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Obr. 20 Priklad vysledku fragmenta¢ni analyzy smési normdlni a mutované (s 15bp deleci) DNA

Vyhodou této metody je jeji univerzalnost, jednoduché piiprava vzorku i samotna
analyza. Nevyhodou je nutnost znaceni fragmentli a ddle nemoZnost pouZiti na mutace
typu substituce.

Fragmentacni analyzu jsme vyuZili pfi detekci dele¢nich mutaci v genu EGFR v
projektu karcinomu plic a pii analyze alelickych ztrat pomoci LOH ve vzorcich slinivky a

mocového méchyre.
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3.4.3.5 Loss of heterozygosity

Loss of heterozygosity (LOH) neboli ztrita heterozygozity je metoda specidlné
urcend k detekci alelickych ztrat. VyuZzivaji se pfi ni markery typu STR, které se nachédzeji
v blizkosti nebo pfimo uvnitf zkoumané alely. Tyto markery jsou nejprve pomoci PCR
amplifikovany z templdatové DNA izolované z krve pacienta a podrobeny fragmentacni
analyze. Ty, ve kterych je pacient heterozygotni (vykazuji dva piky), jsou vybrany pro
PCR amplifikaci z templatové DNA izolované ze zkoumaného vzorku nidoru a opét
analyzovany pomoci fragmentacni analyzy. Nakonec se sleduje, zda pomér intenzit
jednotlivych pikii daného markeru u krve a vzorku nddoru je stejny. Pokud ano, ke ztrité
heterozygozity a tudiZ ani alelické deleci nedoSlo. V ptipadé vSak, Ze je pomér odliSny
(nachdzi se mimo interval (0,6;1,67)) nebo dokonce jeden z pikii u vzorku nadoru chybi,

jednd se o LOH a tedy i alelickou ztratu (Obr. 21).
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Obr. 21 Ptiklad vysledku LOH analyzy: a - ¢aste¢na ztréta alely, b - Gplnd ztéta alely

Jde o pomérné jednoduchou metodu, kterd ma ovSem nékolik limitaci. Prvni z nich
je to, Ze pro jednoznacné potvrzeni LOH je tfeba zaznamenat zménu pomérl intenzit u
vice STR markerti najednou (doporucuji se minimdlné tfi). Vzhledem k tomu, Ze pro
vySetieni lze pouZit pouze markery, ve kterych je pacient heterozygotni, byva ¢asto nutné
analyzovat velké mnozstvi STR markeri a to je pomérn¢ ndkladné. Druhd limitace metody
je v pozadavku na geneticky homogenni vzorek. Vyrazny podil zdravé tkdné nebo vice
naddorovych klonil s rozdilnym genetickym profilem piitomnych v analyzovaném vzorku
muze vést k faleSné negativnimu vysledku, kdy zména poméru piku neni dostate¢nd pro

LOH. Tento problém cdastecné tesi pouziti laserové mikrodisekce, pti které jsou vybrany

pouze nadorové buiiky, podobné jako v ptipad¢ detekce mutaci (viz kap. 3.4.2).
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3.4.3.6 TGCE

TGCE (Temperature Gradient Capillary Electrophoresis) je metoda pro analyzu

PR oz P . - 160
znamych 1 hledani nezndmych bodovych mutaci

. Princip metody je zaloZen na separaci
heteroduplexti neboli parii nekomplementérnich bazi mezi dvémi fetézci DNA lisicimi se v
jednom nukleotidu (zdravd DNA a DNA s mutaci). Heteroduplexy se vytvoii denaturaci
dvojtetézcovych molekul DNA na jednofetézcové a jejich pomalou reasociaci, pii které
dochdzi ke vzniku jak piavodnich "zdravych" a mutantnich dvojfetézcovych DNA

(obsahuji homoduplexy) tak i k jejich kombinacim (obsahuji heteroduplexy) (Obr. 22).

AT GC A C nT
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Obr. 22 Tvorba heteroduplexti pro TGCE analyzu
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K separaci takto vzniklych DNA molekul pak dochdzi v disledku rozdila v jejich
denatura¢nich teplotich. Pfi CE za postupné se zvysujici teploty se dvoufetézcové
fragmenty rozeviraji nejprve v misté heteroduplexu a ndsledné v celém zbytku fragmentu a
tato postupnd denaturace zpusobi jejich postupné zbrzd'ovani v pibchu elektroforézy. K
denaturaci nakonec dojde i u fragmenti obsahujicich homoduplexy, ale azZ po dosaZeni
vyssi teploty, tudiZ jsou zbrzd'ovany pozdéji a tak dochdzi k jejich separaci od molekul s
heteroduplexy. Denaturace pfitom zdvisi na sekvenci v misté heteroduplexu nebo
homoduplexu a v jeho nejbliZSim okoli a tak jsou separovédny i jednotlivé fragmenty s
heteroduplexy a homoduplexy mezi sebou. U vzorku obsahujiciho zdravou 1 mutovanou
DNA jsou pak typickym vysledkem ctyfi piky (2 piky pro fragmenty s heteroduplexy a 2
piky pro fragmenty s homoduplexy) (Obr. 23). U vzorku bez mutace je vysledkem pouze
jeden pik. Aby béhem separace nedoslo k dplnému oddéleni obou fetézci, které by znacné
zhorSilo vysledek analyzy, byva jeden z PCR primera prodlouzeny o 40ti nukleotidovou
sekvenci sklddajici se z G a C bazi (tzv. GC clamp) zajist'ujici diky své vysoké denaturacni

teploté permanentni dvojietézcovy stav molekuly v oblasti tohoto GC clampu .
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Obr. 23 Separace heteroduplextt pomoci TGCE analyzy

Metoda separace homo- a heteroduplexti za ¢astecné denaturace byla plivodné
vypracovand pro gelovou elektroforézu v polyakrylamidovém gelu a nazvana denaturaéni
gradientova gelova elektroforéza (DGGE). Postupna denaturace fragmentli byla zajiSténa
denatura¢nim c¢inidlem (mocovinou nebo formaldehydem), jehoZ koncentrace se podél
gelu zvySovala. Pozdéji byla metoda adaptovand pro CE s teplotni denaturaci (TGCE) 15,

Pro d¢inngjsi separaci fragmentl, zejména pak téch, jejichZ denaturacni teplota je
velmi podobnd, jsme pouZili misto postupné se zvysujici teploty jeji cyklovani a tuto
metodu nazvali CGCE (Cycling gradient capillary electrophoresis). Klicovym faktorem pfi
této analyze je zvolend teplota. Ta se nejprve orienta¢né stanovi na zdkladé teoretického
vypoctu denaturac¢nich teplot v oblasti homoduplexi u zdravé a u mutované DNA
molekuly. Cyklovani se pak nastavi v rozsahu + 1°C od této teploty s frekvenci 1x za 1
minutu a provede se zkuSebni analyza se vzorkem obsahujicim danou mutaci (tzv.
mutaénim standardem). Pro dosaZeni uplné separace vSech Ctyf pikd je pak teplota
piipadné upravena. Bylo zjisténo, Ze pokud u daného fragmentu pii ur€ité teploté dochédzi k
separaci pfi pifitomnosti jedné mutace, lze pak pfi stejnych teplotnich podminkéich
separovat jakoukoli jinou mutaci nachdzejici se v takovém fragmentu. Znamena to tedy, Ze
po optimalizaci podminek pro zndimou mutaci je pak mozno detekovat jakoukoliv dalsi.

Tato metoda ma nékolik vyhod. Je to zejména vysoka citlivost, kdy je mozné
odhalit mutaci, ktera je pfitomna, ve smeési se zdravou DNA v zastoupeni menSim nez 10
%, dale moznost detekce 1 nezndmé mutace nebo vice mutaci najednou a jednoduché
vyhodnoceni i1 samotnd piiprava vzorku pro analyzu. Nevyhodou je nutnost
fluorescencniho znaceni PCR produktl (nejcastéji pomoci jednoho z primerti), nemoZnost
piimé identifikace nezndmé mutace a kratka analyzovana oblast (velikost PCR produktt je

vétSinou maximdlné 200 bp), kterd nemusi vZdy pokryt cely exon.
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CGCE jsme pouzili ve vSech uvedenych projektech, zejména pii detekci
somatickych mutaci ve tkdnich kolorekta, slinivky a plic, ale také pifi genotypovani

jednonukleotidovych polymorfismi u pacientd s karcinomem prostaty.

3.4.3.7 SSCP

SSCP (Single Strand Conformation polymorphism) je dal$i z metod pro detekci
znamych i nezndmych mutaci. Spociva v elektroforetické separaci ndhodnych klubek DNA
fragmentii zaloZené na jejich rozdilnych konformacich v dasledku drobnych odchylek v
sekundarni struktufe zpisobenych pifitomnou mutaci. Klubka se utvoii po teplotni

denaturaci dvojietézcové DNA a jejim nédsledném prudkém ochlazeni (Obr. 24).

»wild-type* mutant ssWit1 sSWi ssMut1 ssMut
teplotni
denaturace
+ e
rychlé
AT ch ochlazeni LA T G
*  »
Obr. 24 Tvorba konformaci jednotetézcovych DNA pro SSCP analyzu

Metoda SSCP byla vyvinuta pfed vice nez 15 lety o1 pro polyakrylamidovou
gelovou elektroforézu, ale dnes je kombinovana predevsim s kapilarni elektroforézou (CE-
SSCP). Jde o jednoduchou a rychlou techniku pro detekci mutaci s nizkymi naklady '**. Pfi
CE-SSCP je pouzivdna fluorescencni detekce, pfi které je znaceni DNA zajisténo
interkalacnim cCinidlem, které vSak neumoziuje rozliSit ssSDNA komplementarni fetézce,
inkorporaci znacenych nukleotidii pfi PCR amplifikaci anebo pouZitim znacenych primert.
V piipadé¢, Ze je pti PCR amplifikaci kazdy z primert znacen jinou fluorescen¢ni znackou,
je pak mozno rozliSit komplementarni DNA fetézce, kdy vzorek ze zdravé tkdn¢ vykazuje

dva piky zatimco z nddoru obsahujiciho zdravou i mutovanou DNA piky Ctyfi 136 (Obr. 25).
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Obr. 25 Separace jednofetézcovych DNA pomoci SSCP anal)’/zy

Pti SSCP-CE ma n¢kolik faktord vyznamny vliv na vyslednou separaci. KliCovym
z nich je separacni teplota, kterd je optimalni v rozmezi 15 - 25°C v zdvislosti na dalSich
paramatrech jako je sekvence DNA, slozeni gelu nebo pufru. Bylo zjisténo, Ze pro rizné
mutace v rdmci jednoho PCR fragmentu miZou existovat riizné optimdlni teploty, pfi
kterych dochazi k separaci mutovanych a nemutovanych klubek DNA. Dal$imi faktory
jsou sloZeni gelu (ktery nesmi obsahovat denatura¢ni ¢inidlo a mé¢l by mit nizs{ viskozitu) a
vlastnosti pufru (napft. nizZ$i pH nebo piitomnost glycerolu) 5L

Vyhodou této metody je snadnd pfiprava vzorkl a jiZ zminovand detekce i
nezndmych mutaci. Nevyhodou je nutnost znaceni fragmentd a ponékud komplikované
vyhodnoceni vysledkl s komplikovanou interpretaci.

Tuto metodu jsme pouzili pii detekci somatickych mutaci v genu CDKN2A ve
vzorcich slinivky a to pfedev§im z toho divodu, Ze zkoumané PCR fragmenty by pro

CGCE vykazovaly piili§ vysokou teoretickou denaturacni teplotu (>57°C), kterd neni

dosazitelnd na pouzivaném genetickém analyzatoru.
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