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a predstavuje piiblizné¢ 17% ze vSech mozkovych nadort. I pfes veskery védecky
pokrok v oblasti neuroonkologie zustava jeho diagnostika velmi slozitd a lécba
nedostate¢né G¢inna. Pti optimalni terapii je median pieziti pacientti s glioblastomem
asi 12 mésici. GBM vznika jako primarni onemocnéni (de novo), ¢i vznika
sekundarné, vyvojem z nizsich stupnii. Pii vyvoji glioblastomu vznikaji a kumuluji se
chromozomalni a genové aberace. Tyto abnormality by mohly byt pouzity jako tzv.
markery, pro zpiesnéni gradu onemocnéni a zaroven tvoii potencidlni cil pro
specifickou (cilenou) terapii. Jednou z moznosti jejich stanoveni je cytogenetické
vySetfeni metodou fluorescen¢ni in situ hybridizace. V praktické casti diplomové
prace byly pfipraveny lokusové specifické sondy pro geny C-myc, N-myc, CCND1
a BCR a centromerické sondy pro chromozomy 8 a 11. Tyto sondy byly zatazeny do
sady sond, které jsou b&zné€ pouzivany v Laboratofi experimentalni mediciny pro
vySetfeni tkanovych fezd pacientt s GBM. V ramci projektu byl u pacientt s GBM
vySetien status chromozomalnich oblasti 1p36.3, 9p21.3, 19q13, gend TP53, EGFR,
RB1, MDM2, C-myc, N-myc, CCND1, BCR achromozomu 7, 8, 10, 11 a 13. Do
projektu byli zafazeni pacienti S diagnézou GBM, ktefi prodélali prvni operaci v letech
2005-2010. V tomto souboru pacienti se nejéastéji vyskytovala amplifikace genu
EGFR (62%), zmnoZeni poctu kopii genu BCR (52%), delece BCR (26%),
amplifikace genu C-myc (47%) a delece v oblasti 9p (31%). Cilem diplomové prace
bylo potvrdit vyznam nalezenych aberaci pro zptfesnéni diagnostiky, prognézu
onemocnéni ¢i predikci 1écby. Piedbézné vysledky naznacuji, Ze nckteré ze
stanovovanych parametrii by mohly mit vyznam piedevs§im na délku pieziti pacientl
(naptiklad se zda, Ze amplifikace genu MDM2 zkracuje dobu pteZiti pacientl), avSak
ziskand data nejsou dosud statisticky dostate¢né vyznamna. Z tohoto divodu bude
V navazujicim projektu stavajici soubor prospektivné doplnén o dalsi pacienty, data
z vysledkd microarray analyz a ziskané tidaje budou korelovany s dal§imi klinickymi

parametry.



SUMMARY

Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most serious cancer type and represent
approx. 17% of all brain tumors. Despite all improvements in neurooncology,
diagnosis remains difficult and treatment is ineffective enough. Median survival time
of GBM treated patiens is 12 months. GBM develops either as a primary disease (de
novo) or it develops secondary from the low grade gliomas. Genetic and chromosomal
aberrations occur and accumulate during GBM development. These abnormalities
could be used as so-called markers to refine grade of disease and as potential target of
specific (targeted) therapy. Fluorescence in situ hybridization (FISH) is one of the
cytogenetic method for determination of these markers. In this diploma thesis, locus-
specific DNA probes for the genes C-myc, N-myc, CCND1, and BCR and centromeric
probes for chromosomes 8 and 11 were constructed. These probes were implied into
the diagnostic set for routine usage in Laboratory of Experimental Medicine for
examination of patient tissue sections of glioblastoma multiforme. Consequently,
cytogenetic aberrations were examined in chromosomal regions 1p36.3, 9p21.3,
19913, genes TP53, EGFR, RB1, MDM2, C-myc, N-myc, CCND1, BCR and
chromosomes 7, 8, 10, 11 and 13 in a group of patients with GBM, who underwent
first surgery in the years 2005-2010. In this group of patients, the most frequent
aberrations were amplification of EGFR gene (62%), increased copy number of BCR
gene (52%), BCR deletions (26%), amplification of C-myc gene (47%) and deletion of
9p (31%). The aim of this project was to confirm importance of cytogenetic
aberrations for the diagnosis, prognosis and therapy prediction. Preliminary results
suggested that some of the determined parameters might be importance for patients
survival (for example, it appears that MDM2 amplification diminishes survival time of
patients) but the obtained data are not statistically significant yet. For this reason, in
the following project, group of patients will be extended for further patients; obtained
data will be supplemented by microarray analysis data and subsequently correlated

with other clinical and laboratory parameters.
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1 UVOD

1.1 Naddory centrdlni nervové soustavy

Nédory centralni nervové soustavy piedstavuji 1-2% vSech nddorovych onemocnéni
(www.linkos.cz, 2011). Mozek je centralni organ, ktery fidi pfimo nebo nepiimo vSechny
télesné funkce. Proto je ochraiovan kosténym obalem (lebkou), vazivovymi obaly
(mozkovymi plenami) a také hematoencefalickou bariérou, kterd k nému propousti jen
urcité latky. Zhoubné i nezhoubné nadory mohou tkan mozku utlacovat a tim pusobit tlak
na okolni zdravou tkan a proto musi byt léCeny. Chirurgickd 1écba byva pravé diky
lokalizaci v CNS komplikovana. Navic hematoencefalicka bariéra nepropousti vétSinu
cytostatik a lé¢iv, coz podstatné snizuje terapeutické moznosti (Keller et Jedlicka, 2005;
Klener, 2002).

Incidence tumort CNS je 4,87 ptipadid/100 000 osob/rok, 5,6 ptipadii/100 000/rok u muzi
a 4,24 ptipadt/100 000/rok u Zen. Z Obr. 1 je patrna vzrustajici incidence a mortalita
Vv uplynulych tficeti letech. Incidence ma 2 vrcholy, jeden u déti do 5 let véku, druhy ve
véku nad 65 let (www.svod.cz, 2011).
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Obr. 1: Incidence a mortalita nadora CNS v &ase.

(www.svod.cz, 2011)



Ptrevaznou vétSinu nddord CNS tvoii nadory se sporadickym (dédicné nepodminénym)
vyskytem. Znadmy jsou i familidrni formy zvySeného vyskytu nddort mozku, jako soucast
nékterych vrozenych syndromu, napiiklad neurofibromatéza 1 a 2, syndrom Li-Fraumeni
nebo Turkotiiv. Roli ve vzniku nadori CNS mohou hrat i specifické genetické
polymorfismy, zejména polymorfismy v genech, podilejicich se na procesu opravy DNA,
metabolismu tumoru a imunitnich funkcich (Bondy et al., 2008; Collins, 2004).

Nadory mohou vznikat jako primarni (pfimo z postizenych orgédnti), ¢i jako sekundarni

(metastazy z jinych organii) (Keller et Jedlicka, 2005).

1.1.1 Déleni nadora CNS

Nadory CNS mohou byt déleny podle riznych kritérii. Podle jejich chovani lze rozdélit
nadory CNS na benigni a maligni. Toto rozd¢€leni je vsak (s vyjimkou détskych nadort
CNS) velmi iluzorni, nebot’ zejména gliomy velmi Casto progreduji a 1 benigni ptipady se
postupem ¢asu vyvinou na maligni. Dal§im zpisobem rozdéleni mize byt déleni podle
mista vzniku na nadory intracerebrarni a extracerebralni (Malec et Suba, 2006).
V soucasné dobé je pouzivano déleni nadorti podle World Health Organization (WHO)
z roku 2007. Podle tohoto jsou neuroepitelialni nadory rozdéleny podle histogenetického
pivodu a podle stupné vyvoje nadoru (grade onemocnéni). Dle histogenetického pivodu

délime nadory CNS na: (Dvotak, 2010)

e Nadory z vyvojové fady glie (astrocytom, oligodendrogliom, ependymom)

e Nadory z vyvojové fady neuroni (meduloblastom, neuroblastom, gangliogliom,
neurocytom)

e Nadory mozkovych plen (meningeom)

e Jiné nadory CNS (napi. adenom hypofyzy, kraniofaryngeom)

1.11.1 Nadory z vyvojové rady glie

Gliomy jsou nejCastéjs§i nadory mozkové tkané. Jednd se o tumory derivujici z glie
(podpurné bunky) (Obr. 2). Nejcastéji jsou odvozeny z astrocyti (astrocytomy), dale
mohou byt odvozeny z oligodendroglii (oligodendrogliomy) a buné¢k ependymu
(ependymomy) (Venter et Thomas, 1991).
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Obr. 2: Typy glialnich bun¢k

1-oligodendroglie, 2-axon neuronu, 3-télo neuronu, 4-myelinova pochva, 5-mikroglie, 6-
astrocyt, 7-synapticka stérbina, 8-krevni céva.

(http://med.stanford.edu, 2011)

Gliomy predstavuji Siroké spektrum néadort, které se 1i$i lokalizaci v CNS, vé&kovou ¢i
genetickou predispozici, zakladnim morfologickym vzhledem, rGstovym potencidlem,
rozsahem invazivniho rastu, sklonem k progresi a klinickym pribéhem. Tato rozdilnost je
dana typem a sekvenci genetickych zmén, které¢ tumor ziskal béhem procesu nadorové

transformace (Némecek et al., 2006).

11111 Astrocytom grade I, 11

Radi se k tzv. gliomiim s nizkym vyvojovym stupném (low grade gliomiim). Manifestuji se
nejcastéji ve stfednim véku. Je-li mozna totdlni resekce, je progndza ptizniva. Rist je
pomaly, zpravidla dobfe ohrani¢eny, vyjimecné infiltrativni do bilé hmoty mozkové. Po
vyjmuti ¢asto recidivuje. Anamnéza je dlouha (roky), typickym pfiznakem jsou epileptické
zachvaty. Behem této doby casto dochazi k transformaci ve vysSi stupenl malignity

(Dvotak, 2010; Klener, 2002; Kozler et al., 2007; Mumenthaler et Mattle, 2001).
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1.1.1.1.2 Anaplasticky astrocytom grade I11

Anamnéza je krat$i nez v piipad¢ astrocytomu grade I (mésice). Prognoza je nejista.
Vykazuje mikroskopickou polymorfii a vyraznou mitotickou aktivitu. Mize metastazovat

likvorem a miize se z né&j vyvinout glioblastom (Dvorak, 2010; Klener, 2002).

1.1.1.1.3 Glioblastom grade IV

Maligni varianta gliomu, ktery vznika ptrevazné u dospélych. Roste velmi rychle,
infiltrativné a je vysoce zhoubny. Projevuje se nejCastéji ve stfednim veku subakutné
vzniklou psychickou zménou, loziskovou symptomatikou nebo epileptickymi zachvaty.
Progndza je velmi neptizniva (tydny), vétSina nemocnych umira do 12 mésicii od prvnich
klinickych ptiznakt. Terapie je chirurgickd, radioterapie a chemoterapie (Dvotak, 2010;

Klener, 2002; Riemenschneider et Reifenberger, 2009).

1.1.1.2 Nadory z vyvojové fady neuront

Mezi nejcastéjs$i typ nadort z této vyvojové fady patfi neuroblastom. Jednd se
0 onemocnéni typické predevS§im pro détsky vek, tvorici 8-10% vSech détskych
nadorovych onemocnéni a v prub&hu prvniho roku Zzivota je nejCastéjSim solidnim
nadorem. Vznika z tkani sympatického nervového systému a nejcastéji se vyskytuje
V nadledvinach. VétSina neuroblastomli je diagnostikovdna do 4 let Zivota. Nador je
biologicky velmi variabilni, mize obsahovat buiiky na rizném stupni vyzravani, nc¢které
tumory mohou velmi prudce proliferovat, jiné mohou 1 spontdnné diferencovat a byt

samovolné organismem eliminovany (Kozler et al., 2007, Mazanek et al., 2008).

1.1.1.3 Nadory mozkovych plen

Mozek a michu obaluji vazivové obaly, tzv. mozkové pleny. Ty jsou tvofeny tfemi
vrstvami vazivové tkané: tvrdd plena (dura mater), kterd tvoii zevni pevny obal a dvé
mékké pleny, omozecnice (pia mater), ktera obaluje mozek a pavucnice (arachnoidea),
ktera se nachazi mezi nimi. Meningeomy jsou relativné cCasté (asi 15% mozkovych

nadorl), manifestuji se pfevazné¢ v dospélosti. Jsou dobfe diferencované s omezenou
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proliferac¢ni aktivitou a invazivitou, proto jsou povazovany za benigni. Pfesto ohrozuji
nemocného na zivoté utlakem okolni zdravé tkané a vznikem nitrolebni hypertenze. Ziidka

se vyskytuji i maligni formy (Dylevsky, 2009; Klener, 2002; Vanéckova et Seidl, 2004).

1.1.1.4 Jiné nadory CNS

Mezi tyto onemocnéni fadime napiiklad:

* Adenom hypofyzy — nadory hypofyzy ptedstavuji asi desetinu nitrolebnich nadora
a jsou vétsinou benigni. Mohou byt hormonalné afunkéni (inaktivni) nebo
funkéni (aktivni). Inaktivni neprodukuji hormony, ale svym rdstem utlacuji
hypofyzu a vznika tzv. hypopituarismus. Adenom muize zpusobovat zrakové
poruchy utlakem zrakového nervu a chiasmatu. Pokud secernuje prolaktin, je
oznacovan jako prolaktinom. Ten u Zen zpusobuje poruchy menstruacniho
cyklu a sterilitu. U muzi piisobi snizeni libida, potence i spermiogeneze. Déle
muze secernovat adrenokortikotropni hormon (ACTH). Tim plsobi tzv.
Cushingovu chorobu. Typickymi piiznaky jsou tzv. cushingoidni obezita,
charakterizovand maximalnim ukladanim tuku v oblasti bficha a obliceje,
S vyraznymi striemi na kazi, tenké koncetiny, svalova ochablost, steroidni
diabetes, zvysSeni krevniho tlaku, poruchy menstrua¢niho cyklu u Zen. Adenom
muze také produkovat ristovy hormon (STH). Jeho pfiznaky zavisi na véku
nemocného jedince, mize to byt gigantismus nebo akromegalie (zvétSeni
nékterych ¢asti téla — napiiklad prsty, nos, jazyk). Dal§imi pfiznaky jsou bolesti
hlavy, u Zen amenorea (Kala, 2007; Klener, 2002; Mumenthaler et Mattle,
2001).

« Kraniofaryngeom — vyskytuje se nejcastéji u déti a mladych osob. Vyrista z epitelu
ducta craniopharingea. Roste pomalu, ohrani¢en¢, utlacuje mozkovou tkan,
muze vyvolat poruchy zorného pole, bitemporalni hemianopsii az oslepnuti
utlakem chiazmatu. Lécba je chirurgickd, ovSem néador je obtizné ptistupny

a obvykle se nepodafi totalni odstranéni (Hartl et al., 1985; Klener, 2002).
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1. Nadory neuroepitelialni tkané

Paragangliom

Astrocytarni nadory

Nadory pinealni oblasti

Pilocyticky astrocytom

Pineocytom

Pilomyxoidni astrocytom

Nador z pinealniho parenchymu se stfedni
diferenciaci

Subependymalni obrovsko-bunéény
astrocytom

Pineoblastom

Pleomorfni xanthoastrocytom

Papilarni nador pineélni oblasti

Difuzni astrocytom

Embryonalni nadory

Fibrilarni astrocytom

Meduloblastom

Gemistocytarni astrocytom

Desmoplasticky/modulédrni meduloblastom

Protoplazmicky astrocytom

Meduloblastom s extensit nodularity

Anaplasticky astrocytom

Anaplasticky meduloblastom

Glioblastom Velkobunéény meduloblastom
Obrovsko bunéény glioblastom CNS primitivni neuroektodermalni nador
Gliosarkom CNS neuroblastom

Gliomatosis cerebri

CNS ganglioneuroblastom

Oligodendroglialni nadory

Meduloepiteliom

Oligodendrogliom

Ependymoblastom

Anaplasticky oligodendrogliom

Atypicky teratoidni/rhabdoidni nador

Oligoastrocytarni nadory

2. Nadory kranidlnich a paraspinalnich
nervi

Oligoastrocytom

Schwannom (neurilemmom, neurinom)

Anaplasticky oligoastrocytom

Celularni

Ependymalni nadory Plexiformni
Subependymom Melanoticky
Myxopapilarni ependymom Neurofibrom
Ependymom Plexiformni
Celulérni Perineuriom
Papilarni Perineuriom, NOS
,clear cell* Maligni perineuriom
Tanycyticky MPNST s mezenchymalni diferenciaci
Nadory choroidilniho plexu Melanoticky MPNST
Papilom MPNST s glandularni diferenciaci
Atypicky papilom 3. Nadory meningialni tkané
Karcinom Meningotelialni nadory
Jiné neuroepitelidlni nadory Meningeom
Astroblastom Meningotelialni
Chordoidni gliom tfeti komory Fibrilarni (fibroblasticky)
Angiocentricky gliom SmiSeny
Neuronidlni a smiSené neuronalné-glidlni Psamomato6zni
nadory
Dysplasticky gangliocytom mozecku Angiomatozni
Desmoplasticky infantilni gangliogliom Mikrocysticky
Dysembryoplasticky neuroepitelialni nador Sekretoricky
Gangliocytom Lymfoplazmaticky
Gangliogliom Metaplasticky
Anaplasticky gangliogliom ,clear cell”
Centralni neurocytom Atypicky
Extraventrikuldrni neurocytom Papiléarni
Cerebelarni liponeurocytom Rhabdoidni

Papilarni glioneuronalni nador

Anaplasticky (maligni)

Glioneuronalni nador IV. komory

Mezenchymalni nadory
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Lipom Maligni melanom

Angiolipom Meningialni melanomatéza

Hibernom Jiné nadory spojené s meningeami
Liposarkom Hemangioblastom

Solitarni fibrozni nador 4. Lymfomy a hemopoetické nadory
Fibrosarkom Maligni lymfom

Maligni fibrozni Plazmocytom

Leiomyom Granularni sarkom

Leiomyosarkom 5. Nadory germinativnich bunék
Rhabdomyom Germiom

Rhabdomyosarkm Embryonalni karcinom

Chondrom Nador zloutkového vacku
Chondrosarkom Choriokarcinom

Osteom Teratom

Osteosarkom Zraly

Osteochondrom Nezraly

Hemangiom Teratom s maligni transformaci
Epitelidlni hemangioendoteliom SmiSeny nador

Hemangiopericytom 6. Nadory selarni oblasti
Anaplasticky hemangiopericitom Kraniofaryngeom

Angisarkom Adamantinomatdzni

Kaposiho sarkom Papilarni

Ewingliv sarkom-PNET Nador granularnich bunék

Primarni melanocytické nadory Pituicytom

Difiizni melandza Vietenobunécny onkocytom adenohypofyzy
Melancytom 7. Metastatické nadory

Tab. 3: Klasifikace nadort centralni nervové soustavy podle WHO 2007.
(Luis et al., 2007)

1.1.2 Obecné priznaky

Mozkové nadory se manifestuji Sirokym spektrem ptiznaka, od bolesti hlavy az po
psychické zmény osobnosti nemocného. Neurologicky nalez je dan lokalizaci nadoru,
biologickou povahou (rychlost riistu nadoru) a smérem Sifeni, popfipadé¢ druhotnymi
zménami v nadorové tkani (edém, krvaceni do nadoru, hydrocefalus aj). Pfiznaky mizeme
rozdélit na celkové a lozZiskové. Celkové ptiznaky jsou zplsobeny syndromem nitrolebni
hypertenze a patii sem napiiklad bolesti hlavy, zvraceni, zavraté, bradykardie nebo
oligurie. Podkladem vzniku nitrolebni hypertenze je rtst nadoru v uzaviené oblasti a vznik
mozkového edému. LoZiskové pfiznaky (zanikové a iritacni) vznikaji utlaenim nebo
poskozenim tkén¢ rostoucim néadorem, v jejichz dusledku dojde k vypadku funkce této
¢asti mozku, naptiklad poruchy hybnosti, zraku, fe¢i aj. az po poruchy chovani — tzv.

prefrontdlni syndrom a zmény osobnosti nemocného (Casta je agresivita nebo naopak
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apatie, poruchy paméti). Mezi tyto patii také naptiklad epileptické zachvaty. Jsou Castym
pfiznakem a mohou byt v rozsahu od mirnych zaskubii az po silné zaskuby vSech koncetin
doprovazené poruchami védomi (Ehler, 2006; Némecek et al., 2010; www.linkos.cz,
2011).

1.1.3 Diagnostika

Pro spravnou lécbu nadoru CNS je dulezité nadorovou tkan, co nejlépe charakterizovat
a klasifikovat (Collins, 2004).

Podezieni na mozkovy nador mize pfinést peclivda anamnéza a neurologické vysetieni.
V diferencialni diagnostice je dulezité odlisit nadory od chronického subduralniho
hematomu, abscesu, nékdy i encefalitidy. Nezastupitelnou Glohu pii diagnostice, stanoveni
rozsahu resekce a pooperacnim sledovani maji zobrazovaci techniky. V prvni fad€ jsou to
magnetickd rezonance (MR) a pocitatova tomografie (CT). Pii vyzkumnych ucelech lze
pouzit pozitronovou emisni tomografii (PET) (Obr. 4) nebo jednofotonovou emisni

pocitatovou tomografii (SPECT) (Frappaz et al., 2003; Hartl et al., 1985).

Obr. 4: Zobrazeni glioblastomu multiforme pomoci pozitronové emisni tomografie.

(www.mayoclinic.org, 2011)
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Dal8imi pomocnymi vySetiovacimi metodami mtize byt vySetfeni ocniho pozadi, vySetfeni
EEG (elektroencefalogram) a vysetieni likvoru (Klener, 2002).

Pro definitivni diagnozu je dulezity odbér (biopsie) podezielé tkané a jeji histologické
vysetieni. Histologickd diagnostika se neprovadi pouze v ptipadech, pokud by odbérem
tkan¢ mohlo dojit k neimérnym komplikacim. Pfi imunohistochemickém vySetfeni mohou
byt pouzity napf. cytoskeletdlni markery nebo antigeny specifické pro aktivni fazi
bunééného cyklu. Imunocytochemické metody jsou ale pro klasifikaci nedostate¢né,
protoze vyzaduji antigen typicky exprimovany nadorovou buiikkou. Antigeny, které by
jednozna¢né identifikovaly rizné podtypy nadort, vSak neexistuji (Collins, 2004;
Némecek et al., 2010; www.linkos.cz, 2011).

V uplynulych letech identifikovaly vyzkumy mnoho cytogenetickych a molekularné-
genetickych aberaci, které mohou pomoci pfi klasifikaci gliomt, zvlasté v ptipadech, kdy
neni mozné presvédCivé histologické zarazeni. Nekteré markery slouzi i1 pii klinickém
hodnoceni, jsou to zejména hypermetylace MGMT promotoru u GBM a delece
chromozomalnich oblasti 1p a 19q u pacientli s oligodendroglidlnimi tumory. Kromé
geneticky vyznamnych zmén je prognosticky vyznamna i mira exprese jednotlivych gent.
Vhodnou metodou pro odhaleni zmén genové exprese je cDNA microarray (Ohgaki et
Kleihues, 2005; Riemenschneider et Reifenberger, 2009).

1.1.4 Terapie

1.1.4.1 Chirurgicka l1é¢ba

Chirurgické odstranéni nddoru je nejpouzivanéj$im zpisobem lécby. U velké skupiny
pacientd s nadory mozku ovSem chirurgickou resekci nelze provést (vzhledem k jejich
anatomické lokalizaci &i rozsahu). Casto je moZnid pouze biopsie nadoru za uéelem
laboratorni diagnostiky nadoru. Pfi chirurgické 1é€bé dochazi k odebrani nadorové masy,
coz vede k ovlivnéni kinetiky zbylych nadorovych bunék, které tak piechazi z klidové faze
GO do bunécného cyklu a stavaji se citlivéjsimi knasledné terapii. Chirurgicky
zakrok i U dobfe pristupnych nadord byva doprovazen celou fadou pooperacnich
komplikaci, pacienti mohou napiiklad ztracet schopnost ¢ist, psat, mluvit a mohou byt
ovlivnény i dal$i mozkové funkce. Rekonvalescence byva velmi naro¢na a pacienti Casto

nebyvaji plné schopni se vratit do ptredchoziho zptsobu zivota. Chirurgicka 1éCba byva
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doplnovana naslednou adjuvantni terapii. Kritérii pro chirurgické feseni jsou predevsim
vék pacienta a jeho celkovy zdravotni stav (Frappaz et al., 2003; Kala, 1998; Klener,
2002).

1.1.4.2 Radioterapie

U inoperabilnich nadort se pouziva jako metoda prvni volby. Po chirurgickém odstranéni
nadoru je vyuzivana jako adjuvantni 1éCba. Nejcastéji se pouziva kobaltovy ozatova¢ nebo
vysokoenergeticky urychlova¢ zareni. Maligni gliomy jsou pomémé citlivé na radiacni
terapii, coz mize byt zplsobeno malym mnozstvim glutationinu, ktery obsahuji cévy
v mozkovych nadorech. Nizka hladina glutationinu vede k poSkozeni cév zafenim
s naslednou trombozou a ischemickou nekrézou nadorové tkané (Kala, 1998; Klener,

2002).

1.1.4.3 Chemoterapie

Do mozku prochazeji pouze lipofilni latky (napf. derivaty nitrosomoc¢oviny, prokarbazin,
temozolomid) a malé neiontové molekuly s molekulovou hmotnosti do 200 (napft. 5-
fluorouracil), proto je chemoterapie omezena. Dalsi piekazkou je zména tlakového
gradientu mezi kapildrami a extravaskularnim prostorem, coZ je zplsobeno nitrolebni
hypertenzi. V1iv ma jisté i biologicka povaha nadoru (malé ristova frakce). OvSem i pies
tato omezeni ma chemoterapie u pacienti s nadory CNS prokazatelny vliv na 1é€ebnou
odpovéd a na dobu pfeziti. NejrozSifenéjSi formou je monoterapie (derivaty
nitrosomoc¢oviny - karmustin, lomustin; prokarbazin; cisplatina). U agresivnéjsich forem je
ucinnéj$i kombinovana chemoterapie. K paliativni 1é¢bé inoperabilnich nadorii 1ze pouzit
radioterapii nebo chemoterapii, v optimalnim pfipad¢ jejich kombinaci. Kromé celkové
chemoterapie lze u pacientl s rekurentnimi nadory rovnéz pouzit lokalni chemoterapii bis-
chloronitrosureou (Karmustin, BCNU) (Frappaz et al., 2003; Kala, 1998; Klener, 2002;
Zhang et al., 2006).
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1.1.4.4 Specificka 1écba

V soucasné dob¢ se na riznych tGrovnich preklinického nebo klinického zkouseni testuje
pouziti novych postupti a aplikace cilenych IéCiv. Patifi sem naptiklad inhibitory
angiogeneze, inhibitory receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR), inhibitory
rastovych faktord nebo polyamint, dale také fotodynamicka terapie, imunoterapie nebo
genova terapie. I pies rozsahly vyzkum vsSak ziistavaji moznosti pouziti téchto latek velmi

omezené (Klener, 2002; Schor, 2009).

1.1.5 Prognostické faktory

Vyzkum je v souCasné¢ dobé¢ zaméfen na identifikaci a pochopeni tumorovych markeri
nebo charakteristik pacientti, které maji vliv na preziti a odpovéd’ na 1é¢bu. Ke klasickym
prognostickym faktorim patii histologicky typ a grade onemocnéni, v€k pacienta, rozsah
resekce, lokalizace tumoru, citlivost na radioterapii a chemoterapii (Bondy et al., 2008).
Nové vyzkumy se zaméfuji na genetické zmény ¢i zmény v expresnim profilu nadoru, jako
na mozné prediktivné-prognostické markery. Napt. kombinovana ztrata chromozomu 1p
a 19q je ptiznivy prognosticky faktor u pacientit s oligodendrogliomy (Felsberg et al.,
2004; Smith et al., 2000). Naopak amplifikace EGFR byva ve studiich popisovana ve
spojeni S krat§im piezitim u pacient s glioblastoma multiforme (GBM) (Shinojima et al.,
2003; Simmons et al., 2001). Methylace promotoru MGMT genu u pacienti s GBM je
dobrym prediktivnim markerem pro 1écbu temozolomidem (Bondy et al., 2008; Hegi et al.,
2005; Stupp et al., 2005).

1.2 Glioblastom grade 1V (glioblastoma mutliforme, GBM)

1.2.1 Charakteristika

Glioblastomy grade 1V jsou nejagresivnéj$im typem gliomu a piedstavuji 17% ze vSech
mozkovych nadort a 54% ze vSech gliomii. Vyskyt u muza je Castéjs$i, v porovnani

s zenami v poméru 1,36:1 (CBTRUS 2010; Kala, 1998).
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GBM roste velmi rychle, infiltrativn€ a je vysoce zhoubny. Zacina se projevovat nejcastéji
ve stfednim véku, subakutné vzniklou psychickou zménou, loziskovou symptomatikou
nebo epileptickymi zachvaty, objevuji se poruchy rovnovahy, amnesticka nebo senzoricka
faticka porucha a minimalni hemiparéza. GBM miize byt mnohocetny, metastazovat
likvorovymi cestami do jinych ¢asti CNS, vyjimecné i do jinych ¢asti téla (Dvorak, 2010;
Kozler et al., 2007; Mumenthaler et Mattle, 2001).

Dle zptisobu vzniku Ize glioblastomy rozdé¢lit na primarni a sekundarni (Obr. 5).

Primarni glioblastom - také oznacovany jako de novo glioblastom — se manifestuje rychle,
bez klinicky, radiologicky nebo morfologicky dokumentované maligni prekurzorové 1éze.
Vznika nejcastéji u starSich pacientt (55-60 let). Jedna se o vétSinu piipadi GBM (80%)
(Kleihues et Cavenee, 2000; Kraus et al., 2001; Ohgaki et Kleihues, 2005).

Sekundérni glioblastom - vznikd pomalou progresi z pre-existujiciho gliomu nizsiho gradu.
Doba progrese z low grade astrocytomu do GBM je zna¢né variabilni (od nékolika mésict
az po 10 let). Typicky vznik4 u mladSich pacientl (mén¢ nez 45 let), s mirnéjsi prevahou

u muza (Kleihues et Cavenee, 2000; Kraus et al., 2001; Ohgaki et Kleihues, 2005).

P

Low-grade astrocytom
TP53 mutace (59%)

WHO grade Il

Anaplasticky astrocytom

/" TP53 mutace (53%)

WHO grade lll

Primarni glioblastom Sekundarni glioblastom
LOH 10q (70%)

EGFR amplifikace (36%)
p16INK4 delece (31%) p16INK4 delece (19%)
TP53 mutace (28%) TP53 mutace (65%)
PTEN mutace (25%) PTEN mutace (4%)

WHO grade IV WHO grade IV

LOH 10q (63%)
EGFR amplifikace (8%)

Obr. 5: Genetické zmény zahrnuté v evoluci GBM.
(Upraveno podle Ohgaki et Kleihues, 2007)
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Bohuzel, i ptes soucasné pokroky v neuroonkologii, patii nadale tato skupina onemocnéni
sekundarnim glioblastomem. Ob¢ skupiny jsou od sebe histologicky obtizn¢ rozeznatelné,
vykazuji ovSem jiné genetické alterace a vyskytuji se u jinych vékovych skupin pacientt.
Pfestoze jsou povazované za dvé rozdilnd onemocnéni, progndéza je u obou velmi
nepiiznivd, vétS§ina nemocnych umird do nékolika tydni az mésici od diagnozy.
U pacientli dochazi k rychlé progresi nemoci navzdory multimodalni agresivni 1écbé.
Median preziti je méné nez 1 rok po diagnoze. Nicméné€, v obou skupindch pacientl se
vyskytuji izolované piipady, s dobou pfeziti vyrazné vyssi nez jeden rok. Pochopeni
podstaty téchto pfipadli mtize napomoci ke zlepSeni progndzy, ale predevsim nasmeérovat
vyzkum na vyvoj vhodné biologické 1é¢by (Burger et Green, 1985; Dvotak, 2010; Godard
et al., 2003; Ohgaki et Kleihues, 2005; Riemenschneider et Reifenberger, 2009).

Histologicka charakteristika glioblastomu zahrnuje extrémni bunéénou dediferenciaci,
mikroskopicky ndpadnou bunécnost, builky jsou prevazné vietenaté a charakteristicky
palisddovité fazené v okoli nekrdz. Bunky jsou velké s velkymi, nepravidelné lalo¢natymi
jadry. Typicka je vysoka mitoticka aktivita, bunéna pleomorfie, jaderna atypie, cévni
trombozy, mikrovaskularni proliferace a nekroza tkané (Dvotak, 2010; Némecek et al.,
2006).

Néador byva prednostné umistén v mozkovych hemisférach. Uvadi se, Ze pfiblizné 43%
glioblastomi je lokalizovano ve frontalnim laloku, 28% v temporalnim, 25% v parietalnim

a 3% Vv okcipitalnim laloku (Némecek et al., 2006; Simpson et al., 1993).

1.2.2 Terapie

1.2.2.1 Klasické pristupy

V¢ek, predoperacni funkéni status a rozsah tumoru jsou prognostické faktory pro celkové
preziti a preziti bez znamek progrese. Pacienti ve vysokém véku, s ko-morbiditami, se
Spatnym funk¢énim statusem, slézemi ve funkcnich oblastech mozku umistnénymi
multifokalné a/nebo v centralné lokalizovanych zoénach, nemaji moznost optimalniho
chirurgického odstranéni, protoZze by mohlo dojit k trvalému pooperacnimu funkénimu

zhorSeni. V tomto pripadé nasleduje paliativni radioterapie a/nebo chemoterapie. Pokud lze
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nador odstranit, mize po operaci nasledovat adjuvantni radioterapie nebo chemoterapie,
optimaln¢ v kombinaci. U GBM se pouzivad adjuvantni konkomitantni chemoradioterapie
s temozolomidem. U pacienti s glioblastomem je chirurgicka resekce spojena s del$im
prezitim, jak u mladS$ich, tak i u starSich. Pooperacni radioterapie ma piiznivy vliv na
celkové preziti a pieziti bez progrese. Chemoterapie s latkami na bazi nitrosourei jako
dopln¢k pooperacni radioterapie zvySuje median pieziti o 2 mésice (Filippini et al., 2008;

Frappaz et al., 2003; www.linkos.cz, 2011).

1.2.2.2 Moderni experimentalni pristupy

I pfes mohutny rozvoj prediktivni onkologie zistavaji nadory CNS velmi obtizné
lécitelnou skupinou onkologickych onemocnéni. Existuje jen velmi malo prediktivnich
markert, na zdkladé kterych by byla provadéna rutinni 1écba. Z tohoto diivodu se hledaji
nové zplisoby a moznosti identifikace takovychto markerii. Navrzené strategie pro zlepSeni
1écby zahrnuji antiangiogenni lé¢iva a latky, ¢i blokujici onkogenni signaliza¢ni dréhy.
Tyto nové latky jsou potitebné 1 z toho diivodu, ze velké procento glioblastoml vykazuje
extrémni rezistenci vii€i klasickym chemoterapeutikim — napt. 69% GBM je rezistentni
vuci paclitaxelu, 75% vuci SN38 ( 7-ethyl-10-hydroxycampotecin) a 38% vuci vincristinu
(Haroun et al., 2002; Schor, 2009). V preklinickych a klinickych zkouskach byly jiz
pouzity nékteré nizkomolekularni inhibitory pfenosu signalu. Uginnost tchto agens
Vv monoterapii byla nizka. OvSem maly soubor pacientli se specifickymi genetickymi
zménami ukazoval pfiznivou klinickou odpoveéd’ k ur€itym inhibitoriim (Sathornsumetee et
Rich, 2006). Resenim nizké uéinnosti mohou byt napf. tzv. mnohocilové inhibitory kinaz
a kombinace agens, zasahujicich rizné mitogenni signélni drahy, které by mohly piekonat
rezistenci tumoru k1écbé pouze s jednim specifickym inhibitorem. V preklinickém
testovani byl napiiklad testovan reverzibilni inhibitor EGFR, erlotinib (Tarceva), avSak
vysledky jsou pomérné kontroverzni (Haas-Kogan et al., 2005; Huang et al., 2007; Raizer
et al., 2010). Dalsimi moznostmi jsou inhibitory antiapoptotické PI3K signalni drahy.
Nelfinavir je inhibitor, ktery inhibuje tuto signalni drahu pies Akt a diky nému jsou bunky

glioblastomu citlivéjsi na radioterapii a k terapii temozolomidem (Jiang et al., 2007).
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Obr. 6: Molekularné genetické aberace a molekularné cilené terapie malignich gliomii.

(Thaker et Pollack, 2009)

Dalsim z cilii jsou rovnéz modulatory apoptdzy. Naptiklad v chemorezistenci gliomt hraje
dilezitou roli Bcl-X.. SniZzeni mnozstvi tohoto proteinu zvySuje vnimavost k apoptoze
indukované paclitaxelem. Kombinace 1é€by pouzivajici Bcl-xL antisense oligonukleotidy
a paclitaxel je slibnou strategii pro zlepSeni klinického vysledku u pacientt s GBM
(Guensberg et al., 2002).

Ve fazi preklinického ¢i v pocatecnich fazich klinického zkouSeni je 1 genova terapie. Pti
této 1écbe¢ jsou do nadorové bunky dodavany tumorsupresorové geny, geny indukujici
apoptdzu, nebo se 1écbou zvysuje imunitni antitumorova odpoveéd’. Jako nosi¢ pro vpraveni
genu do buiky slouzi nejcastéji virovy vektor (retroviry, adenoviry), jednu z moZznosti
predstavuji i neuralni kmenové bufiky, které maji obrovsky migracni potencial (Hosszu et
al., 2006; Klener, 2002). Testovana byla napif. genova terapie s vyuzitim genu pro
thymidinkindzu (TK1), ktery je virovym vektorem dopraven do dé¢licich se bunck. Po
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podani gancykloviru dochédzi kjeho preméné pomoci thymidinkindzy na toxicky
gancyklovir trifosfat, zptisobujici inhibici DNA-polymerdzy a naslednou bunécnou smrt
(Culver et al., 1992). Jako nadéjné se ukazuji transfekce genu pro ligandy receptord smrti
(death receptor ligands) (Ambar et al., 1999), interferony (Eck et al., 2001; Natsume et al.,
2000), interleukiny (Benedetti et al., 2000; Liu et al., 2002). Lécba muze byt také cilena na
adhezi a invazi nadorovych bunck. Jednim z moznych terapeutik je molekula N-CAM
(neural cell adhesion molecule). Po dodani téchto molekul do gliomovych bunék bylo
pozorovano snizeni invazivity (Blaheta et al., 2006).

Utinnost tohoto 1é&ebného postupu je prozatim diskutabilni. Faktem zfistava, Ze se dosud
nepodatilo piekonat hlavni nedostatky genové terapie. Je nutné zvysit u¢innost genové
transfekce tak, aby byly zasazeny vSechny nadorové builky a zaroveii nedochazelo
k zasazeni i okolnich fyziologickych tkani, a zajistit, aby transfekce nebyla reverzibilni
(Curtin et al., 2005; Klener, 2002).

Objev dalsich lé¢ebnych postupli a zptfesnéni diagnézy lze rovnéz ocekavat od novych
technologickych platforem, vyuzivajici microarray (¢ipové) technologie. Pomoci téchto
platforem lze popsat nejenom geneticky profil nadorové bunky (aCGH; microarray
komparativni genomova hybridizace), ale rovnéZz i1 profil expresni (expresni Cipy).
Predpoklada se, Ze tato masivni data ziskana z vysetieni nadori CNS by v budoucnu mohla
najit skupiny markerd, korelujici s prognézou pacientii ¢i predikci 1é¢by anebo ptimo
identifikovat nové terapeutické cile (Kumar et al., 2008).

Pifinos pro 1é€bu nadorit CNS je ocekdvan rovnéz v ramci studie proteomu. Komparativni
proteomika mezi zdravym a malignim stavem muze byt vyuzita k ziskani profilu
charakterizujiciho vyvoj ¢i progresi nadorového onemocnéni. Identifikované proteiny
mohou slouzit jako dulezité prognostické markery nebo mohou byt pouzity jako nové
terapeutické cile. K separaci, identifikaci, charakterizaci a kvantifikaci se pouziva
nejCastéji elektroforéza, hmotnostni spektrometrie (MS), kapalinova chromatografie-
tandem MS, SELDI-TOF (Surface-enhanced Laser Desorption lonization Time-of-flight)
MS a proteinové arrays (Godard et al., 2003; Kumar et al., 2008).

Utinngjsi 1é¢bu miize rovnéz pfinést i lepsi pochopeni epigenetickych zmén, podilejicich
se na vzniku a vyvoji nadoru (Kumar et al., 2008). Prikladem je 1écba alkylacnim agens
temozolomidem u pacienti s hypermetylovanym promotorem MGMT genu. U téchto

vvvvvv

al., 2007; Hegi et al., 2005).
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1.3 Genetické a cytogenetické zmény nachdzené u GBM

Ukolem molekularni genetiky a cytogenetiky je popsat spoustéci mechanismus a proces
karcinogeneze, hledat nové moznosti a cile terapie. Hlubsi pochopeni molekularné
genetickych a genetickych mechanisma a jejich vyznamu v tumorigenezi dovoli 1écbu
nadort specificky zaméfit a upravit 1éCebnou strategii piesné podle biologie jednotlivého
nadoru. Nepostradatelnym pocatecnim krokem je nutnost zpfesnit taxonomii tumorti na
zaklad¢ jejich genetického profilu, resp. identifikace molekularné genetickych zmén
u skupin pacientt se stejnou diagnézou, avsak rozdilné reagujicimi na 1écbu ¢i s odliSnym
biologickym chovénim néadoru. Identifikace téchto skupin povede k lep§imu porozumeéni
biologickych procesii, které tvoti zaklad rozliSeni mezi typem a gradem nadoru
a poskytnou opérny bod pro uréeni role jednotlivych genti v iniciaci a progresi onemocnéni

(Godard et al., 2003; Hosszu et al., 2006; Venter et Thomas, 1991).

U glioblastom@ dochézi ke genetickym a cytogenetickym zmé&nam (Obr. 7). Naptiklad pro
sekundarné vznikly glioblastom je typicka mutace TP53 (az 65% sekundarnich GBM),
doprovazena ztratou chromozomu 10, ptip. 17. Amplifikace EGFR nebyva Casta, zatimco
béZnym jevem jsou piitomnost mutace IDH1, delece na dlouhych ramenech chromozomu
19 a 13 (19q, 13q), hypermetylace promotoru RB1 genu a overexprese PDGFRA (Cerman
et al., 2006; Kleihues et Ohgaki, 1999; Ohgaki et Kleihues, 2005; Riemenschneider et
Reifenberger, 2009; Venter et Thomas, 1991).

Primarni glioblastom se naopak vyznacuje amplifikaci genu EGFR (aZ u 40%), ztratou
chromozomu 10, dile homozygotni deleci CDKN2A a pl14, amplifikaci CDK4, MDM2
nebo MDM4, mutaci RB1 nebo homozygotni deleci a mutaci genu PTEN. Ohgaki et
Kleihues (2005) rovnéz popsali mutaci PTEN, vyskytujici se téméf vyhradné u primarnich
glioblastomi (Cerman et al., 2006; Ohgaki et Kleihues, 2005; Riemenschneider et
Reifenberger, 2009; Venter et Thomas, 1991).
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Obr. 7: Nejcast&jsi genetické zmény ve tfech hlavnich signalnich drahach u glioblastomu.

(Upraveno podle McLendon et al., 2008)

1.3.1 Chromozomalni oblast 9p (LOH 9p)/oblast genu CDKN2A

Delece dlouhého ramene chromozomu 9 postihuje oblast genu CDKN2A (chromozomalni
oblast 9p21), kodujici protein p16. Gen CDKN2A je slozen ze 3 exoni. Protein pl6 je 16
kD vazici, 156 aminokyselin dlouhy, negativni regulator bunééného cyklu. Tento protein je
zapojen do regulace bunécného cyklu. Protein p16 je inhibitor komplexu CDK4/cyklin D.
Vaze se na podjednotku tohoto komplexu cyklin-dependentni kinazu 4 a tim ji znemoznuje
vazbu na cyklin D. Tato vazba inhibuje kindzovou aktivitu enzymu, nedojde k fosforylaci
pRB, nedojde k uvolnéni transkripénich faktorG E2F a ptechodu z faze G1 do faze S.
Alternativnim splicingem vznika protein p14. Protein pl14 je inhibitorem MDM2, ktery
blokuje oznaéeni proteinu p53 ubiquitinem, ktery jej sméfuje do proteazomu k degradaci

(Foulkes et al., 1997). Homozygotni delece genu je popisovana asi ve 40% piipadd
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glioblastomu a byva asociovana s amplifikaci genu EGFR (Ohgaki et Kleihues, 2005;
Schmidt et al., 1994). Delece pl16 je Castéjsi v primarnim glioblastomu (Foulkes et al.,
1997).

Protein pl6 spolu sproteinem pl4 je povazovan za potencialni regulator chemo-
aradiosenzivity u glioml. SniZzena exprese pl6 byva asociovana se zvysSenou citlivosti
k antimetabolickym chemoterapeutickym latkam, ale ne k alkyla¢nim agens, antibiotiktim,
inhibitorim topoizomeraz a antimikrotubularnim latkam (lwadate et al., 2000; Simon et
al., 2006).

1.3.2 Chromozomalni oblast 13q (LOH 13q)/oblast genu RB1

Mezi geny, ovliviigjicich bunéény cyklus patti tumor supresorovy gen RB1, lokalizovany
na chromozomu 13, v oblasti 13q14. Koduje jaderny fosfoprotein (pRB), ktery se podili na
regulaci fady buné¢nych funkci, mezi které patii pribéh bunécného cyklu, diferenciace,
senescence a apoptoza. Je dulezity pro ptechod z G1 do S faze bunécného cyklu pomoci
interakce s transkripénimi faktory z E2F rodiny. Protein RB se béhem bunécéného cyklu
nachazi Vv hyperfosforylovaném nebo hypofosforylovaném stavu, k fosforylaci
a defosforylaci dochazi na serinovych a threoninovych zbytcich, ¢imZ je regulovana
aktivita pRB. V hypofosforylovaném stavu pRB vaze E2F faktory anedochazi tedy
k transkripci cilovych gent. Po fosforylaci, zprostiedkované komplexem D-cyklin/cyklin-
dependentni kinaza 4/6, jsou E2F uvolnény aspousti transkripci gent, které jsou
vyzadovany pro S fazi bunééného cyklu. Inaktivace genu RB1 ¢i zmény v pRB fosforylaci
jsou zapojeny v procesu tumorigeneze (Herschkowitz et al., 2008; Mathivanan et al., 2007;
Rosypal, 2000; Sun et al., 2006; Wu et Maki, 2005).

Inaktiva¢ni mutace genu RB1 se vyskytuje u 5-12% glioblastomi. Vétsina téchto mutaci
ma za nasledek vznik zkraceného pRB proteinu, ktery nevstupuje do jadra. Deaktivacni
metylace promotoru je ¢astéjsi U sekundarnich (43%) nez u primarnich (14%) glioblastoma
(Ohgaki et Kleihues, 2005).

1.3.3 Chromozom 10

Monozomie ¢i ztrata jednoho z ramen chromozomu 10 se vyskytuje v 60-90%
glioblastomi. Pti parcialni deleci jsou nejéastéji deletované tii chromozomalni regiony,

ato 10pl4-pter, 10923-24 a 10g25-qter. V této oblasti se pravdépodobné nachéazi geny
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zodpovédné za piechod nadoru do vyssiho stupné malignity (Cerman et al., 2006; Collins,
1999; Ohgaki et Kleihues, 2005; Rasheed et al., 1999). Jednim z moznych genu
zapojenych v progresi do vyssiho stadia je tumorsupresorovy gen PTEN, lokalizovany
v oblasti 10923.3 (Knobbe et al., 2002). PTEN kéduje 47kD velky, 403 aminokyselin
dlouhy protein s fosfatazovou aktivitou. PTEN je antagonistou fosfoinositol-3-kinazy (PI3-
Kinaza). Jeho substratem je piedevsim fosfolipid fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PI-
3,4,5-P3), ktery PTEN defosforyluje na tfeti pozici. Pfi aktivaci receptori rtstovymi
faktory jej PI3-kinaza vytvati fosforylaci PI-4,5-P,, coz vede k aktivaci Akt signalni drahy
a inhibici apoptézy a stimulaci proliferace. PTEN tak hraje vyznamnou roli v potlaceni
bunécného ristu, inhibici G1/S ptechodu. K inhibici pfechodu do S faze dochazi predevsim
zvySenim exprese inhibitoru cyklin dependentnich kinaz, proteinu p27 (Goberdhan et
Wilson, 2003; Rameh et Cantley, 1999; Yamada et Araki, 2001).

Delece oblasti 10g23, mutace genu PTEN ¢&i epigenetické zmény V tomto regionu byvaji
nalézany ptiblizn¢ u 60 % GBM. U glioblastomt a astrocytomi je delece nebo mutace
v PTEN genu povazovana za negativni prognosticky faktor s krat$i dobou pieziti pacienti
(Koul, 2008; Li et al., 1997; Smith et al., 2001).

1.3.4 Chromozomalni oblast 17p (LOH 17p) / oblast genu TP53

Na chromozomu 17, v oblasti 17p13.1 je lokalizovan tumorsupresorovy gen TP53. Tento
gen je dlouhy 20kb a kdduje 53kD jaderny fosfoprotein — p53, slozeny z 393 aminokyselin
(Miyagami et al., 1998; Ohgaki et Kleihues, 2007).

Protein p53 hraje hlavni roli v odpovédi buniky na poskozeni DNA (Obr. 8). Funguje jako
transkripcni faktor, ktery je exprimovan v piipadé bunécného stresu, napi. pii poskozeni
DNA, a inhibuje bunécnou proliferaci a replikaci ¢i iniciuje DNA opravné procesy. Po
syntéze v cytoplazmé je p53 transportovan do jadra. V nestresovych podminkéch je
transportovan zpét do cytoplazmy, kde dochazi k jeho degradaci prostiednictvim 26S
proteazomu. Pii stresu dochazi k zastaveni exportu a p53 se hromadi v jadie, kde uplatiiuje
své tumor supresorové funkce. Protein p53 indukuje expresi inhibitoru cyklin dependentni
kindzy p21, a tak muze regulovat pifechod z faze G1 do S faze bun&tného cyklu. Jeho
kontrolni aktivita se uplatiiuje rovnéz v G2/M kontrolnim bodé (Lee et al., 2006; Momand
et al., 2005; Ohgaki et Kleihues, 2005; Ranuncolo et al., 2004; Sang et al., 2000).
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regulacni proteiny patii MDM2 a p14 (ARF, alternativni produkt CDKN2A genu). MDM?2
inhibuje transkripéni aktivitu p53, vaze na né&j ubiquitin a tim tento protein uruje
k degradaci (Ranuncolo et al., 2004).

U rady nadort, napiiklad u karcinomu plic (Miller et al., 1992), prsu nebo tlustého stieva
(Nigro et al., 1989), v¢etné glioblastomu je pS3 mutovany nebo deletovany. Nejcastéji se
jedna o bodovou mutaci vedouci k zamén€ aminokyselin v konzervativnim regionu.
Bodova mutace TP53 byvé nalézana piiblizné u 45% glioblastomi. Nejcastéji se jedna
0 zménu kodonu, vedouci k vzniku piedcasného stop kodonu a porucham sestiihu
(splicingu). Protein p53 mize byt deregulovan nejen zménou v expresi (delece, bodova
mutace), ale 1 na Grovni drahy TP53/MDM2/p14. Pti¢inou nefyziologické deregulace je
amplifikace genu MDM2 (u 10% gliomil) ¢i ztrata exprese proteinu pl4 (76% gliomi).
Ztrata chromozomalni oblasti 17p pravdépodobné reprezentuje casnou udalost ve vyvoji
glidlniho tumoru (Chung et Seizinger, 1992; Klener, 2002; Ohgaki et Kleihues, 2005;
Venter et Thomas, 1991).
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Obr. 8: Odpovéd’ p53 na onkogenni aktivaci, poSkozeni DNA a chemoterapii.
(Upraveno podle Bullock et Fersht, 2001)

MDM2 (murine double minute 2) onkogen je lokalizovany na chromozomu 12, v oblasti
12913-q14. Gen MDM2 kéduje protein slozeny ze 491 aminokyselin, ktery ptisobi jako E3

vvvvvv

supresorové proteiny p53 a pRB. MDM2 ptidava molekuly ubiquitinu na lysinové zbytky
proteinu p53. Takto oznafeny p53 je exportovan do cytoplazmy a degradovan v 26S
proteozému. Timto MDM2 negativné reguluje apoptoézu zprostiedkovanou p53. Kromé
toho se mize MDM?2 piimo vazat na N-konec transaktivaéni domény p53, a tak muize
inhibovat jeho transkrip¢ni aktivitu. K nadmérné inaktivaci p53 prostiednictvim MDM?2

dochazi v mnoha lidskych nadorech, MDM2 je tedy povazovan za potencialni terapeuticky
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cil, jehoz inaktivaci by tumor supresorova aktivita p53 mohla byt v téchto nadorech znovu
obnovena (Han et al., 2008; Momand et al., 2005; Ohgaki et Kleihues, 2005).

Amplifikace MDM2 je pfitomna v méné nez 10% glioblastomu. Naproti tomu overexprese
byla pozorovana asi v 50% primdrnich glioblastomii (v mén€ nez 10% sekundérnich

glioblastomii) (Ohgaki et Kleihues,2005).

1.3.6 Gen EGFR

Gen EGFR (HER-1; erbB-1; receptor pro epidermalni rustovy faktor) je lokalizovan na
chromozomu 7, v oblasti 7p12 a jeho velikost je 186 kb. Koduje 170 kD transmembranovy
protein EGFR, ktery je jednim ze ¢tyi zndmych ¢lent erbB rodiny (HER1, HER2, HER3
a HER4) tyrozinkinazovych receptort. Tyto receptory se skladaji z extracelularni domény,
kterd slouzi pro vazbu ligandu, transmembranové lipofilni domény a intracelularni,
cytoplazmatické domény s tyrozinkinazovou aktivitou. Pfirozenym aktiva¢nim ligandem
tohoto receptoru je naptiklad epidermalni rastovy faktor (EGF), transformujici ristovy
faktor alfa (TGFa), ,,heparin-binding EGF-like* rustovy faktor (HB-EGF) (Fenstermaker
et Ciesielski, 2007; Liang et al., 2008; Sirak et al., 2008; Yu et al., 2002).

EGFR hraje dulezitou roli v regulaci bunécného cyklu, bunééné proliferace, diferenciace
a bunééného prezivani epidermalnich tkani. Receptor je aktivovan vazbou ligandu, po
které dochéazi k homodimerizaci nebo k heterodimerizaci EGFR s jinym ze ¢lent erbB
rodiny. Po dimerizaci dochazi Kk autofosforylaci tyrozinovych zbytki na C-konci
intracelularni tyrozinkindzové domény. Fosforylace spousti intracelularni signalni dréhy,
napiiklad Ras/Raf/MAPK a PI3K/Akt drahy (Obr. 9) (Lee et al., 2006; Sirak et al., 2008;
Yu et al., 2002).
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Obr. 9: Signalni drahy spusténé aktivovanym receptorem a jejich vliv na chovani bunky.

(www.bio-itworld.com, 2011)

Exprese EGFR je pfisn€ regulovana, zvySeni aktivity mlZe vést k progresi buné¢ného
cyklu, urychleni bunééné proliferace, nadorového ristu, diferenciace a angiogeneze,
snizeni citlivosti nadorovych bunék k cytotoxické 1é¢bé a radioterapii. Mechanismy,
zvySyjici aktivitu EGFR jsou overexprese genu, zvySend aktivace receptoru zvySenou
koncentraci ligandu, amplifikace EGFR, aktivaéni mutace nebo ztrata intracelularnich
regulaénich mechanizmu (Sirak et al., 2008).

Amplifikace EGFR je u glioblastomi ¢asto doprovazena ztratou chromozomu 10 a deleci
genu CDKN2A na chromozomu 9 (Cerman et al., 2006; Chung et Seizinger, 1992). Dalsi
Castou aberaci EGFR genu je jeho aktivatni mutace, kdy je vytvaren zkraceny produkt
EGFRvVIII. Tato aberace vede ke konstitutivni aktivaci receptoru i bez pfitomnosti ligandu
(Huang et al., 2007; Ohgaki et Kleihues, 2005; Schor, 2009). EGFR amplifikace se
vyskytuje az u 40-50% primarnich GBM (Chung et Seizinger, 1992; Ohgaki et Kleihues
2005; Schor, 2009). Nadory s abnormalni expresi EGFR jsou charakterizovany zvySenou
agresivitou onemocnéni, hor§im prezitim, rozvojem vzdalenych metastaz, hor§im stupném
nadorové diferenciace a sniZzenou citlivosti k cytotoxické 1é¢b¢ a radioterapii (Sirak et al.,

2008). Rovnéz kolektiv autori Schlegel et al. (1994) prokazali, ze doba do rekurence
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glioblastomu je u pacienti s EGFR amplifikaci vyznamn¢ krat$i nez u pacient bez této
alterace. Piitomnost amplifikace a nadmérné exprese EGFR vSak otevirda moznost 1é¢by
nizkomolekularnimi inhibitory EGFR (napt. gefitinib, erlotinib), které se k 1é¢b¢ nékterych

solidnich nadoru jiZ v rutinni praxi pouzivaji (Haas-Kogan et al., 2005).

1.3.7 Geny PDGF/R

Geny pro PDGF (Platelet-derived growth factor, destiC¢kovy rdstovy faktor) a PDGFR
(receptor pro desti¢kovy rustovy faktor) jsou lokalizované na riznych chromozomech. Gen
PDGFRA je lokalizovan v chromozomalni oblasti 4q12, PDGFRB v 5q33.1, PDGFA
v 7p22, PDGFB v 22q13.1, PDGFC v 4g32, PDGFD v 11g22.3 (Andrae et al., 2008).
PDGF je dimer polypeptidovych fetézci A, B, C a D. Mohou vytvaiet heterodimer
(PDGF-AB) nebo homodimery (PDGF-AA, BB, CC, DD). Receptory pro tento rustovy
faktor zname dva, a to PDGFR-0 a —f. PDGFR-a vaze fetézce A, B, C, PDGFR-PB vaze
fettzce B a D. PDGF-B je exprimovan hlavné v buitkich cévniho endotelu,
megakaryocytech a neuronech; A a C v epitelialnich a svalovych bunkach a neuronalnich
progenitorech; D ve fibroblastech. PDGFR-a i —p je exprimovan mezenchymalnimi
bunkami (Andrae et al., 2008; Li et al., 2007).

PDGF hraji klicovou roli béhem vyvoje, ale jejich podil na normélnich fyziologickych
funkcich neni zatim zcela objasnén. Pfi vyvoji maji vliv na spravnou angiogenezi,
alveologenezi, morfogenezi klkii a vlasi, vyvoj varlat a spermatogenezi,
oligodendrogliogenezi a glomerulogenezi. ZvySena aktivita je spojovana s nékterymi
chorobami a patologickymi podminkami. Nemoci, ve kterych je PDGF zapleten Ize
rozdélit do tii skupin: nadory, cévni onemocnéni, fibrozy (Andrae et al., 2008).

Vazba ligandu k receptoru vede k dimerizaci, ktera spousti rizné signalni drahy. Pfi
dimerizaci dochazi k autofosforylaci receptoru na tyrozinovych zbytcich intracelularni
domény. Tim je aktivovana kinaza, ktera dale fosforyluje ptislusny substrat. PDGF spousti
napt. Ras/MAPK, PI3K a PLC-y signalni drdhu. Tyto drédhy hraji roli v mnoha bunéénych
odpovédich. MAPK drahou je spousténa genova transkripce, vedouci ke stimulaci
bunétného déleni, diferenciace a migrace. Pii aktivaci PI3K dradhy je podporovana
reorganizace aktinovych filament, bunéné déleni a inhibovana apoptéza. PLC-y aktivace
vede k mobilizaci bun&éného Ca®* a aktivaci protein kindzy-C (PKC), kterd podporuje
bunééné déleni a motilitu (Li et al., 2007).
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Nadorové buiky se vyznacuji nezavislosti na rastovych signalech. Je pravdépodobné, ze
nadory (véetné gliomt) tuto vlastnost ziskavaji prostfednictvim autokrinni stimulace ristu,
ktera zahrnuje PDGF-B/PDGFR-p signalizaci. Tato autokrinni stimulace ma
pravdépodobné vliv i na invazivitu a metastazovani epitelialnich nadord (Andrae et al.,
2008; Li et al., 2007).

U PDGF/R byly popsany alterace, které vedou k overexpresi nebo zméné funkce genového
produktu v nadorové bunce. Je to amplifikace, translokace (pii které se gen pro ristovy
faktor dostane pod kontrolu promotoru genu pro kolagen typu 1 u fibroblasti kize a je
spolu s kolagenem 1 exprimovan kontinualn€) nebo aktivacni mutace. Amplifikace
PDGFRA se vyskytuje az u 65% GBM (Andrae et al., 2008; Hui et al., 2001; Ruano et al.,
2006).

Inhibitory PDGFR signaliza¢ni drahy, jako naptiklad imatinib, by mohly pfinést novou
lé¢ebnou strategii pro high-grade gliomy (Newton, 2003). Dalsi moznosti terapie jsou

neutralizaéni protilatky proti ligandiim a receptorim (Andrae et al., 2008).

1.3.8 Gen IDH1

Gen IDH1 je lokalizovany na chromozomu 2, v oblasti 2933. Koduje NADP*-dependentni
izocitrat  dehydrogenazu 1, ktera se nachazi v cytoplazme, peroxizomech
a endoplazmatickém retikulu. Enzym IDH1 katalyzuje oxidativni dekarboxylaci izocitratu
na o-ketoglutarat (aKG), pii které dochazi k produkci NADPH (Bleeker et al., 2010;
Reitman et al., 2010). Produkce NADPH je nutna pro regeneraci redukovaného glutationu,
ktery funguje v sav€ich buiikach jako antioxidant a podporuje rezistenci k apoptoze. Jeho
snizené mnozstvi v buiice vede k oxidativnimu stresu, ktery zpusobuje poskozeni DNA
a indukuje apoptézu (Bleeker et al., 2010). Dalsim dasledkem IDH1 mutace je ziskani
neomorfické enzymatické aktivity, kdy je oKG redukovan na R(-)-2-hydroxyglutarat
(2ZHG). Tato enzymatickd aktivita se muze podilet na vyvoji narodu. oKG inhibuje
degradaci transkripéniho faktoru HIF-la (Hypoxia Inducible Factor-1a) (Reitman et al.,
2010), zapojeného v progresi tumoru (Sharma, 2008). Soucasné dochazi k akumulaci 2HG,
ktera pravdépodobné vede ke zvyseni urovné oxidativniho stresu v mutantnich nddorovych
bunikach (Labussiere et al., 2010).
Mutace IDHI1 jsou detekovany u riznych typl gliomi, pfedevSim u low-grade gliomil
a sekundarnich glioblastomu (70-80%) (Balss et al., 2008; Ichimura et al., 2009; Yan et
al., 2009). Typickou mutaci IDH1 u glioma je R132H mutace (az 90% ze vSech mutaci)
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(Reitman et al., 2010). Mutace IDH1 jsou u jinych nadord vzacné. Jedna specificka mutace
(R132C) byla nalezena u nadoru tlustého stieva (Sjoblom et al., 2006). Mutace IDH1je
nachazena také u akutni myeloidni leukemie (Mardis et al., 2009). V nadorech prsu, plic,
kolorekta nebo melanomu nebyla mutace IDH1 nalezena (Bleeker et al., 2009).

Mutace, postihujici gen pro izocitrdt dehydrogenazu 2 (IDH2), kterd je lokalizovana
vV mitochondriich, byly popsany u gliomu, ale v nizsi frekvenci (Hartmann et al., 2009;
Yan et al., 2009).

1.3.9 Gen C-myc

Gen C-myc (lidsky homolog genu v-myc pta¢i myelocytomatozy) je lokalizovan
v chromozomalni oblasti 8q24.12-q24.13. Patfi do rodiny Myc onkogenti, spole¢n¢ s geny
B-myc, L-myc, N-myc a S-myc. Neoplasticky potencial byl prokdzan pouze u C-myc, L-
myc a N-myc (Gardner et al., 2002).

Hlavni produkt genu C-myc je 439 aminokyselin dlouhy, 64 kDa vazici protein. Pti
forma oznaCovand jako MycS. Protein C-myc je transkripéni faktor, regulujici genovou
expresi (Gardner et al., 2002).

C-myc obsahuje tzv. Myc boxy. Jsou to konzervované sekvence, nachazejici se i u blizce
ptibuznych proteiniit N-myc a L-myc. Tyto N-terminalni domény jsou oznacované jako
transaktivacni a tvofi je 140 aminokyselin. C-terminalni oblast obsahuje dimeriza¢ni motiv
bohaty na bazické aminokyseliny. Pomoci tohoto takzvaného leucinového zipu (leucine
zipper) helix-loop-helix (HLH LZ) dochazi k homotypické nebo heterotypické dimerizaci
S jinym proteinem, obsahujicim HLH LZ. Dimerizacnim partnerem C-myc proteinu je
protein Max nebo Mad (Obr. 10) (Dang, 1999; Gardner et al., 2002; Fernandez et al.,
2003).
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Obr. 10: Struktura C-myc (Cerveny) proteinu v komplexu s proteinem Max (modry). Oba
proteiny jsou navazany na DNA.

(www.creative-biomart.com, 2011)

Exprese C-myc je v normalnich bunkach ptisné¢ regulovana prostiednictvim externich
signalll (rastové faktory, kontakt s extraceluldrni matrix) a bunécného cyklu. Jeho exprese
je potlacena signaly inhibujicimi rist. Buniky v klidové fazi exprimuji na rozdil od délicich
se bunék pouze malé mnozstvi C-myc. Po stimulaci klidové buiikky pomoci rastovych
signalli vyrazné vzroste exprese C-myc a ta pretrvava v bunce do rozdé€leni na klidové
dcefiné bunky. Abnormalni a ektopicka overexprese C-myc Vv buiikach aktivuje ochrannou
signalni drdhu vedouci k apoptéze. To je mozné napiiklad prostfednictvim indukce
p19/p14 a ARF/IMDM2/p53-dependentni drahy nebo aktivaci receptort smrti (Dang, 1999;
Nesbit et al., 1999; Wang et al., 2008).

C-myc se podili na ptechodu z klidové GO faze do G1 a z faze G1 do S. Zpusoby, kterymi
se podili na fizeni bunécného cyklu, jsou rizné. Vétsina studii je zaméfena na vliv proteinu
C-myc na regulaéni proteiny, které se na téchto prechodech podileji. Témi jsou cyklin-
dependentni kinazy (CDK), cykliny a inhibitory cyklin dependentnich kinaz (CKI). C-myc
je zapojen Vv indukci transkripce genu pro cyklin D1 a D2, cyklin E, CDK4 a fosfatazu
cdc25A (Dang, 1999; Gardner et al., 2002).
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V nadorovych bunkach je gen C-myc exprimovan nefyziologicky. To je nasledkem
ruznych genetickych aberaci. Deregulovand exprese ma vyznamnou ulohu v procesu
vyvoje tumoru (Gardner et al., 2002).

Aktivace genu C-myc, ktera se podili na vyvoji tumoru, je mozna n¢kolika mechanismy. Je
to naptiklad chromozomalni translokace. Typickym ptipadem je translokace u Burkittova
lymfomu, kdy se gen pro C-myc dostane pod regulaci promotoru pro imunoglobuliny. Ty
jsou v B-lymfocytech kontinualné transkribovany a spolu s nimi dochazi k transkripci i C-
myc genu. Dalsi moznosti je genova amplifikace, zvySujici pocet kopii genu a tim i jeho
expresi. Jinou moznosti je odstranéni 3'UTR destabilizujici sekvence (zvySena zivotnost
MRNA), inzerce retroviri do pftilehlé oblasti k Myc lokusu (exprese fizend virovymi
regulaénimi sekvencemi), stabilizace Myc proteinu prostiednictvim Ras nebo bodova
mutace (pfedevS§im v transaktivaéni doméné, vedouci ke zvySeni Zivotnosti proteinu)
(Gardner et al., 2002).

Amplifikace a overexprese C-myc je nalézana u ruznych tumori, vcetné¢ karcinomu
prostaty (Jenkins et al., 1997), prsu (Chrzan et al., 2001) a tlustého stieva (Yang et al.,
1996). Dale je C-myc amplifikovany nebo overexprimovany u glioblastoma
a meningeomu (Chung et Seizinger, 1992).

U glioml koreluje C-myc exprese sgradem onemocnéni. Nizka exprese je nalézana
u grade I a II, naopak u grade IIl a IV je exprese vysoka (Herms et al., 1999; Wang et al.,
2008).

1.3.10 Gen N-myc

N-myc je onkogen lokalizovany na chromozomu 2, v oblasti 2p24, pattici do rodiny Myc
transkripénich faktort. Produkt N-myc genu je jaderny protein s 38% shodou
v aminokyselinovém slozeni s C-myc. Signalni draha aktivovana prostfednictvim N-myc,
vedouci k bunécné proliferaci a progresi nadoru je pouze ¢astecné objasnéna (Hashimoto et
al., 1989; Matthay, 2001).

N-myc tidi bunécnou proliferaci nebo vede bunku do apoptdzy. PoruSeni apoptotické
signalizace vychazejici z N-myc overexprese je pravdépodobné nezbytné pro N-myc-
zprostiedkovanou onkogenezi. Soucasné studie ukazuji, ze gen pro kaspazu 8 (CASPS) je
deletovan, nebo preferenéné¢ uml¢ovan pomoci metylace v tumorech vykazujicich N-myc
amplifikaci, tim pravdépodobné dochazi k inaktivaci Fas apoptotické signalni drahy. Je

také pravdépodobné, ze N-myc protein downreguluje inhibitory proliferace endotelidlnich
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bunck a tim podporuje angiogenezi. Silna exprese N-myc miize transformovat normalni
savéi bunky, ale pouze v kooperaci sjinym onkogennim stimulem, jako je naptiklad
mutovany Ras (Matthay, 2001).

N-myc mé zédsadni roli pii proliferaci neuronalnich prekurzorti a je nezbytny pro spravny
vyvoj mozecku. Pti deleci genu dochédzelo u pokusnych modeld k vyznamnému zmenseni
mozeckového a mozkového kortexu, poruchdm chovéani a jinym abnormalitim. Jednim
z klicovych regulatordt N-myc pii vyvoji mozku je signalni draha Sonic hedgehog (Shh).
Pravé tato signalni draha je zapojena i do vyvoje meduloblastomu. Pfesny mechanismus,
kterym podporuje proliferaci a tumorigenezi vSak neni znam. Shh indukuje regulatory
bunécné progrese, DNA replikace a bunécné diferenciace. Jednim z nich je gen kodujici N-
myc. N-myc mize indukovat expresi cyklinu D1 a D2 a reprimuje expresi inhibitorQ
cyklin-dependentnich kinaz. Dal$im mediatorem ovliviiujicim neurogenezi je signalni
draha N-myc/DLL3. V tomto piipadé je DLL3 pfimy transkripéni cil N-myc. Deregulace
N-myc je spojena s tumorigenezi mozku (Oliver et al., 2003; Zhao et al., 2009).

N-myc je amplifikovdn nebo overexprimovan v malignich gliomech a rovnéz
v meduloblastomech, astrocytomech, meningeomech a piedevsim v neuroblastomech, pro
které je amplifikace N-myc typicka (asi ve 40%) a je vyznamné spojena s pokrocilym
stupném nadoru a rychlou progresi, nezavislou na véku a stupni tumoru (Bagatell et al.,

2009; Brodeur et al., 1984; Seeger et al., 1985; Venter et Thomas, 1991).

1.3.11 Cyklin D1

Gen pro cyklin D1 (CCND1) je lokalizovan na chromozomu 11, v oblasti 11q13. Cykliny
funguji jako alosterické regulacni podjednotky pro cyklin-dependentni kinazy (CDK)
asamy o sob& nemaji zadnou prokazanou enzymatickou aktivitu. CDK jsou v buiice
pfitomné béhem celého bunétného cyklu a jejich aktivita je fizend prostfednictvim
cyklicky se ménici pfitomnosti cyklind. Po asociaci s ptislusnou CDK se spousti pfechod
ptes jednotlivé faze bunééného cyklu (Alberts et al., 1998).

Rodina cyklinli D obsahuje 3 zéstupce: cyklin D1, D2 a D3. Jedna se o specifické cykliny,
které asociuji s CDK4 a CDK6 a umoznuji piechod ptes kontrolni bod béhem G1 faze.
Dale se podili na pfechodu G1/S (Obr. 11). Ve vétsin€ bunék je exprese vice nez jednoho
typu cyklinu D. Jejich exprese a akumulace zavisi na piitomnosti extraceluldrnich
mitogennich faktort. Nejlépe pochopend je regulace cyklinu D1, kterd je zprostfedkovana
pomoci Ras signalni drahy. Po mitogennim stimulu bunky spousti tyrozinkinazovy
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receptor naslednou signalni drahu zahrnujici Ras-Raf-MEK-ERK, ktera vede k transkripci
cyklinu D1. Ten poté asociuje s CDK a tak ji aktivuje. Hlavni funkci komplexu cyklin
D1/CDK4 je fosforylace retinoblastomového proteinu, pRB, ¢imZz dochazi k prechodu
G1/S. K piechodu z G1 faze dochazi rovnéz prostiednictvim inaktivace inhibitori CDK
jako p27""* nebo p21“"* (Herschkowitz et al., 2008; Kim et Diehl, 2009; Kowalczyk et
al., 2004; Sumrejkanchanakij et al., 2003; Sun et al., 2006).
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Obr. 11: Piechod z G1 faze do S faze.
(Upraveno podle Kondo et al., 2006)

V lidskych nadorech pievlada overexprese cyklinu D1 nad overexpresi ostatnich cyklint
D. Pro¢ tomu tak je, je zatim nejasné. Nadmérnd exprese cyklinu D1 je pozorovana
napiiklad v lymfomu plastovych bunc¢k (mantle cell lymphoma) (Jares et al., 2007),
nemalobunééném nadoru plic (Jin et al., 2001), karcinomu prsu (Barnes et Gillett, 1998) aj.
ZvySena aktivita cyklinu D1 je zpusobena nékolika mechanismy, které zahrnuji
amplifikaci genu, translokaci genu Kk jinému promotoru, genomické alterace,

posttranskripéni regulace a posttranslacéni proteinovou stabilizaci (Kim et Diehl, 2009).
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Genova amplifikace CCND1 je pozorovana v riznych typech nadorti, napt. rakovina prsu,
hlavy a krku, hypofyzy (Kim et Diehl, 2009).

Aberantni jaderna akumulace cyklinu D1/CDK4 ma vliv na neoplastickou transformaci.
Pfi normalnim bunééném cyklu se komplexy cyklin DI1/CDK4 pohybuji mezi
jadrem a cytoplazmou. Po piechodu G1/S je cyklin D1 rychle fosforylovan pomoci GSK3f3
a treoninu-286, ¢imz dojde ke spusténi CMR 1-dependentniho jaderného exportu. Cyklin je
nasledné poly-ubiquitylovan a degradovan ve 26S proteazomu. Mutantni cyklin D1, ktery
odolava fosforylaci a nasledné degradaci transformuje bunky in vitro a in vivo. Mutace,
které maji ptimy vliv na jaderny export a proteolyzu, byly nalezeny v lidskych nadorech
(Kim et Diehl, 2009; Pontano et Diehl, 2008; Sumrejkanchanakij et al., 2003).

Komplex cyklin D1/CDK4 je moznym cilem protinddorovych lé¢iv. Jako slibny cil se
ukazuje u lymfomu plastovych bunék. Ackoliv nebyly zatim objeveny zadné inhibitory,
které maji za cil ptfimo cyklin D1, je mozné zapojit do 1é¢by napiiklad modulaci aktivity
GSK3p (Kim et Diehl, 2009; Pontano et Diehl, 2008).

U 15% malignich gliomt (u glioblastomt to muize byt az v 50% ptipadt) je amplifikovany
gen pro cyklin dependentni kinazu 4. Tento gen je lokalizovan na chromozomu 12,
v oblasti 12913-g14 (Cerman et al., 2006).

1.3.12 Gen BCR

LOH 22q je pfitomna u nadord mozku, naptiklad u meningeomii (40-70%) (Akagi et al.,
1995; Chang et al., 2010), a také glioblastomi (Kanu et al., 2009).

Gen BCR (breakpoint cluster region) je lokalizovan na dlouhém rameni chromozomu 22
(22911) a koduje protein, ktery obsahuje nékolik domén, z nichz kazdd ma urcitou
enzymatickou funkci. Cely gen ma velikost 130 kb a obsahuje 23 exonti. Piepisem vznikaji
2 transkripty o délce 4,5 a 7,0 kb (Laurent et al., 2001; Radziwill et al., 2003; Stam et al.,
1985).

Byly popsény néckteré BCR-pfibuzné geny, BCR2, BCR3 a BCR4. VSechny jsou
lokalizované na chromozomu 22, v oblasti 22q11. Normalni gen BCR koduje dva hlavni
proteiny s M, 160 000 a M, 130 000 (Croce et al., 1987; Laurent et al., 2001).

Ber asociuje s XPB proteinem. Ten hraje roli pfi opravach DNA, iniciaci transkripce

a regulaci bunééného cyklu (Laurent et al., 2001; Maru et al., 1999).
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BCR se ucastni translokace t(9,22), vzniku tzv. Filadelfského (Ph) chromozomu.

Vysledkem je fuzni protein bcr-abl, se stabilni tyrozin-kinazovou aktivitou, iniciujici

proliferaci hematopoetickych bunék. Jedna se o prvni identifikovanou translokaci,

asociovanou se specifickym malignim onemocnénim, chronickou myeloidni leukémii

(CML) (nalézan asi u 95% pacientd s CML). V men$im mnozstvi pfipadi je nachazen

tento aberantni chromozom i u akutni lymfoblastické leukemie a akutni myeloidni

leukémie, ptipadné u nékterych typt myelomu a lymfoma (Hermans et al., 1987; Chan et
al., 1987; Melo, 1996).

Gen Mechanismus | Frekvence [%]
CDKN2A Delece 40
RB1 Mutace, delece | 5-12
Chromozom 10 | Delece 60-90
PTEN Mutace, delece | 60
TP53 Mutace 45
MDM2 Amplifikace 10
EGFR Amplifikace 40-50
PDGFRA Amplifikace 65
IDH1 Mutace 70-80
C-myc Amplifikace

N-myc Amplifikace

CDK4 Amplifikace 50
Chromozom 22q | Delece

Tab. 12: Nejcastéjsi genové aberace nalézané u GBM
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo ptfehledné zpracovat problematiku nadorii
centralni nervové soustavy sdlrazem na glioblastom mutliforme a molekularni
mechanismy podilejici se na vzniku a vyvoji téchto néadorti. Hlavni pozornost byla
zaméfena na moznosti vyuziti cytogenetickych aberaci jako prediktivnich a/nebo

prognostickych markert.

Cilem praktické casti diplomové prace bylo vySetfit cytogenetické zmény u pacientd
s glioblastomem multiforme, metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Pro tento
ucel byly pripraveny fluorescenéné piimo znacené lokusové specifické DNA sondy pro
geny C-myc, N-myc, cyklin D1 a BCR a centromerické sondy pro chromozomy 8 a 11.
Tyto sondy byly zatazeny do sestavy sond (LSI 1p36.3, LSI 9p21.3, LSI 19913, LSI TP53,
LSl EGFR, LSI RB1, LSI MDM2 a CEP 7, CEP10 a CEP 13), pouzivanych pro rutinni
vySetfeni vzorkd pacientli s mozkovym nadorem pomoci metody FISH. Smyslem bylo

ov¢rtit vyznam nalezenych aberaci pro prognézu onemocnéni, ¢i predikci 1é€by.
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3 MATERIAL A METODIKA

Jednou z nejpouzivanéjsich cytogenetickych vySetiovacich metod je metoda fluorescenéni
in situ hybridizace (FISH).

Podstatou metody je hybridizace - navazani znaCené sondy k chromozomalni DNA
vySetiovaného vzorku pacienta. DNA ve vySetfovaném vzorku je nejprve plsobenim
teploty a specifickych pufrti denaturovana, tj. dojde Kk pferuseni vodikovych mustki mezi
jednotlivymi vlakny a tim i k oddéleni obou vlaken od sebe. Tato denaturace je reverzibilni
a po zméné podminek (odstranéni pfi€in denaturace) dochazi k opétovnému spojeni
(hybridizaci) komplementarnich fetézci a znovu vytvoreni dvojSroubovice DNA. Je-li
v pribéhu tohoto opétovného spojeni piitomna sonda, dojde k jejimu navazani
(hybridizaci) na komplementarni sekvenci na vlakn€ DNA. K obdobné hybridizaci dochéazi
mezi jednofetézcovymi molekulami DNA/DNA, RNA/RNA, DNA/RNA, coZ umoziiuje
detekci specifickych nukleotidovych sekvenci pomoci nejen DNA, ale i RNA sond. Jako
sonda (proba) je oznaCovana kratka jednotfetézcova DNA (resp. RNA), obsahujici takovou
sekvenci nukleotidii, jakou chceme ve vySetfovaném vzorku detekovat (Cast genu,
chromozomu, telomerickou ¢i centromerickou sekvenci apod.). Sonda je oznafena
znaCkou, kterou lze riznym zplisobem detekovat. V piipadé¢ FISH jsou sondy znaleny
nukleotidy, nesoucimi fluorescen¢ni barvivo, naptiklad SpectrumGreen nebo
SpectrumOrange (Obr. 12). Vysledna fluorescence je detekovana ve fluorescenénim

mikroskopu (Alberts et al., 1998; Kocarek et al., 2006).
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Cilova DNA je flourescencné fluorescenéni znaékou

oznacena

Obr. 12: Fluorescen¢ni in situ hybridizace

(Upraveno podle Wippold et Perry, 2007)

Metodu FISH Ize pouzit k odhaleni chromozomalnich aberaci, jako jsou delece, duplikace,

translokace, amplifikace a dalsi cytogenetické zmény (Alberts et al., 1998).

Pfi in situ hybridizaci (IHS) se pouzivaji pfedev§im 4 typy sond:

Oligonukleotidova sonda - obvykla délka 40-50bp, vyrabény automatickou
chemickou syntézou. Jsou idedlni pro ISH, protoZze mald velikost umoZiuje
snadnou penetraci do bun¢k a tkani.

Jednovlaknova DNA sonda - obvykla délka 200-500bp. Maji podobné vyhody jako
oligonukleotidové sondy. Mohou byt produkovany reverzni transkripci RNA nebo
PCR pouzitim jednoho primeru. Nevyhodou je dlouhy cas piipravy a drahé
reagencie pouzivané k ptiprave.

Dvouvldknovd DNA sonda — sekvence mulze byt vloZena do bakteridlniho
plazmidu, namnozena a izolovana, nebo mize byt produkovéna pomoci PCR.
Vyhodou bakteridlni produkce je moznost ziskat sondu ve velkém mnoZzstvi.
Nevyhodou této sondy je vétsi tendence k rehybridizaci a tim mensi citlivost.

RNA sonda - je vyhodna pfi hybridizaci RNA/RNA. Tento komplex je velmi

termostabilni a rezistentni k RNazdm. To umoznuje odstranéni nenavazané sondy
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po hybridizaci a redukci nespecifického pozadi. Pfipravuji se pomoci RNA
polymeréazou katalyzované transkripce nebo transkripci in vitro linearni plazmidové

DNA s RNA polymerazou (www.genedetect.com, 2011).

Podle mista hybridizace rozeznavame:

e Alfa satelitni sondy, které hybridizuji se specifickymi chromozomovymi
sekvencemi. Obvykle se jednd o centromerické oblasti (oznacované CEP,
Centromeric Enumeration Probes), ¢i telomerické oblasti chromozomii.

e Lokusove specifické sondy, které hybridizuji s jedine¢nymi sekvencemi DNA. Jsou
oznatované jako tzv. LSI (Locus Specific ldentifier). Pouzivaji se k detekci
specifickych sekvenci — geni €i ¢asti chromozomtl.

e (Celochromozomové (malovaci) sondy, které hybridizuji s mnohocetnymi
chromozomovymi sekvencemi. Oznacuji se WCP (Whole Chromosome Painting)

a Ize s nimi oznacit cely chromozom, jeho rameno ¢i ¢ast ramene (Kocarek et al.,

2006).

V nasem projektu jsme ptipravili vlastni sondy (LSI C-myc kombinovanou s CEP 8, LSI
N-myc, LSI CCND1 kombinovanou s CEP 11 a LSI BCR).

3.1 PouZity materidl

3.1.1 Chemikalie, pristrojové vybaveni, software

Agar (Sigma, St.Louis, USA), agaroza (Sigma, St.Louis, USA), kvasnicny extrakt (Sigma,
St.Louis, USA), proteasovy pepton (Sigma, St.Louis, USA), chloramfenikol (Sigma,
St.Louis, USA), ampicilin (Sigma, St.Louis, USA), kanamycin (Sigma, St.Louis, Missouri,
USA), kit pro purifikaci plazmidid - QIAfilter Plasmid Mega kit (Qiagen, Hilden,
Némecko), kit pro znaceni plazmidi Bioprime ArrayCGH Genome Labeling Module
(Invitrogen), EDTA (Sigma, St.Louis, USA), Tris-HCI (Sigma, St.Louis, USA), kyselina
octova, ethidium bromid (Sigma, St.Louis, USA), marker molekulové hmotnosti X (smés
fragmenti DNA o definované velikosti 0,07-12,2 kbp) (Roche), dUTP SpectrumGreen
a SpectrumOrange (Vysis, Downers Grove, USA), Cotl DNA (Vysis, Downers Grove,
USA), formamid (Sigma, St.Louis, USA), Salmon-sperm DNA (Sigma, St.Louis, USA),
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dextran sulfat (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Velkéd Britanie), pepsin
(Sigma Aldrich), thiokyanat sodny (Sigma Aldrich), citrat sodny dihydrat (Sigma Aldrich),
nonidet NP-40 (Sigma Aldrich), NaCl, KCI, Na,HPO,4.12H,0, KH,PO,, formaldehyd,
xylen, 96% ethanol, isopropanol, HCI a NaOH na upravu pH roztokd, 20xSSC (Vysis),
metanol, NaCl, purifikovanéd voda (deionizovana ¢i destilovand), lepidlo (rubber cement),
hybridiza¢ni pufr (Abbott Molecular), DAPI II (4,6-diamidino-2-fenylindol; Abbott
Molecular), imerzni olej (Olympus).

Pouzité kolony a pufry P1 (Tris-Cl, EDTA, RNéza), P2 (NaOH, SDS), P3 (octan sodny),
QBT (NaCl, MOPS, izopropanol, triton X-100), QC (NaCl, MOPS, izopropanol) a QF
(NaCl, Tris-Cl) jsou soucasti kitu pro izolaci a purifikaci plazmidi (QIAfilter Plasmid
Mega kit).

Bézné laboratorni sklo, kyvety, mikropipety, Spicky, ependorfky nebo mikrocentrifuga¢ni
zkumavky, podlozni a kryci skla, bakteriologicka kli¢ka, temperovana tiepacka, Nanodrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies), analytické vahy, mikrovinna trouba, sada pro
elektroforézu (Biorad), UV translumindtor, vortex, termostat, vyhfevnd plotynka
(termoblok), vodni lazen, pH metr, mikrocentrifuga, vlhkd komirka, HYBrite
Denaturation/Hybridization System for FISH (Vysis, Downers Grove, USA), mikroskop
Olympus BX60 se snimaci kamerou (Olympus, Tokio, Japonsko), software pro sniméni

a analyzu obrazu ISIS (MetaSystems, Altlussheim, Némecko).

3.1.2 Pouzité roztoky

TE pufr (20 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH=8,0)

10x PBS (1,4 M NaCl; 27 mM KCI; 100 mM Na;HPO,; 8 mM KH,POy; pH 7,3)
WB pufr (2x SSC; pH 7,0)

20x SSC (3 M NacCl; 0,3 M citrat sodny-dihydrat; pH 5,3)

10 % formalin (4% formaldehyd v 10x PBS)

WSI (0,4x SSC; 0,3% NP-40; pH 7,5)

WSII (2x SSC; 0,1% NP-40; pH 7,0)
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3.2 Nadorové vzorKy a charakteristiky pacientii

Pro experimenty byl ve spolupraci s Neurochirurgickou klinikou FN Olomouc poskytnut

soubor pacientl s diagnostikovanym glioblastomem (grade IV, glioblastoma multiforme).

3.3 PouZité metody

3.3.1 Priprava sondy

3.3.1.1 Kultivace a izolace plazmidové DNA

Bakteridlni kmeny nesouci plazmidy s pozadovanou sekvenci sondy byly ziskany od prof.
M. Rocchiho, Dipartmento Genetica ¢ Microbiologia, Univrersita’di Bari, Italie. Veskeré
experimenty s témito klony podléhaly evidenci a pravidlim prace dle Povoleni pro praci
s geneticky modifikovanymi organismy, udélené Laboratofi experimentdlni mediciny
ministerstvem Zivotniho prostiedi CR. Klony byly dodany v agarézové pidé. Bakterie byly
nejprve kultivovany ve sterilnim LB médiu (37 °C, 4-6 hodin) a nasledné selektovany na
agarovych plotnach, obsahujicich ampicilin, chloramfenikol nebo kanamycin.
Vyselektované subklony byly zamrazeny v 10% glycerolu v PBS pti -80 °C nebo pouzity
pro izolaci DNA.

Pted izolaci byly nejprve bakterie kultivovany v LB médiu na tfepacce pii 37 °C a ziskana
bakterialni peleta byla pouZita pro izolaci plazmidu. Plazmidovda DNA byla izolovédna
pomoci QIAfilter Plasmid Mega kitu. Koncentrace a Cistota vyizolované DNA byla
zmefena na spektrofotometru Nanodrop a jeji integrita byla ovéfena pomoci agardzoveé

elektroforéze v 1% gelu.

3.3.1.2 Znaceni random prime

Plazmidovda DNA byla znacena pomoci kitu Bioprime ArrayCGH Genome Labeling
Module. Ke znaceni bylo brano 500 pg plazmidové DNA v celkovém objemu 21 pl
(chybéjici objem byl doplnén sterilni vodou). K plasmidové DNA bylo pfidano 20 ul 2,5x
koncentrované¢ smési random primerit (kit). Smés byla vortexovana, centrifugovana

a denaturovana ve vodni 1azni (96 °C, 10 min). Poté byla smés rychle ochlazena na ledu (2
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min) a centrifugovana. Bylo pfiddno 5 pl mixu dNTP (kit), 1,5 pl dUTP-
SpectrumGreen/SpectrumOrange. Poté bylo pridano 1 pl Exo Klenowova fragmentu (kit),
smés byla jemné& promichéna a inkubovéna pies noc (37°C).

Ke smési bylo ptidano 50 pl TE pufru, 400 ul purifika¢niho pufru A a byla pfenesena na
kolonu (soucést kitu), kde doslo k zachyceni DNA. Eluat byl odstranén centrifugaci (13
000 g/1 min) a DNA v kolong piecisténa 600 ul purifikacniho pufru B (centrifugace 13 000
0/1 min). Kolona se zachycenou DNA byla opét centrifugovana (13 000 g/1 min) pro tplné
odstranéni pufru B. DNA byla nasledn¢ rozpusténa v 50 ul vody (kit).

K 50 pl znacené DNA bylo pridano 25 pl Cot 1 DNA a DNA byla vysrazena ptidanim 7,5
ul octanu sodného a 206 pl 96% ethanolu. Smés byla jemné¢ promichéna a ulozena do
mrazu pii -70°C na 20 min. Poté byla centrifugovana (13 000 g/15 min/4°C). Supernatant
byl slit a peleta ususena voln€ na vzduchu. Peleta byla rozpusténa v 50 pl hybridiza¢niho
pufru (37°C, 10 min). Takto pfipravena sonda byla pouzita pro metodu FISH. Pted
pouzitim V experimentech byla pfipravend sonda ovéfena na preparatech s interfaznimi
jddry 1 na chromozomadlnich preparatech. Byl provéfen vazebny usek sondy na
chromozomu a zarovein byla kvalita pfipravené sonda otestovana na vybranych bunécnych

liniich a parafinovych fezech.

3.3.2 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Pted vlastni metodou FISH byly nejprve vzorky, tkanové fezy fixované na podloznim skle,
deparafinizovany a opracovany pro pouziti FISH (pretreatment). Preparaty byly nejprve
inkubovany 3x v xylenu, po 10 minutach. Nasledovalo odmyti xylenu v 96% ethanolu (2x
5 min). Preparaty byly vysuSeny na vyhfaté plotné (45-50 °C, 3-4 min). Tkan preparati
byla natravena pomoci HCl (20 min), promyta deionizovanou vodou (3 min)
a v oplachovacim WB pufru (3 min). Poté byly vzorky inkubovany ve NaSCN (80 °C, 20
min), ¢imz doslo k redukei nespecifického fluorescen¢niho pozadi. Nasledovalo promyti
deionizovanou vodou (1 min) a WB pufrem (2x 5 min). Poté byly vzorky natraveny
proteolytickym enzymem pepsinem v roztoku NaCl (pH 2, 36 °C, 20 min). Nasledné byly
preparaty promyty ve WB pufru (2x 5 min) a vysuSeny na vyhtivané plotné. Nasledovala
fixace vzorkli v 10% roztoku formalinu (10 min), promyti WB pufrem (2x 5 min) a usuSeni
na vyhiivané plotné. Na takto pfipravené tkané bylo naneseno asi 1,5 pl pfislusné sondy
a preparat byl piikryt krycim sklickem. Jako prevence vysychani preparatu byla kryci
sklicka zalepena lepidlem (rubber cement). Takto piipravené preparaty byly vlozeny do
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hybridizéru, kde doslo nejprve k denaturaci DNA (85 °C, 1 min) a poté k nasledné
hybridizaci sondy (37 °C, ptes noc) ke komplementarnim mistiim na DNA. Druhy den byly
nenavazané sondy odmyty pomoci promyvaciho pufru WSI (83 °C, 1:45 min) a WSII
(laboratorni teplota, 30 min). Po vysuSeni na vzduchu, bez pfistupu svétla byla tkan
imobilizovdana za pomoci montazniho média, které obsahovalo fluorescencni barvivo
DAPI, které slouzi k vizualizaci chromatinu. Hodnoceni signali bylo provedeno ve
fluorescenénim mikroskopu, s pomoci pfislusného filtru. U kazdého preparatu bylo

odecteno 100 jader, ze kterych byl vypocitan pramérny pocet kopii signalu na jadro.

3.3.3 Metoda reFISH

Problémem u nédorG mozku je obtizné ziskdvani vzorkl. Proto se jako feSeni nabizi
opakované pouziti tkané pro metodu FISH. Pii tomto postupu, tzv. reFISH je nejprve
odmyta sonda pfedchozi a nasledné nandsSena sonda nové. Kvalita mikroskopického obrazu
je sice horsi, nicméné stale staci ke spolehlivému odecteni vysledki.

Pfi tomto postupu byla mikroskopicka skla s preparaty nejprve inkubovana v ethanolu
s krycimi sklicky a poté bez nich (oboje po 2 min) (k odstranéni imerzniho oleje, pouZit¢ho
pii odectu preparati). K odmyti sondy byla pouzita smés formamidu (24,5 ul), vody (7 ml)
a 20x SSC (3,5 ml) po dobu 5 min pfi 73 °C. Poté byly preparaty dehydratovany
vzestupnou etanolovou fadou (75%, 80%, 96%), kazda po dobu 1 min. Vzorky byly
vysuseny na vyhiivané plotné. Na kazdy vzorek bylo naneseno asi 1,5 pl sondy, piiklopeny
krycim sklickem a zakryty lepidlem (rubber cement). Poté byly vzorky vlozeny do
hybridizéru, kde sondy hybridizovaly pfes noc. Druhy den rano byly nendvazané sondy
odmyty pomoci WSI a WSII pufru (viz 3.3.2 Fluorescencni in situ hybridizace). Takto
pfipravené preparaty byly pozorovany a hodnoceny ve fluorescenénim mikroskopu za

pouziti ptislusného filtru.
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4 VYSLEDKY

Metodou Random primer labeling byly v praktické casti diplomové prace ptipraveny
lokusové specifické sondy pro geny C-myc, N-myc, cyklin D1 a BCR, fluorescenéné
piimo znacené barvou SpektrumOrange a centromerické sondy pro chromozomy 8 a 11

znacené fluorescencni barvou SpectrumGreen. U vSech sond byla ovéfena jejich specifita

na volnych chromozomech a v buné¢nych jadrech (Obr. 13, Obr. 14).

Obr. 13: Ovéfeni specifity sondy LSI C-myc na chromozomalnim preparatu (bunécna linie
HL-60 — akutni promyelocytarni leukemie). Na fotografii je zachycena amplifikace genu
C-myc, jak u interfaznich jader, tak na chromozomu 8. Amplifikace byla detekovana
s vysokou specifitou pouze v piislusné oblasti chromozomu 8 (LEM, snimaci software

MetaSystems).
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Obr. 14: Ovéteni specifity sondy LSI C-myc na chromozomalnim preparatu (fyziologicky
vzorek). Na fotografii Ize pozorovat fyziologicky pocet signdli pro gen C-myc,
lokalizovany v pfislusné oblasti chromozomu 8. Hybridizace v jinych oblastech
chromozomu 8 ¢i na jinych chromozomech (crosshybridizace) nebyla nalezena (LEM,

snimaci software MetaSystems).

Ptipravené sondy se jevi jako vysoce specifické, signaly zjinych oblasti chromozomu
nejsou piitomny. Sondy rovnéz vykazuji dobrou schopnost pronikat do parafinovych
tkanovych tezil, které¢ vhledem k nutnosti upravy vzorku pted samotnou FISH (dehydratace

tkan¢, digesce mezibunécné hmoty) predstavuji obtizné vySetiovatelny material.

Sondy pfipravené v tomto projektu byly zafazeny do sestavy rutinn€¢ pouzivanych sond,
pouzivanych v Laboratofi experimentalni mediciny pro vySetieni vzorkd pacient
snadorem mozku (pfidany k souboru sond pro detekci cytogenetickych zmén
vV chromozomalnich oblastech 1p36.3, 9p21.3, 19q13, zmén v poctech kopii genl p53,
EGFR, RB1, MDM2 a poc¢tech chromozémi 7, 10 a 13).

Pro tuto praci byla z celkového souboru pacientii s nddorem CNS vybrana skupina 100
pacientli s diagnézou glioblastom (grade IV, glioblastoma multiforme), ktefi prod¢lali

prvni operaci v letech 2005-2010. V tomto souboru bylo zahrnuto 54 (54%) muzt a 46
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(46%) Zen. Primérny vEék pfi prvni operaci byl 62 let a median véku pii prvni operaci byl
61 let. Nejmlad$Simu pacientovi bylo v dobé operace 30 let, nejstarSimu 85 let. Median
pteziti pacientli jsou 4 mésice. Maximalni pteziti dosdhlo 37 mésici, 34% pacienti dosud
zije. Podle lokalizace se glioblastomy nachazely nejvice v parietalnim laloku (28%),
frontalnim (24%), temporalnim (23%) a okcipitalnim (14%). 5% nadorti bylo umisténo
Vjinych castech mozku a 6% pfipadd nemélo uréenou piesnou lokalizaci. Metodou
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) byl tento soubor pacientd vySetfen pomoci
lokusové specifickych a centromerickych sond. Vzorky byly hodnoceny pod ptislusSnym
filtrem ve fluorescen¢nim mikroskopu Olympus BX60 a u kazdého vzorku bylo odecteno
100 nepiekryvajicich se jader. Byly hodnoceny zmény v poctu kopii genl, oblasti
a chromozomt, pfipadné byl vypocitin pomér gen/chromozom, na kterém je gen

lokalizovan.

Cytogenetické abnormality (amplifikace nebo delece) byly hodnoceny dvéma zpiisoby.
Za amplifikaci/deleci genu byly povazovany pfipady, u kterych se piislusna aberace
nachazela ve vySetfovaném fezu u minimalné 20% jader. Pii druhém zplsobu byl
vypocitdn primérny pocet signali pro jednotlivé geny, chromozomalni oblasti
a chromozomy, resp. poméry gen/chromozom. Jako hranice pro zmnozeni (amplifikaci)
byl bran primérny pocet kopii v bunice >2,5 a/nebo primérnd hodnota poméru
gen/chromozom >2,0. Naopak, za deletovany byl pokladan gen s primérnym pocétem kopii

Vv jadte <1,8 a/nebo pomérem gen/chromozom < 0,8.

Ptehled jednotlivych aberaci (aberace pfitomna ve >20 % vzorku) je uveden v Tab. 15.

Gen/chromozom/oblast Amplifikace [%] Delece [%)]
Chromozom 8 27 (4/15) 0

Gen C-myc 47 (7/15) 0

Pomér C-myc/chrom. 8 0 0

Gen N-myc 14 (8/59) 5 (3/59)
Gen BCR 52 (12/23) 26 (6/23)
Chromozom 7 23 (22/95) 0

Gen EGFR 62 (59/95) 0

Pomér EGFR/chrom. 7 42 (40/95) 0
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Chromozom 11 12 (5/41) 2 (1/41)
Gen CCND1 24 (10/41) 2 (1/41)
Pomér CCND1/chrom. 11 0 0

Oblast 9p21.3 5 (5/96) 31 (30/96)
Oblast 1p36.3 6 (6/96) 22 (21/96)
Chromozom 13 9 (9/96) 5 (5/96)
Gen RB1 7 (7/96) 28 (27/96)
Pomér RB1/chrom. 13 0 9 (9/96)
Gen TP53 19 (18/96) 14 (13/96)
Chromozom 10 3 (3/96) 20 (19/96)
Oblast 19q13 20 (18/92) 17 (16/92)
Gen MDM2 20 (17/87) 0

Tab. 15: Prehled glioblastomti multiforme, nesoucich uréitou cytogenetickou aberaci. Za

amplifikovany nebo deletovany byl gen/oblast/chromozom oznacen pfi nalezu aberace ve

vice nez 20% bunék.

V Tab.16 je uveden piehled aberaci v souboru, hodnocenych dle priméru poctu kopii na

jadro (resp. poméru gen/chromozom):

Gen/chromozom/oblast

Amplifikace [%]

Delece [%]

Chromozom 8 13 (2/15) 0

Gen C-myc 40 (6/15) 0
Pomér C-myc/chrom. 8 0 0

Gen N-myc 8 (5/59) 3 (2/59)
Gen BCR 35 (8/23) 13 (3/23)
Chromozom 7 12 (11/95) 0

Gen EGFR 60 (56/95) 0
Pomér EGFR/chrom. 7 36 (34/95) 0
Chromozom 11 5 (2/41) 2 (1/41)
Gen CCND1 15 (6/41) 2 (1/41)
Pomér CCND1/chrom. 11 0 0
Oblast 9p21.3 3 (3/96) 9 (9/96)
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Oblast 1p36.3 5 (5/96) 5 (5/96)
Chromozom 13 4 (4/96) 2 (2/96)
Gen RB1 4 (4/96) 14 (13/96)
Pomér RB1/chrom. 13 0 2 (2/96)
Gen TP53 16 (15/96) 4 (4/96)
Chromozom 10 1 (1/96) 9 (9/96)
Oblast 19q13 15 (14/92) 2 (2/92)
Gen MDM2 18 (16/87) 0

Tab. 16: Procento glioblastom multiforme nesoucich ur¢itou cytogenetickou aberaci. Za
amplifikovany nebo deletovany je gen/oblast/chromozom oznacen pii prekroceni
hrani¢nich hodnot primérného poctu kopii signilu v jadie, piipadné poméru genu

a ptislusného chromozomu.

U souboru pacientt byl rovnéz sledovan median preziti. Ke kvalitnimu vyhodnoceni tohoto
parametru vSak soubor dosud neobsahuje dostatek pacientil (viz dale). V dalsi praci bude
soubor rozsifen o dal$i pacienty, nasledné¢ budou nase i dalsi prospektivni vysledky
korelovany i s dalSimi klinicko-laboratornimi parametry. Cilem bude potvrdit vyznam
nalezenych aberaci pro zpfesnéni diagnostiky, progndézu onemocnéni ¢i predikci 1éCby.
Piedbézné statistické vypocty naznacuji, Ze nékteré ze zavedenych stanovovanych markeri
by mohly mit vyznam pifedev$sim na délku pieziti pacientl. Naptiklad na Obr. 17 lze
zietelné sledovat rozdil v preziti bez nemoci (DFS) u pacienti s amplifikaci a normalnim
statusem genu MDM2, jedna se vSak pouze o trend, korelace dosud nebyla prokazana
(p<0,02).
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Obr. 17: Zavislost DFS na statusu genu MDM2 u pacientt s glioblastoma multiforme.
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5 DISKUZE

V praktické ¢asti diplomové prace byly ptipraveny lokusové specifické sondy pro geny C-
myc, N-myc, CCND1 a BCR, fluorescencné piimo znacené¢ barvou SpektrumOrange
a centromerické sondy pro chromozomy 8 a 11 znacené fluorescencni barvou
SpectrumGreen. Tyto sondy byly pfipraveny metodou znaceni pomoci ndhodnych primeri
(Random primer labeling). Pfipravené sondy vykazovaly specifitu a dobrou schopnost
pronikat do tkanovych fezl, obtizn¢ vysetfovatelného materialu. V porovnani signalt

sondy pfipravené v laboratofi (Obr. 18) a komeréni sondy (Obr. 19) byly signaly

ptipravené sondy pln¢€ srovnatelné.

Obr. 18: Hybridizace se sondou pro gen C-myc a chromozom 8 na parafinovém fezu

gliomu. Sonda pfipravend v laboratofi (LEM, snimaci software MetaSystems).
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Obr. 19: Hybridizace se sondou pro gen C-myc a chromozom 8 na parafinovém fezu

gliomu. Sonda komercni (LEM, snimaci software MetaSystems).

Metodou FISH s pouzitim fluorescenéné piimo zna¢enych sond byl u pacientd s GBM
vV ramci rutinniho vySetfovani stanoven status chromozomalnich oblasti 1p36.3, 9p21.3,
19q13, genti p53, EGFR, RB1, MDM2 a chromozomu 7, 10 a 13. Nasledn¢ byly vzorky
vySetieny nami piipravenymi sondami, k detekci geni C-myc, N-myc, CCND1, BCR
a poctu kopii chromozomti 8 a 11. Tyto geny byly pro préci zvoleny z diivodu, Ze jejich
vyznam u jinych onkologickych diagnoéz byl jiz prokdzan a lze u nich pfepokladat

prediktivné-prognosticky vyznam i u GBM.

Gen C-myc je amplifikovan a overexprimovan u fady nadorovych onemocnéni, k nimz
patii napiiklad karcinom prostaty (Jenkins et al., 1997), prsu (Chrzan et al., 2001), plic
(Mitani et al., 2001), tlustého stieva (Yang et al., 1996). Dale je C-myc amplifikovany
nebo overexprimovany v glioblastomech a meningeomech (Chung et Seizinger, 1992).
Procentudlni zastoupeni amplifikace genu C-myc u glioblastoma multiforme neni
Vv literatuie udéno. V naSem souboru byla nalezena amplifikace u 47% ptipadi GBM.
Napf. u nadorti prsu a melanomu je amplifikace povaZzovana za negativni prognosticky

faktor spojeny se Spatnou progndzou a kratsi celkovou dobou pieziti (Berns et al., 1992;
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Grover et al., 1997). U gliomt byla popsana piedev§im zvySena exprese C-myc, a to az
u 84% ptipadi GBM (Herms et al., 1999) U gliomu koreluje exprese C-myc i s gradem
onemocnéni. Nizka exprese je nalézana u gradu | a Il, naopak u gradu Il a IV je exprese
vysoka (Herms et al., 1999; Wang et al., 2008). U naseho souboru byl u pacientl
s amplifikaci C-myc pozorovan nizky median preziti, avSak data nejsou dosud statisticky
vyznamnd, piredevsim z diivodi malého souboru pacientd.

Amplifikace genu N-myc byla popsana u nadoru §titné zlazy (Boultwood et al., 1988;
Roncalli et al., 1994), retinoblastomu (Doz et al., 1996), rabdomyosarkomu (Driman et al.,
1994) a nadoru prsu (Mizukami et al., 1995). N-myc je amplifikovan nebo
overexprimovan i v mozkovych nadorech, meduloblastomech, astrocytomech,
meningeomech a pfedevSim v neuroblastomech, pro které je amplifikace N-myc typicka
(asi ve 40%) a je vyznamné spojena s pokrocilym stupném nadoru (Bagatell et al., 2009;
Brodeur et al., 1984; Venter et Thomas, 1991) arychlou progresi, nezavislou na véku
a stupni tumoru (Seeger et al., 1985). Overexprese byla popsana v 57% GBM (Herms et
al.,, 1999). N-myc je povazovan za prediktivni parametr pieziti bez progrese a jeho
amplifikace je spojena s horsi prognézou u neuroblastomti (Brodeur et al., 1984; Tsuda et

al., 1987). U naseho souboru byl gen N-myc amplifikovan u 14% piipadd GBM.

Overexprese a amplifikace cyklinu D1 je pfitomna v riznych typech nadort, napiiklad
u lymfomu plastovych bunék (mantle cell lymphoma) (Jares et al., 2007), nadoru plic (Jin
et al., 2001), karcinomu prsu (Barnes et Gillett, 1998; Buckley et al., 1993; Gillett et al.,
1994), hlavy a krku (Izzo et al., 1998), hypofyzy (Hibberts et al., 1999). Zvysena exprese
byla nalezena u 56-62% high-grade gliomu (Cavalla et al., 1998; Chakrabarty et al., 1996;
Zhang et al., 2005). Exprese cyklinu D1 se zvySuje se zvySujicim se gradem gliomu
(Cavalla et al., 1998; Chakrabarty et al., 1996). Overexprese cyklinu D1 je spojena se
Spatnou prognézou u nadord mocového méchyie (Shin et al., 1997), u karcinomi prsu
(Hall et Peters, 1996; Michalides, 1998), u karcinomu hlavy a krku a jicnu (Ishikawa et al.,
1998; Meredith et al., 1995; Michalides et al., 1997) ai u gliomi (Cavalla et al., 1998;
Chakrabarty et al., 1996). V naSem souboru byla amplifikace CCNDI nalezena u 24%
piipadi.

Sonda pro gen BCR byla zatfazena do sestavy sond pro vySetiovani cytogenetickych zmén
u GBM pro zjistovani poctu kopii chromozomalni oblasti 22q. Delece 22q je popisovana
U primarnich nadort mozku, napiiklad u meningeomu (40-70%) (Akagi et al., 1995;
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Chang et al., 2010), a je nejcastéjsi zménou u ependymomu (pfitomna ve 30% piipadi)
(Huang et al., 2002; Kim et al., 2009). Je popisovana také u glioblastomt (Kanu et al.,
2009). Ztrata chromozomalni oblasti 22q je detekovana v piiblizné 23-38% GBM (Ino et
al., 1999; Kim et al., 2009). LOH 22q je ¢asta v gliomech vysokého gradu, a v gliomech
nizkého gradu se vyskytuje ojedinéle (Nakamura et al., 2005). U naseho souboru byla
nalezena delece genu BCR/oblasti 22q u 26% vzorkt, avSak piekvapiveé u vétsiho poctu
pacientli (52%) byl nalezen vys§i pocet kopii (amplifikace). Tento jev neni v literature
prili§ popisovan, a proto u téchto pacientii planujeme provést verifikaci vySetfeni jinou
(naptiklad komer¢ni) sondou, abychom vyloucili moznost piipadné zkiizené hybridizace

ptipravené sondy.

Nejcastéjsi aberaci, ktera byla u naseho souboru nalezena, byla amplifikace genu pro
receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR), a to u 62% ptipadi. Ackoliv je gen pro
receptor epidermalniho rdstového faktoru amplifikovan ptedev§im u epidermalnich
nadord, jeho amplifikace byva nalézana i u nadori CNS. V literatuie je amplifikace EGFR
popisovana asi u 40 - 60% GBM, coz koresponduje s nasimi vysledky (Hui et al., 2001;
Shinojima et al., 2003; Wong et al., 1987). Je pravdépodobné, Ze amplifikovany EGFR
podporuje invazivitu a migraci gliomovych bunék (Kim et al., 2008; Lund-Johansen et al.,
1990). Zvysené expresi EGFR se pfipisuje korelace s vys§im stddiem onemocnéni,
zvySenou agresivitou a zhorSenym ptezivanim (Neskovi¢-Konstantinovi¢ et al., 1999;
Sauter et al., 1996). Krat§i pieziti v zavislosti na overexpresi EGFR je popisovano
naptiklad u laringealniho karcinomu (Maurizi et al., 1996), karcinomu hlavy a krku (Ang
et al., 2002) nebo u karcinomu prsu (Klijn et al., 1992). Amplifikace genu EGFR je
povazovana za nepfiznivy prognosticky marker pro pfezivani i u pacienti s GBM
(Huncharek et Kupelnick, 2000; Muracciole et al., 2002). N¢které studie povazuji status
EGFR za ukazatel prognézy po prodélané radioterapii (Ang et al., 2002; Giralt et al.,
2005), ¢i mu piipisuji roli pii predikci 1é¢ebné odpovédi na radioterapii (Barker et al.,
2001; Eriksen et al., 2005). Na druhé existuji studie, ve kterych prognosticky vliv
overexprese EGFR prokazan nebyl (Hirsch et al., 2003; McKay et al., 2002). Ptitomnost
amplifikace EGFR u GBM rovnéz otevira moznost 1é¢by nizkomolekularnimi inhibitory
EGFR, které pronikaji 1 encefalickou bariérou (napfi. erlotinib). Nicméné, jejich pouziti
Vv terapii GBM nevykazuje oCekavané vysledky (MUDr. O. Kalita, Neurochirurgicka
klinika FN Olomouc — osobni sd¢leni).
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Dalsi castou aberaci nachazenou u naSeho souboru pacientli byla delece chromozomalni
oblasti 9p21.3. Delece byla pfitomna u 31% glioblastomt multiforme. Ztrata 9p byla
popsana u 47-64% ptipadi GBM (Houillier et al., 2006; Nishizaki et al., 1998). V této
oblasti je lokalizovan gen pl6, jehoz delece byla pozorovana u 31-46% GBM (Ohgaki et
al., 2004; Schmidt et al., 1994). LOH 9p21 je popisovana také u jinych nadord, napiiklad
nadori vajecnikti (Campbell et al., 1995; Kamb et al., 1994), u karcinomu prsu (Cairns et
al., 1995; Kamb et al., 1994), mocového méchyie a prostaty (Cairns et al., 1995). Ztrata
oblasti 9p je asociovana s GBM, u gliomu nizkého gradu nebyva nalézana (Moulton et al.,
1995). Ztrata exprese p16 je pravdépodobné spojena s invazivitou a metastazovanim (Reed
et al., 1995). Ztrata 9p je spojena se Spatnou prognozou (Houillier et al., 2006), stejné jako
delece p16 (Kamiryo et al., 2002). Podle nékterych studii, je LOH 9p je spojena s kratS$im
prezitim pacienti s GBM (Rasheed et al., 2002; Schmidt et al., 2002; Terada et al., 2002),
ale je asociovana s lepSi progndzou pii 1écbé GBM temozolomidem (Wemmert et al.,
2005).

Amplifikace MDM2 byla poprvé nalezena u sarkomi kosti a mékkych tkani (Oliner et al.,
1992). V nasem piipadé byla nalezena amplifikace u 20% pftipadl, coz koresponduje
s literarnimi udaji. Hulleman et Helin (2005) uvadi, ze amplifikace MDM2 je pfitomna
pouze u 10-15% glioblastomu, zatimco overexprese je pozorovana az u 50% primarnich
glioblastomi (Ohgaki et Kleihues, 2005). Overexprese MDM2 je nalézana také u nadort
mozku, véetné glioblastom nebo oligodendroglialnich nadori (Kamiya et Nakazato,
2002) a ependymomu (Reifenberger et al., 1993). ZvySena exprese je pozorovana
v zavislosti na histologickém gradu onemocnéni (Ranuncolo et al., 2004; Suzuki et lwaki,
2000). Exprese MDM2 je indikatorem celkového preziti a pfeziti bez nemoci u pacientd
s difuznim astrocytomem (Houillier et al., 2006; Korkolopoulou et al., 1997) a zvySena
exprese je spojena horsi prognozou u pacienti s GBM (Houillier et al., 2006; Schiebe et
al., 2000). Prognosticka hodnota MDM2 ovSem zustava kontroverzni, protoze nékteré
studie tuto korelaci nepotvrdily (Kamiya et Nakazato, 2002; Newcomb et al., 1998; Stark
et al., 2003).
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6 ZAVER

V ramci diplomové prace bylo vySetieno 100 vzorkt pacientt s glioblastomem multiforme,
jako soucast velkého projektu s cilem detekce prediktivné - prognostickych
cytogenetickych markerd. Metodou FISH byl u pacienti s GBM Vv ramci rutinniho
vySetfovani stanoven status chromozomalnich oblasti 1p36.3, 9p21.3, 19q13, gent p53,
EGFR, RB1, MDM2 a chromozoma 7, 10 a 13. Nasledné byl v ramci naseho projektu
u tohoto souboru pacientl vysetien status geni C-myc, N-myc, cyklin D1 a BCR a pocet
chromozomli 8 a 11, pomoci pfipravenych fluorescenéné pifimo znacenych sond. Tyto
sondy byly rovnéz zafazeny do sestavy sond, rutinné pouzivanych Vv Laboratofi

experimentalni mediciny pro vysetfeni vzorkt pacientli s mozkovym nadorem.

U pacienti s GBM byl nejcastéji aberovanym markrem gen pro receptor pro epidermalni
rastovy faktor EGFR (amplifikovan u 62% vzork®), dale gen C-myc (amplifikovan
u 47%). Amplifikace genu N-myc byla detekovana u 14% vzorki a gen cyklin D1 byl
amplifikovany u 24% ptipadl. Delece genu BCR/oblasti 22q byla nalezena u 26% vzorkd.
Zaroven byly sledovany 1 klinické parametry, napiiklad medidn pteziti, v€k pii prvni
operaci a korelace mezi nimi a pftisluSnou cytogenetickou zménou. Ackoliv se zda, Ze
sledované markery budou mit prognosticko-prediktivni vyznam, je potieba jednotlivé
trendy oveéfit na vétSim mnozstvi pacienti. V soucasnosti probiha prospektivni testovani
dalSich pacientskych vzorkl a zarovenl je zvazovan v rdmci dalSiho projektu dovySetteni

I dalSich cytogenetickych markert.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2HG
aCGH
ACTH
Akt
ARF
aKG
Bcel-xL
BCNU
BCR
CASP8
CCND1
cdc25A
CDK4
CDKN2A/B
CEP
CKI
CML
CMR1
CNS
CT
DAPI
DFMO
DFP
DLL3
DNA
EEG
EGF
EGFR

ERK
E2F

R(-)-2-hydroxyglutarat

Array comparative genomic hybridization
Adrenokortikotropni hormon

Rodina signélnich Ser/Thr protein-kindz

Tumor supresor

a-ketoglutarat

Antiapoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny
1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea

Breakpoint cluster region

Kaspaza 8

Cyklin D1

Fosfataza

Cyklin-dependentni kinaza 4

Gen, kodujici inhibitory CDK p14 a p16
Centromericka sonda: Centromeric Enumeration Probes
Inhibitor cyklin dependentni kinazy

Chronickéa myeloidni leukémie

Cold and menthol-sensitive receptor 1

Centralni nervova soustava

Pocitacova tomografie

4’ 6-diamino-2-fenylindol
d,l-a-difluoromethylornithine

Preziti bez nemoci: Disease-free survival

Delta-like protein 3

Deoxyribonukleova kyselina

Elektroencefalogram

Epidermalni ristovy faktor: Epidermal Growth Factor
Receptor pro epidermdlni riistovy faktor: Epidermal Growth Factor
Receptor

Extracellular-signal-regulated kinase

Transkripéni faktor
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Fas
FISH
GBM
GSK3p
HB-EGF
HER1, 2, 3,4
HIF-1a
HLH LZ
IDH1/2
ISH

kb

kD

LEM
LOH
LSI

Mad
MAPK

Max
MDM2/4
MEK
MGMT
My

MR

MS
N-CAM
PDGF
PDGFR

PET
PI3K
PKC
PLC-y
PTEN

Receptor/ligand bunééné smrti

Fluorescencni in situ hybridizace: Fluorescent In Situ Hybridisation
Glioblastoma multiforme

Gen kodujici glykogensyntdzu kindzu 3: Glycogen synthase kinase 3
Heparin-Binding EGF-like growth factor

Clenové erbB rodiny tyrozinkinazovych receptorii

Hypoxia Inducible Factor-1a

Helix-loop-helix leucine zipper

Gen pro NADP"-dependentni izocitrat dehydrogendzu %

in situ hybridizace

Tisice nukleotidovych part: kilo base pairs

kiloDalton

Laboratof experimentalni mediciny

Loss of heterozigozity

Lokusové specifickd sonda: Locus Specific Identifier

Dimeriza¢ni partner C-myc proteinu

Mitogeny aktivovand proteinkinaza: Mitogen Activated Protein
Kinase

Dimeriza¢ni partner c-myc proteinu: myc-associated factor X
Murine Double Minute 2/4

Mitogen-activated protein kinase kinase

O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

Molekularni hmotnost

Magneticka rezonance

Hmotnostni spektrometrie: Mass Spectrometry

Neural cell adhesion molekule

Destickovy rustovy faktor: Platelet-derived growth factor,
Receptor pro destickovy ristovy faktor: Platelet-derived growth
factor receptor

Pozitronova emisni tomografie

Fosfatidylinositol-3-kinaza

Protein kindza C

Phosphoinositide phospholipase C

Phosphatase and Tensin homolog; naddorovy supresor
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Raf
Ras

RB1
RNA
SELDI TOF
Shh
SN38
SPECT
SVOD
STH
TGFa
TK1
TP53
UTR
VEGF

WB
WCP
WHO
WSI
WSII
XPB

Proteinkinéaza, gen kodujici proteinkindzu

C- RAS, H- RAS (Ha- RAS), K- RAS (Ki- RAS) a N- RAS
protonkogeny (Rat Sarcoma Virus)

Tumor supresorovy gen pro retinoblastom

Ribonukleova kyselina

Surface-enhanced laser desorption/ionization Time-of-flight
Signalni draha Sonic hedgehog
7-Ethyl-10-Hydroxy-20(S)-Camptothecin

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie

Software pro Vizualizaci Onkologickych Dat

Ristovy hormon

Transformujici rastovy faktor alfa: Transforming growth factor beta
Gen pro thymidinkinazu

Tumor supresorovy gen p53

Netranslatovana oblast: Untranslated region

Vaskularni endotelialni rustovy faktor: Vascular endothelial growth
factor

Promyvaci pufr: wash buffer

Celochromozomovéa sonda: Whole Chromosome Painting

Svétova zdravotnické organizace: World Health Organization
Promyvaci roztok 1: washing solution 1

Promyvaci roztok 2: washing solution 2

ATP dependentni DNA helikaza: xeroderma pigmentosum group B
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