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IV. TEORETICKA CAST

1. Uvod

Karcinom plic se oznacCuje jako onemocnéni s nejvyssi svétovou mortalitou.
Ro¢né karcinomem plic v Ceské republice onemocni vice nez 1000 novych
pacientii. Ceska republika zaujiméa v porovnani s ostatnimi zemémi v incidenci
plicniho karcinomu 13. misto (graf ¢. 1). PfestoZze se incidence plicniho

karcinomu zvysuje, 1ze pozorovat dlouhodobou stagnaci mortality (graf €. 2).

Graf ¢. 1 Incidence plicniho karcinomu v CR v porovnani s ostatnimi zemémi

(Dusek et al, 2007)
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Graf ¢. 2 Vyvoj incidence a mortality karcinomu plic (DuSek et al, 2007)
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Tabulka €. 1: Vyvoj incidence a mortality karcinomu plic u Zzen v ¢ase (Dusek et
al, 2007).

V tabulkach je pouzita jednotka ASR (Age Standardized Rate). Tato jednotka predstavuje vékove
standardizovanou incidenci. Vyjadiuje pocet ptipadti na 100 000 osob, kdyby méla zkoumana
populace stejnou vékovou strukturu jako populace standardu.

Rok 1977 | 1980 | 1985 | 1990 | 1995 | 2000 | 2005 | 2009
Incidence | 5,78 | 6,63 | 8,02 | 9,1 12,24 | 14,55 | 15,57 | 17,9
Mortalita |3.22 | 5,34 6,94 | 8,11 | 10,41 | 11,51 | 11,88 12,73

Tabulka €. 2 : Vyvoj incidence a mortality (ASR) karcinomu plic u muzi v ¢ase
(Dusek et al, 2007)

Rok 1977 | 1980 | 1985 | 1990 | 1995 | 2000 | 2005 | 2009
Incidence | 74,64 | 75,97 | 77,19 | 75,29 | 70,74 | 64,56 | 58,21 | 51,14
Mortalita | 38,70 | 68,28 | 70,01 | 70,35 | 66,38 | 58,68 | 48,67 | 43,98

Incidence a mortalita plicniho karcinomu je rozdilna v jednotlivych krajich Ceské
republiky a je zavisld rovnéz na pohlavi. Mortalita nemocnych Zen trpicich

karcinomem plic se za vice neZ tficet let zvySila t¢éméf ¢tyfnasobné, oproti tomu
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mortalita u muzl s plicnim karcinomem se zvysila jen nepatrn€. Incidence u Zen
se za stejnou Casovou jednotku zvysila tfikrat, incidence plicniho karcinomu u

muzil naopak klesla (viz graf €. 3)

Graf ¢&. 3 Casovy vyvoj hrubé mortality u celé populace, u muzi a u Zen (Dusek et
al, 2007).
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Karcinom plic je nejcastéjsSim malignim onemocnénim u muzi i u Zen. Pacienti
s plicnim karcinomem maji vSeobecné velmi nepiiznivou prognézu a vysokou
umrtnost v porovnani s ostatnimi karcinomy. Nemalobunéény plicni karcinom
(NSCLC), ktery zaujima 85 % plicnich karcinomtl, je mnohem cast¢jsi u muzd, u
kutakl a u starSich osob. Nejcastéjsim podtypem NSCLC je adenokarcinom (40
%), jehoz podtyp, bronchoalveolarni karcinom, je mnohem castéjSi u Zen,
nekurakl a u mladsich pacientt.

Bylo provedeno mnoho genetickych analyz se snahou nalézt vztah mezi umrtnosti
na karcinom plic a genetickou zatézi. Soubor zahrnoval 15924 dvojcat
(jednovajecné 1 dvojvajecné), u nichz byl analyzovan geneticky vliv na
onemocnéni karcinomem plic. Souvislost zvySené genetické predispozice a
vzniku plicniho karcinomu vSak prokazéna nebyla. Nebyla prokazana zvySena
predispozice k onemocnéni karcinomem plic mezi jednovajeCnymi a

dvojvajeCnymi dvojCaty (Braun et al, 1994).
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Dalsi neopomenutelnou slozkou genetické zatéze je zatéz etnicka a rasova, kterou
se zabyva fada studii. Haiman et al., 2006 publikoval praci, ve které byli testovani
jedinci s plicnim karcinomem rizného etnického ptivodu (africti Americané,
Japonci, Latino-Ameri¢ané, domorodi Hawajané a kavazska popluace). Sledovali
1979 ptipadia po dobu 8 let. Zjistili, ze ve vzorku kufaka cigaret, maji africti
Ameri¢ané a domorodi Hawajané vyssi predispozice vzniku plicniho karcinomu v
porovnani s ostatnimi (Haiman et al., 2006). Na zaklad¢ vysledi studie se
rozpoutala diskuze o problémech, které se tykaly rasovych a etnickych rozdili ve
vztahu k Cetnosti onemocnéni. Diky dal§im studiim bylo potvrzeno, Ze existuji
vyznamné genetické rozdily mezi jednotlivymi etniky. U nemalobunééného
karcinomu plic je naptiklad mnohonasobné vyssi vyskyt EGFR a ALK mutaci
v asijské populaci oproti K-RAS mutacim, které se vyskytuji pfevazné v

kavkazské populaci. (Riely et al., 2008; Risch , 2006).
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2. Mutace u solidnich nadoru

Podstatou dédi¢nosti jsou geny, které se béhem rozmnozovani prenasi
z rodiCovské generace na potomky. Genetickd informace je uloZena v genovych
sekvencich, které¢ jsou tvofeny z parti nukleotidi. Tato genetickd informace je
béhem celého procesu déleni a rozmnozovani neustale kontrolovana a opravovana
riznymi kontrolnimi mechanismy, ale i presto dochazi k chybam. Mezi kontrolni
mechanismy mizeme zafadit regulace kontrolnich bodii bunééného cyklu. Pokud
selze kterykoliv z kontrolnich mechanisml (napf. exonukledzova aktivita DNA
polymerazy fotolyaza,10°-methyl-guanin-DNA-methyltransferaza), dojde
k chybé, jsou tyto chyby oznacovany jako mutace. Mutacemi nazyvame zménu
genetického materialu, ale 1 samotny proces, pii kterém tyto zmény vznikaji
(Snustad, Simmons, 2009). Mutace vytvaii morfologické zmény, zmény
enzymatické, zmény v nutri¢nich pozadavcich, vnimavosti na antibiotika. Pojmem
mutageny, tedy latky vyvolavajici mutace, rozumime fyzikalni jevy (ionizujici a
UV zafeni) nebo jevy chemické, které zptisobuji zmény DNA a vedou k mutacim
(Janovska et al.,, 2002). Mutace lze rozdélit na spontanni a indukované.
Spontanni mutace vznikaji bez zjevné pfiCiny z vné&jSiho prostiedi. VétSina
nadorovych onemocnéni je zpusobena spontannimi mutacemi v prenadorové
tkdni, hromadénim mutaci dochazi ke kancerogenezi. Mutace indukované vznikaji
ptisobenim mutagent (chemickych, fyzikalnich). Mutace mohou byt balancované
(u nichz se obsah genomické DNA neméni) nebo nebalancované (pii nichz
dochdzi ke ztratdm ¢i zisku genetického materialu). Mezi mutace miZzeme zatfadit

bodové mutace, translokace, inverze, duplikace, amplifikace a delece.

2.1 Translokace

Translokaci oznacujeme piesun ¢asti genetické informace na jiné misto v genomu.
Pfi¢inou je zlom a nasledné chybné spojeni. Existuji dva typy translokaci -
reciprokd a nereciproka. Reciprokd translokace se fadi mezi balancované zmény.
Pti reciproké translokaci dochézi k vyméné chromozomadlnich tsekl, mnoZstvi
genetické informace ziistava stale stejné, jen geny samotné se dostanou na odlisné

misto. Pfi nereciproké translokaci dochazi ke zlomu, na zlomeny chromozom se
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ale nic nepiipoji a geneticka informace je v priabehu déleni ztracena. K aktivaci
onkogenu translokaci mize dojit dvéma zpiisoby, a to vznikem fazniho genu nebo
translokaci za konstitutivné aktivni promotor jiného genu (nejéastéji promotor

imunoglobulintt).

2.1.1 Vznik fuzniho genu

Projevem fuzniho genu je nejCastéji exprese fuzniho proteinu s odliSnymi
vlastnostmi. Mezi nejznamé&jsi fuzni geny patii reciprokd translokace
t(9;22)(q34;q11), pfi niz vznika Filadelfsky (Ph) chromozom, nej¢astéji nalézany
u chronické myeloidni leukemie (CML). V mist¢ zlomu jsou lokalizovany
onkogeny c-abl (chromozom 9) a ber (chromozom 22), které tvoii siln¢ onkogenni
flzni gen bcr-abl (Snustad et al., 2009). Diky objevu této driver mutace se
progndza pacientil s chronickou myeloidni leukémii rapidné zlepSila. Pro 1écbu
pacientl s CML se pouziva tyrozin-kindzovy inhibitor imatinib mesylat(Glivec).
U pacienti s CML mé Glivec enormni G¢innost a zaroven i snizuje moZznost

opakovan¢ recidivy (Druker et al., 2001).

2.1.2 Translokace za promotory jinych genii

Jsou zvlastnim druhem translokaci, které jsou spojeny s onkogenezi (Janz , 2006).
Translokaci za promotory imunoglobulind, které jsou konstitutivné exprimovany,
dochazi ke konstitutivni transkripci onkogenu. Jednim z ptikladii je translokace
onkogenu MYC (C-MYC) genu. C-MYC gen se nachazi na chromozomu 8§
(8g24), je to onkogen casto aberovany u nadorovych onemocnéni, u
hematoonkologickych malignit dochazi k translokaci tohoto genu za promotoy
immunoglobulint (Blick et al, 1986). Tato translokace, at’ uz s jejich tézkym c¢i
lehkym fetézcem, zplisobuje onkogenetick¢ zmény pii dozravani B lymfocyth

(napt. Burkittiv lymfom) (Janz, 2006).

2.2 Duplikace

Jsou-li pfitomny nadbyte¢né chromozomové segmenty, oznaujeme tento jev jako
duplikace. Duplikace patii ke strukturnim aberacim chromozomi. Organismus
stouto mutaci je oznaCovan jako hyperploidni pro danou cast genetické

informace, ktera se na odpovidajicim segmentu nachdzi. Pokud je duplikace
13



dostatené velka, lze ji odhalit na mitotickych chromozomech pomoci Q a G
prouzkovéani. Duplikované segmenty se mohou nachdzet na kterémkoliv
chromozomu, ¢i mohou existovat jako nové separatni chromozomy (tzv. volna

duplikace) (Snustad et al., 2009).

2.3 Amplifikace

Jako amplifikace je oznaCovano mnohonasobné zmnozeni genetické informace ¢i
malych chromozomalnich useki, které je casto spojeno se zvySenou expresi gentl,
které jsou lokalizovany v amplifikované oblasti.

Pravé diky amplifikaci daného onkogenu, dojde kjeho nadmérné expresi -
aktivaci, ke které by bez zesileni nedoslo. Jako ptiklad 1ze uvézt amplifikaci genu
Her-2/neu, kterd se vyskytuje pfiblizn¢ u 15 % pacientd s karcinomem prsu. Gen
Her-2/neu a gen EGFR patfi do rodiny transmembranovych proteint, které jsou u
cel¢é fady ndadorG aktivovany pomoci amplifikace. Gen Her-2/neu je
transmembranovy receptor, na ktery existuje velmi ucinna biologicka 1é¢ba, ktera

je ucinna u amplifikovanych ptipadt (Herceptin) (Artemov et al, 2003).

2.4 Bodové mutace

Bodové mutace jsou tim typem mutaci, které¢ ovliviuji jednotlivé geny na trovni
parti bazi. Patfi sem prostd zdména jednoho paru bazi za jiny, ¢i inverze nebo
delece jednoho nebo vice pard bazi ve specifickém misté genu. Mize dojit
k zaméné pyrimidinové baze za pyrimidinovou, ¢i purinové baze za purinovou.
V téchto pripadech hovoifime o tranzici. Pokud vSak dojde k zaméné purinu za
pirimidin ¢i naopak, hovofime uz o transverzi.

Nejznaméjsim druhem bodovych mutaci jsou mutace genu EGFR. Tyto mutace
jsou nejcastéjsi driver mutace, zptusobujici karcinom plic. Mutace geni BRCA1 a

BRCA2 zplisobuji dédicna nadorova onemocnéni prsu a ovaria.

2.5 Delece

Jako deleci oznacujeme ztratu ¢asti chromozomu. Velké delece je mozno rozliSit
na mitotickych chromozomech pomoci pruhovacich metod, av§ak u velmi malych

deleci je tato detekce nemozna. U diploidnich organismii zplisobuje delece ¢asti
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chromozomu hypoploidii, coZz mé za nasledek cetné fenotypové piiznaky. Na
rozsahu chybéjiciho segmentu zavisi 1 mira projevu, tedy klinickych ptiznakd,

dané mutace (Snustad et al., 2009).

2.5.1 Tumor supresorové geny

U onkologickych onemocnéni dochdzi nejcastéji k delecim tumor supresorovych
gentl jako napt. genu p53 ¢i genu RB1(Kepak et al, 2007). Tumor supresorové
geny jsou recesivni, to znamena, ze k jejich aktivaci je nutné poSkozeni ¢i vypnuti
obou alel. Tumor supresorovy gen p53 je lokalizovan na chromozomu 17 (17p13).
Jeho aberace jsou nalézany az u 60 % NSCLC (Skacel et al, 2002). p53
zachovava genetickou integritu buiiky a také u bun¢k s poSkozenou DNA iniciuje
spolu s bcl-2 apoptozu (Barnes et al., 1996). Mutace a delece tohoto genu jsou
nalézdny uz v preneoplastickych lezich (dysplazii, metaplazii a hyperplazii)
(Skacel et al, 2002). Nalezneme je vSak i u témet vSech nadorovych onemocnéni,
jako je napf. karcinom plic, karcinom prsu, anaplasticky astrocytom, glioblastom,
AML, nadory mocového méchyie a retinoblastom. Pokud je gen p53 funkcni a
rozpozna mutagenezi, buiilka se sama zni¢i apoptézou. Stav tohoto genu je
ukazatelem dané agrese nadorti a ukazuje 1 pravdépodobnost odpovédi na 1écbu,
ktera zplisobuje poskozeni DNA (napft. radioterapie) (Barnes et al , 1996).

Tumor supresorovy gen RB1 (retonoblastoma gen) je lokalizovan na chromozomu
13 ( 13q14) (Skacel et al, 2002). Tento gen hraje zasadni roli pii regulaci
bunécného cyklu, pii jeho inaktivaci dochazi k deregulaci a tumorigenezi. Ztrata
nebo inaktivace RB1 genu vede ke vzniku a rozvoji nadorového onemocnéni
(Kepak et al, 2007). Gen RBI1 je inaktivovan az u 30 % NSCLC (Skacel et al,
2002).

2.6 Inverze

Jako inverzi oznacujeme mutaci, kdy na chromozomu dochazi ke dvéma zlomtim,
usek mezi témito dvéma zlomy se pievrati o 180° a znovu se spoji do ptivodniho
chromozomu. Inverzi tedy dochdzi ke zméné linearity poradi geni v daném

segmentu. Podle toho, zda invertovany usek chromozomu obsahuje oblast
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centromery ¢i nikoliv, rozliSujeme inverzi pericentrickou (zahrnujici centromeru)
a paracentrickou (nezahrnujici centromeru).

Inverze mohou byt indukované (napf. plisobenim rentgenového zareni) nebo
spontanni (napi. dasledkem pfesunu transponovatelnych elementli). Typickym
piikladem inverze je inverze na chromozomu 2 (2p21p23) vedouci ke vzniku
fazniho genu EML4-ALK. Faze geni EML4-ALK je pfi¢inou 2-7 % piipada

nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC).
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3. Vznik nadorového onemocnéni

V kazd¢ bunice jsou pfitomné protoonkogeny, které reguluji bunécnou proliferaci
a diferenciaci. Koduji proteiny, které funguji jako rtstové faktory, jejich
receptory, tyrosin-kindzové, nukledrni a cytoplazmatické proteiny. Pii mutaci,
vedouci ke zménam buriky se protonkogeny méni na onkogeny.
Aby doslo ke vzniku nadoru, je tfeba k pocatecni mutaci pouze jedné bunky,
ktera se zacne nekontrolovatelné mnozit. V nasledujici generaci bun¢k dochazi k
hromadéni genetickych mutaci, diky kterym dochézi ke zvétSovani naddoru a ten
nakonec metastazuje do ostatnich ¢asti téla. Pokud dojde k metastazovani, kazda
takto premisténd builka je schopna nového dé€leni a tim tvofi dal$i nddorova
seskupeni. Tzv. rakovinné kmenové bunky, které maji také schopnost se
nekontrolovatelné délit, davaji vzniknout smésim nddorovych bunék s rtiznymi
vlastnostmi a riiznou délkou zivotnosti.
Tento typ kmenovych bunék pozbyl zakladni funkci, signaly pro zastaveni
nekontrolovatelného déleni jsou ignorovany. Potvrzeni této zodpoveédnosti
rakovinovych bun¢k za vznik naddorti odpovida na otazku, pro¢ tradi¢ni zplisoby
1é¢by selhavaji. Rakovinné kmenové buiiky dokazi vstoupit do klidového stadia,
piezit pocatecni 1écbu lépe nez jiné bunky v nadoru a zpiisobit recidivu po
mésicich 1 po létech (Klener, ;Willyard, 2011).
Rozsah jakéhokoliv nadorového onemocnéni a tudiz i nemalobunécného
karcinomu plic 1ze rozdélit do Ctyt fazi:
Faze I Zahrnuje pouze periferné ohraniCeny nador bez
zjisténych metastdz, ktery nepiekracuje hranici

primarni lokalizace.

Faze 11 V této fazi dochazi k sifeni nddoru do blizkych
miznich uzlin, ale stidle nedochézi k ptekroceni
hranice primarni lokalizace.

Faze 111 Do této faze spadaji dve tzv. podstadia:

A) Nador se S§ifi do okolnich tkani (hrudni sténa,

branice, prsni tkan, cévy, pater)
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B) Nédorové bunky metastazuji do miznich uzlin.

Faze IV Jsou pfitomny i vzdalené metastazy.
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4. Nemalobuné¢ény karcinom plic

Karcinom plic je nadorovym onemocnéni s celosvétovou nejvyssi mortalitou
(Horn et al., 2009). V roce 2010 bylo ve Spojenych statech diagnostikovano 222
000 novych piipadii karcinomu plic, umrti nasledkem plicniho karcinomu bylo
pozorovano u 157 000 ptipadd (Crystal et al., 2011). Dva hlavni typy karcinomu
plic jsou nemalobunéény karcinom (85 %) a malobunéény karcinom (15 %)
(Herbst et al., 2008). V porovnani s malobunécnym karcinomem zaklada NSCLC
metastazy az mnohem pozd¢ji a ma mensi radio i chemosenzitivitu
(Aschermanova et al., 2002). Nemalobunécny karcinom lze rozdélit do tii
zéakladnich podtypd: adenokarcinom, spinocelularni karcinom a velkobunécny
karcinom. Adenokarcinom je nejcastéjSim podtypem NSCLC, ktery se vyskytuje
u 40 %. Nejcast€jSim podtypem adenokarcinomu je bronchoalveolarni karcinom,
ktery se déli na:

1. Mucin6zni

Mucin6zni druh karcinomu tvoii 30 — 40 % vSech piipadi bronchoalveolarniho
karcinomu. Vychazi z poharkovych bunc¢k obsazenych v epitelu hlavnich cest
dychacich a zasahuji az do urovné bronchioli

2. Nemucin6zni

Zbyla cast ptipadd (60 — 70 %) je postizena nemucinéznim typem karcinomu.
Tento typ vznika z Clarovych bun¢k nebo pneumocytt II. typu.

3. SmiSeny

Smisend forma nemucindznich a mucindznich typt je velmi vzacna.

Ptesné rozdéleni ukazuje a popisuje nejen rozdily na molekuldrni a bunécné
urovni, ale ma i vyznamny dopad na diagnostiku a na néslednou 1écbu pacienta
(Miller et al., 2008).

Diky intenzivnimu vyzkumu bylo nalezeno mnoho markeri, souvisejicich

KIFB5-ALK, TFG-ALK, EML4-ALK, p53, BRAF, RB1, PI3CA, HER2, AKT.
Velka vétSina markerd vedoucich ke karcinogenezi NSCLC vSak zlstava

neobjasnéna (Crystal et al., 2011). Vzhledem k velké incidenci a mortalité
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v disledku NSCLC a pomérné Spatné odpoveédi na chemoterapii a radioterapii je
nezbytné hledat dalSi nadorové markery, které pomohou =zkvalitnit Iécbu
nemocnych s NSCLC.

V 1écbé NSCLC se uplatnuje Siroka Skala 1écebnych postupt. Nejcastéji se jedna
o lécbu chirurgickou, protindadorovou chemoterapii, 1€€bu ozafovanim a cilenou
biologickou 1écbu pomoci monoklonalnich protilatek, ¢i nizkomolekularnich
inhibitort tyrozinkindzovych receptorii. Casto je oviem nutna i kombinace vice

téchto lé¢ebnych metod

4.1 Gen ALK

Gen ALK (anaplastic lymphoma kinase) je u clovéka lokalizovan na
chromozomalnim useku 2p23. Tento gen kdduje tyrosin kindzovy receptor, ktery
patti do rodiny inzulinovych receptorti a skldda se z 1620 aminokyselin. ALK
protein obsahuje extracelularni oblast, tvofenou dvéma MAM doménami (MAM
doména 1 a 2), transmembranovou a intracelularni oblast.

Gen ALK je tkanove specificky, v prubéhu vyvoje je exprimovan v centralni a
periferni nervové soustavé, kde reguluje spravny rist a vyvoj, v dospélosti je

exprimovan ve varlatech a v mozku (Mourali et al., 2006).

4.1.1 Prestavba genu ALK

Poprvé byla piestavba genu ALK detekovdna vroce 1994 jako soucast
translokace t(2;5)(p23;q35), vedouci k expresi fuzniho proteinu NPMI-ALK,
zpusobujici anaplasticky velkobunécny lymfom (ALCL) (Morris et al, 1994).

V roce 2004 byla objevena piestavba genu ALK u NSCLC. Jedna se o
paracentrickou inverzi mezi regiony 2p21 a 2p23, kterou se kinazova doména
genu ALK dostane za pocatek genu EML4. U piipadl s inverzi je exprimovan
fazni protein EML4-ALK, ktery je pod kontrolou promotoru pro EML4 (Soda et
al., 2007). Gen ALK se Stipe v misté exonu 20 a gen EML4 nejcastéji v exonech
6 a 13. Podle typu S$tépeni jsou nalézany rizné varianty EML4-ALK fazniho
proteinu.

EML4 byl prvnim faznim partnerem ALK detekovanym u NSCLC. Tato

translokace zaujimé az 99 % ALK pozitivnich NSCLC, méné castymi fuznimi
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partnery jsou KIFB5-ALK, TFG-ALK(Shinmura et al, 2008). Prestavby genu
ALK jsou nalézdny u 2 - 7 % vSech pacienti s diagnostikovanym
nemalobunéénym karcinomem plic (Garber, 2010).

Bylo zjisténo, ze se ALK piestavby vyskytuji u pacientli, ktefi nikdy nekoufili
nebo jsou byvalymi, ¢i lehkymi kufdky. U silnych kutfédkli se tato alterace
vyskytuje mén¢ Casto (Crystal et al., 2011). Mutace EGFR a ALK jsou u NSCLC
vzajemné exkluzivni. Bylo prokazéano, ze NSCLC pacienti s ALK piestavbou jsou
mladsiho v€ku a to i1 ve srovnani s pacienty s EGFR mutaci (Crystal et al, 2011).
ALK piestavby se vyjma ALCL a NSCLC vyskytuji u neuroblastomli a
inflamatornich myofibroblastickych nadord (IMT). U jinych nadorovych
onemocnéni nebyly zmény ALK nalezeny. Studie, které se timto zabyvaly a
zkoumaly 1 jind naddorova onemocnéni nenalezly ptrestavbu genu ALK u SCLC,
karcinomu prsu, karcinomu ledvin, tlustého stfeva, prostaty, urotelidlnich
karcinomt, zaludku, délohy, hepatocelularniho karcinomu, maligniho fibrézniho
histiocytomu, akutni myeloidni leukémie ani non-Hodgkinova lymfomu (Crystal

et al., 2011; Fukuyoshi et al, 2008; Soda et al, 2007).

4.1.2 Moznosti detekce zmén ALK

Na detekci genovych fuzi ALK v plicnich nédorech se pouzivaji metody
imunohistochemické (IHC), metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) a
real-time polymerazova fetézova reakce (RT-PCR) .

IHC je nejjednodussi a nejlevnéjsi metodou pro detekci ALK piestaveb. Exprese
ALK je ovSem velmi nizka a klasicky pouzivana protilatka neni schopna zachytit
pozitivitu ve vSech FISH ALK pozitivnich ptfipadech. K hlavnim pozitivim THC
lze tadit ¢asovou 1 finan¢ni dostupnost a moznost vizualni kontroly preparatu.
IHC by byla ideélni pro detekci prestaveb ALK u NSCLC, avsak pouze za
ptedpokladu, ze bude nalezena dostate¢né citliva protilatka (Horn et al., 2009).
RT-PCR je metoda velice ndrocnd na material. Nadorova tkan je uchovavana
predev§im ve form¢ parafinovych bloki, Casto se navic jednd pouze o biopsii
tenkou jehlou a v téchto ptfipadech je izolace RNA ze vzorku velmi naro¢na a

Casto neuspéSnad. Pomoci RT-PCR lze navic detekovat pouze znamé fazni
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partnery ALK. Metody maji vSak své vyhody a jsou velmi Casto vyuZzivany
v probihajicich vyzkumech (Crystal et al, 2011).

Diky nizké sensitivit¢ IHC a materidlové narocnosti RT-PCR byla zvolena metoda
FISH jako ,,zlaty standard” pro ALK diagnostiku. ALK Ize vySetfit pomoci FISH
break-apart sondy a translokacni sondy EML4-ALK. Pomoci break-apart FISH
lze detekovat vSechny varianty ALK piestaveb, z 99% se vSak jedna o fuzi
EML4-ALK. Pfi pouziti translokacni sondy, lze fyziologicky gen ALK pod
fluorescenénim mikroskopem pozorovat jako jasné oranzovy signal. Pokud vSak
dojde k preskupeni tohoto genu, vidime dva oddélené signaly, oranzovy a zeleny.
Touto metodou Ize detekovat pouze translokaci EML4-ALK (Horn et al, 2009).
Cut-off pro FISH ALK pozitivitu je 15 % bunck, ve kterych byla nalezena
prestavba genu ALK.

4.1.3 ALK a jeho inhibitor

Crizotinib, dudlni inhibitor ALK a C-MET kinazy, byl testovan v klinickych
studiich faze I a II u NSCLC. V téchto studiich, se 1é¢ba crizotinibem ukazala
jako velice G¢innd. Do klinické studie faze I/II bylo zatfazeno 82 ALK pozitivnich
pacientli, kterym byl podavan crizotinib. U téchto pacientli byl median celkového
preziti (OS) od zahajeni 1écby crizotinibem po 1 roce 74% a dvoulety OS byl 54
%. Tyto tidaje nezavisely na veéku, pohlavi, historii koufeni nebo etnickém ptvodu
lécenych pacienti. Témét u vSech pacientl, léCenych crizotinibem doslo ke
zlepsSeni, ¢i ke stagnaci nemoci. ALK pozitivni pacienti, 1éCeni crizotinibem méli
signifikantné lepsi 1écebnou odpovéd’ nez ALK pozitivni 1 wt-EGFR/wt-ALK
1éceni konvenéni chemoterapii (Kwak et al., 2010; Shaw et al., 2011).

Na zakladé vyjimecné presvédCivych klinickych studii, byl crizotinib dne 26.
srpna 2011 schvalen komisi US Food and Drug Administration (FDA) pro 1écbu
pokrocilého ¢i metastatického plicniho karcinomu s ALK pozitivitou. Trvalo
pouze Ctyii roky od objeveni onkogenu ALK u NSCLC a schvaleni u¢inného

cileného inhibitoru ALK (Ou Sh, 2011).
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4.2 Gen EGFR

Gen EGFR je lokalizovan na chromozomu 7 (7p13-q22) (Kondo et al, 1983).
Tento gen je slozen z 28 exonil a obsahuje nékolik opakujicich se prvki (Reiter et
al, 2001). Koéduje tyrosin kindzovy receptor z rodiny HER, ktery se podili na
vzniku a progresi nadorl, jejich metastazovani a angiogenezi. Po aktivaci
receptoru ligandem, receptor dimenzuje a spousti MAPK a PI3K signalni kaskadu

(Wang et al, 2004).

4.2.1 Mutace genu EGFR

Vice nez 90 % aktivaénich mutaci v genu EGFR nastadva v exonu 19 a 21. Jedna
se o delece v 19. exonu a substituce argininu za leucin (L858R) v 21. exonu
(Hirsch et al, 2008). Substituce glycinu za serin, alanin, ¢i cystein v exonu 18 se
vyskytuje u dalSich 4 % aktivaénich mutaci. V disledku téchto mutaci dochéazi k
permanentni aktivaci tyrozin kindzové domény EGFR, bez zavislosti na ligandu,
coz vede k fosforylaci dalSich proteint, které patii do EGFR signalni dréhy.
Aktivacni EGFR mutace jsou nejcastéji nalézdny u nekufakd, zen, v asijské

populaci a u pacientti s adenokarcinomem (Gazdar, 2009).

4.2.2 Cilena terapie pomoci inhibitort

Gefitinib (Iressa, AstraZeneca) a erlotinib (Tarceva,Genentech) jsou reversibilni
ATP kompetitivni inhibitory tyrosin kindzové domény EGFR (EGFR TKI), které
se vazi na jeho ATP vazebné misto. Inhibitory maji mnohem vys$si afinitu
k mutované tyrosin kinazové doméné¢ nez ATP, proto blokuji kinazovou doménu
u EGFR mutovanych ptipadi (Gazdar, 2009).

EGFR pozitivni pacienti reaguji na 1é¢bu EGFR TKI vyraznym zlepSenim jejich
zdravotniho stavu (Garber, 2010). Lécebna odpoved na prvni linii 1é¢by pomoci
gefitinibu nebo erlotinibu u pacientll s mutaci EGFR je vétsi nez 50 % (Crystal
et al, 2011). Velkd metaanalyza, zahrnujici 3101 pacientl jednoznaéné potvrdila
prediktivni vyznam EGFR mutaci pro G¢innost 1é€by pomoci TKI (Dehabreh et
al., 2010).
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4.2.3 Resitence na inhibitory EGFR kinazy (EGFR TKI)

Vétsina pacientd, ktefi jsou 1éceni EGFR TKI ziska do jednoho roku rezistenci
(Nguyen et al, 2009). Je popsano né€kolik mechanismii resistence, znichz
k nejvyznamnéj$im patii sekundarni bodova mutace genu EGFR T790M a
amplifikace genu C-MET (Kobayashi et al, 2005, Pao et al, 2005). Pii mutaci
T790M dochazi v ATP vazebné doméné k zdméné tyrozinu za metionin a tim
k deaktivaci vazebného mista pro EGFR TKI. Druhym mechanismem ziskané
rezistence je amplifikace genu C-MET (Balak et al, 2006).

NejcastéjSim mechanismem de novo rezistence je mutace genu KRAS, ktery je

v signalni kaskad¢ pod EGFR (viz kap. 4.3.2.).

4.3 Gen KRAS

KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)onkogen je lokalizovan na
chromozomu 12p12. Patii do skupiny RAS onkogent spole¢né¢ s NRAS a HRAS.
RAS proteiny maji GTP-asovou aktivitu a ucastni se MAPK a PI3K signalni
drahy (Skacel et al, 2002).

EGFR aktivuje KRAS pomoci adaptérového proteinu GRB-2 (growth factor
receptor-bound protein 2) a GEF (guanin nucleotide-exchange factor) molekul.
Komplex GTP-KRAS vaze cilové proteiny (napt. BRAF) a aktivuje je.
K deaktivaci GTP-KRAs dochazi pomoci GTPasovych aktivacnich proteini,
které stimuluji hydrolyzu GTP. Signalizace zprostiedkovana pomoci genu K-RAS

reguluje bunécnou proliferaci, diferenciaci a preziti.

4.3.1 KRAS mutace

Patologické aktivace KRAS genu byly nalezeny u mnoha typa rakoviny, véetné

nadort pankreatu, tlustého stieva a NSCLC.

4.3.1.1 KRAS mutace u nadori pankreatu a tlustého stieva

DNA z lidskych pankreatickych adenokarcinomu byla analyzovana na piitomnost
mutaci v kodonech 12, 13 a 61 exonu 2 v genech KRAS a HRAS. Tyto mutace
byly detekovany pomoci selektivni hybridizace. V 28 ze 30 pacientd byla zjiSténa
mutace v kodonu 12 genu KRAS. Tento vysledek potvrzuje zjisténi, ze mutace
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genu KRAS se casto objevuje u adenokarcinomt slinivky bfisni. V dnes$ni dob¢
je zndmo, ze se KRAS mutace vyskytuje az u 90 % pacientd s karcinomem
pankreatu. Mutace jsou pirevazné GT transverze, na rozdil od mutaci genu KRAS
v nddorech tlustého stfeva, které jsou hlavné GA tranzice (Smit et al, 1988).

Pozice bodové mutace v KRAS genu je ukazatelem spojenym s riiznym stupném
agresivity v lidskych nadorech tlustého stfeva. U karcinomu tlustého stieva
apoptozy nez u karcinomt, které nemaji tuto mutaci. KRAS je tedy negativnim
prognostickym faktorem. To, ze mutace KRAS genu vkodonu 12 zvySuje
agresivitu onemocnéni je zptisobeno zmeénou antiproliferacni cesty, diferencialni
regulaci KRAS signalizace, kter¢ vedou k inhibici apoptdézy a vysSi ztraté
kontaktni inhibice. Tyto vysledky poskytuji molekularni vysvétleni pro zvyseni
agresivity nadorit s KRAS mutace kodonu 12 pozorovanych v klinickém prostredi

(Guerrero et al, 2000).

4.3.1.2 KRAS mutace u NSCLC

KRAS mutace se vyskytuji u 20 % ptipadd karcinomt plic (Vakiani, Solit, 2011)
a z 90 % se jednd o bodovou mutaci v kodonu 12 exonu 2. Nedavna analyza
ukézala, Ze KRAS mutace se vyskytuji u 26 % ptipadii onemocnéni byvalych
nebo soucasnych kutdkd oproti 6 % piipadii u nekurdki (Mao et al, 2010).
VétSina studii dokdzala, ze KRAS mutace a mutace genu EGFR se vzdjemné
vylu€uji, maji tzv. mutacni exkluzivitu.

N¢kolik studii hodnotilo vyznamnost mutaci genu KRAS pro pfeziti, recidivu ¢i
Sifeni metastdz. V roce 2005 byly zvefejnény vysledky meta analyzy
porovnavajici prognosticky vyznam KRAS ve 28 nezavislych studiich s 3620
zafazenymi pacienty (Mascaux et al, 2005). Tato analyza prokazala horsi preziti
pacient s KRAS mutacemi. V dalsi analyze byl KRAS statisticky velmi
vyznamnym prognostickym faktorem u adenokarcinomi, ale uz nikoliv u
spinocelularnich karcinomi. Navazujici studie nepotvrdily mutaci genu KRAS
jako nezavisly prognosticky faktor (Marks et al, 2008). Prognosticky vyznam
mutaci genu KRAS u NSCLC zlstava doposud neobjasnén, hypotézy musi byt
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potvrzeny piesn¢ definovanymi analyzami u pacientd s NSCLC (Mascaux et al,

2005).

4.3.2 Rezistence na inhibitory tyrozinkinaz

Ackoliv prognostickd role mutaci genu KRAS neni zatim jasné¢ popsand, byl
potvrzen prediktivni vyznam pro 1écbu inhibitory tyrozinkindz u NSCLC (Han et
al, 2006).

V posledni dob¢ byla publikovana metaanalyza shrnujici vysledky 22 studii. Bylo
analyzovano 1470 pacientd s NSCLC. KRAS mutace byly detekovany u 16 %
piipadi, tedy u 231 pacientli. Bylo potvrzeno, ze pfitomnost KRAS mutaci je
negativnim prediktivnim faktorem pro lécbu NSCLC pomoci inhibitori
tyrozinkinaz (Mao et al, 2010). Nicmén¢, vzhledem k mutacni exkluzivit¢ EGFR
a K-RAS mutaci, je klinicky vyznam KRAS vysSetfeni u NSCLC velmi nizky.
(Tsao et al, 2007).
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V. EXPERIMENTALNI CAST

V experimentéalni Casti této prace jsem se zabyvala pfipravou fluorescencné
znaCenych sond pro detekci EML4-ALK pfestavby u nemalobunéného
karcinomu plic. Cilem prace bylo pfipravit sondu, kterd bude dostatecné senzitivni
a specificka na to, aby danou aberaci prokéazala a byla pouzitelna pro diagnostiku

pacientti s NSCLC.

1. Priprava sondy

Ptiprava sondy je nedilnou soucasti detekce chromozomadlnich aberaci. Pro
piipravu EML4-ALK transloka¢ni sondy jsem izolovala plazmidy ze dvou kment
bakterii. A to z bakteridlniho klonu RP11-299C5 (EML4) a RP11-328L16
(ALK). Tyto klony jsem si vybrala, protoze do jejich plazmidi je vlozena DNA
sekvence genu ALK a do druhého klonu je vlozena sekvence genu EML4. Proto

jsou nejvhodné€j§imi druhy pro ptipravu takto specifické sondy.

Pristroje a zarizeni
temperovana tfepacka (New Brunswick Scientific), pipety (Eppendorf), centrifuga

(Eppendorf), vortex, termostat, vodni ldzen (Julabo), spektrofotometr Nanodrop,

lednice s mrazakem

Material a reagencie

bakteridlni klon EML4 RP 11-299C5 a bakteriadlni klon ALK RP 11-328L16
(BACPAC resources center), LB médium (Sigma), ampicilin (Sigma),
chloramfenikol (Sigma), roztok P1, P2, P3 (pfiraveny z chemikalii od Sigma),
izopropanol (Serva), 96 % ethanol (Serva), TE pufr (Sigma), voda pro PCR
(Ambion), destilovana voda, led, SpectrumGreen dUTP (Vysis), SpectrumOrange
dUTP (Vysis), dUTP mix (Invitogen), 2,5x random primers roztok (750 pg/ml;
Invitogen), Exo-Klenowlv fragment (40 U/ul; Invitrogen), Cot-1 DNA
(Invitrogen; fragmenty DNA o délce 50 - 300 bp, obohacené o repetice, octan
sodny (Serva), 99,5 % etanol, B2 pufr, W1 promyvaci pufr, El1 puft,

phybridizacni pufr, zkumavky.
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SlozZeni roztoku

P1 roztok 50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNaza
P2 roztok 200 mM NaOH; 1 % SDS (w/v)

P3 roztok 3,0 M octan draselny, pH 5,5

LB médium 1 % protedzovy pepton, 0,5 % kvasnicovy extrakt,

1 % NacCl, ampicilin 20 pg/ml

dUTP mix 1,2 mM dATP, dGTP, dCTP; 0,6 mM dTTP v 10 mM
Tris (pH 8,0); ImM EDTA

Hybridiza¢ni 50 % formamid, 2x SSC, 10 % dextran sulfat,

pufr 0,1 % Tween20, 10 mM Tris-Cl; pH 7,5

1.1 Kultivace bakterialni kultury

Do sterilni erlenmayerovy banky jsem odméfila 1 1 sterilntho LB média
obsahujiciho chloramfenikol. Do piipraveného LB média s chlaramfenikolem
jsem ptenesla jeden bakteridlni klon kmene RP11-299C5 a do druhé bakteridlni
klon RP11-328L16. Bakteridlni kultury jsem nechala inkubovat v temperované
ttepacce pii 37 °C pies noc pii 225 - 300 rpm.

1.2 Izolace plazmidu

Bakteridlni kultury jsem centrifugovala 1 min pfi 5 000 g, supernatant jsem odlila.
Pelety jsem nesuspendovala pfidinim 50 ml roztoku P1 a dikladnym
promichédnim na vortexu. Lyzu jsem zahdjila pfidanim 50 ml roztoku P2. Po
pridani pufri do zkumavky jsem vSe promichala opatrnym ptevracenim (5 - 10x),
poté jsem je nechala stat 10 min pfi laboratorni teploté. Lyza byla ukoncena
pfidanim 50 ml roztoku P3, opét jsem vSe promichala opatrnym pievracenim
(5 - 10x). Nechala jsem vsSe stat 5 min na ledu. Centrifugovala jsem 10 min pfi
14 500 g, zkumavky jsem ihned umistila na led a supernatant jsem opatrné
ptenesla do novych sterilnich mikrozkumavek. Pfidala jsem 24,5 ml izopropanolu,
centrifugovala jsem 20 min pfi 14 500 g. Vznikly supernatant jsem opatrné odlila.
Srazeniny jsem promyla 10 ml 70 % vychlazeného ethanolu (-20°C),
centrifugovala jsem S5 min pii 14 500 g. Supernatant jsem odlila, zbyly
supernatant jsem znovu nechala odstfedit na dno zkumavek a odpipetovala.

Oteviené mikrozkumavky jsem ponechala pfi laboratorni teploté piiblizné 10 min,
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aby se peleta vysuSila. Plazmidovou DNA jsem resuspendovala ve 100 ul TE

pufru. Koncentraci a ¢istotu DNA jsme zméfila na spektrofotometru Nanodrop.

1.2.2 Fluorescenéni znaceni izolovaného plazmidu

500 ng kazdé plazmidové DNA jsem doplnila v 1,5 ml zkumavce sterilni vodou
pro PCR do objemu 21 pl. K DNA jsem piidala 20 ul 2,5x random primers
roztoku. Smeési jsem dukladné promichala (vortex), stocila a denaturovala na
vodni ldzni 5 min pii 96 °C. Smési jsem okamzité umistila na 5 min na led. Na
ledu jsem do mikrozkumavek ptidala 5 pl 10x dUTP nukleotidového mixu, 1,5 ul
SpectrumGreen dUTP(pZ17-14) respektive SpectrumOrange (bA62N23) a 1 ul
pufrovaného Exo-Klenowova fragmentu. Smési jsem opatrné promichala
poklepanim, stocila na dno mikrozkumavek a nechala inkubovat v termobloku pii
37°C 2hodiny. Ke smésim jsem pifidala 200 pl B2 pufru. VSe jsem
zcentrifugovala. Pfebytecnou kapalinu jsem odstranila. VSe jsem nechala
centrifugovat Pti 10 000 g na 1 minutu. Pfidala jsem 650 pl promyvaciho pufru
W1, opét jsem centrifugovala na 1 minutu pti 10 000 g. Kolonku jsem ptedélala
do sterilni eppendorfky. Pfidala jsem 55 pl pufru E1 a ponechala pii pokojové
teploté po dobu 1 minuty. Zcentrifugovala jsem na 14 500 g po dobu 2 minut. Ke
smésim jsem dodala 25 ul Cot-1 DNA pro zablokovani repetitivnich sekvenci.
Znacené¢ plazmidy jsem poté nechala vysrazet 7,5 ul 3 M octanu sodného a 206 pl
vychlazeného 96 % ethanolu. Obsah mikrozkumavek jsem opatrné¢ promichala
obracenim a vlozila na 20 min do mraziciho boxu (-20 °C). Poté jsem smési
centrifugovala 15 min pfi 14 500 g. Supernatant jsem odlila a vzniklé pelety susSila
pii laboratorni teploté po dobu 3 - 5 min (bez pfistupu svétla). VysuSenou DNA s
inzertem jsem nechala rozpustit v 50 pl hybridiza¢niho pufru, obsah jsem pienesla
do mikrozkumavek s vysuSenou DNA s inzertem a vSe rozpustila, inkubovala
10 min v termostatu (37 °C), poté zcentrifugovala. Takto znacend DNA byla
pouzita jako fluorescencné znacend sonda, specificka pro centromerickou oblast

chromozomu.
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2. FISH

Principem metody FISH je hybridizace fluorescenéné znacenych sond na zakladé
pravidla komplementarity pfimo na vySetfovanou DNA a tim vizualizace cilovych

usekl vySettované DNA.

Pristroje a zarizeni
vodni lazent (Julabo), pH metr (Hanna), termostat (Memmert), mikrocentrifuga

(Eppendorf), vyhievna plotynka (termoblok; Techne), hybridizér (Kreatech),

fluorescen¢ni mikroskop s ptislusnymi filtry a imerznim objektivem (Olympus)

Material a reagencie
Pepsin (Sigma Aldrich), thiokyanat sodny (NaSCN; Sigma Aldrich), dihydrat

citradtu sodného (HOC(COONa)(CH,COONa),.2H,0; Sigma Aldrich), chlorid
sodny (NaCl; Lach-Ner, s.r.0.), chlorid draselny (KCIl; Sigma Aldrich),
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO,4.12H,0; Sigma Aldrich),
dihydrogenfosfore¢nan sodny (KH,;PO4; Sigma Aldrich), formaldehyd (Tamda
a.s.), fyziologicky roztok (0,9 % NaCl; lékarna FN Olomouc), xylen, 96 % (Mach,
s.r.0.), ethanol (Tamda), DNA sondy nebo jejich smés (IntellMed, s.r.o.),
hybridiza¢ni pufr (IntellMed, s.r.0), neiontovy detergent NP 40 (Sigma Aldrich),
fluorescenc¢ni barvivo DAPI (Intellmed, s.r.0), imerzni olej (Olympus), formamid
(Sigma Aldrich), deionizovana voda, vlhka komitirka, HCI a NaOH na upravu pH
roztokli, podlozni a kryci skla, lepidlo, pipety a Spic¢ky, mikrocentrifugacni

zkumavky, barvici nadobky, teplomér, bunicina nebo filtracni papir

Priprava roztoku
Zasobni 20x koncentrovany SSC

175 g NaCl

88 g dihydratu citratu sodného
Vse jsem rozpustila v 900 ml deionizované vody, upravila pH na 5,3 a doplnila

doll

Zasobni 10x koncentrovany PBS
80 g NaCl

2 g KClI

32,1 g Na,HPO,4.12H,0
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2 g KH2PO4

Doplnila jsem do 1 1 destilovanou vodou.

Oplachovaci pufr (2x SSC, pH 7.0)

Oplacovaci pufr jsem ptipravila zfedénim a upravenim pH ze zésobniho 20x

koncentrovaného SSC.

Pufr pro protedzu

fyziologicky roztok, pomoci HCI upraveny na pH 2,0

Proteaza

25 mg pepsinu (katalyticka aktivita 2 500 - 3 000 U/mg) jsem bezprostifedné pied

pouzitim rozpustila v 50 ml pufru pro proteazu zahiatém na 37 + 1 °C, mirn¢ jsem
vSe promichala. Toto mnozZstvi postacilo na deparafinizaci 6 preparati v 1 kyveté.
10 % formalin (4 % pufrovany formaldehyd)

4 ml formaldehydu doplnime do 100 ml 1x PBS.

Promyvaci roztok I (0,4x SSC / 0,3% NP-40)
Roztok jsem piipravila smichdnim 20 ml 20x SSC a 3 ml NP-40. Doplnila jsem

do cca 900 ml purifikovanou vodou, upravime pH na 7,0 -7,5 a doplnilado 1 1.

Promyvaci roztok II (2x SSC / 0,1% NP-40)
Jsem pfipravila smichanim 100 ml 20x SSC, 1 ml NP40. Doplnila jsem do cca

900 ml purifikovanou vodou, upravila jsem pH na 7,0 £ 0,2 °C.

2.1 Priprava parafinového rezu pro FISH

Parafinové fezy, pfipravené na pozitivné nabitém skle, jsem inkubovala pfi teploté
56 °C pfes noc (napf. na vyhiivané plotynce). Cilem tohoto vyhiivani bylo
dosdhnout pevné a rovnomérné adheze tkané na podlozku. Inkubovala jsem skla
v xylenu pii laboratorni teploté po dobu 10 min. Opakovala jsem 2x. Po vyjmuti
zxylenu jsem lehce osuSila pfitisknutim hrany skla na savou podlozku.
Inkubovala jsem preparaty v 96 % ethanolu pfi laboratorni teploté po dobu 5 min.
Opakovala jsem 2x. SuSila jsem preparaty na vyhiivané plotynce pii 45 - 50°C, po
dobu 2 - 5 min. Inkubovala jsem preparaty v nasledujicich roztocich: 0,2 M HCI,
20 min, deionizovana voda 3 min, oplachovaci pufr 3 min, roztok NaSCN pfii
80°C, 30 min, deionizovana voda 1 min, oplachovaci pufr 5 min. Po vyjmuti skel
z 2. kyvety s oplachovacim pufrem jsem preparaty osusila pfitisknutim hrany skel
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na savou podlozku. Inkubovala jsem v roztoku pepsinu v protedzovém pufru pii
37°C po dobu 40-45 min (dle typu tkané). Preparaty jsem promyla
v oplachovacich pufrech po dobu 2x 5 min. Vysusila jsem na vyhiivané plotné
pii 45-50°C po dobu 2 -5 min. Preparaty jsem vysu$ila na termobloku pfi
45 -50°C po dobu 2 az 5 min. Nasledn¢ jsem preparaty fixovala v roztoku
formalinu. Po usuSeni byly preparaty pfipravené pro nasledné provedeni FISH.
Nanesla jsem roztok sondy na sklo se vzorkem a piekryla jsem ho vyciSténym
krycim sklickem. Takto pfekryty preparat jsem zalepila lepidlem fixogum.
Preparaty jsem denaturovala 2 minuty pii 83°C a poté inkubovala pies noc pfii

37 °C za nepftistupu svétla.

2.1.1 FISH na mitotickych sklech
Mitoticka skla z depozitafe laboratofe jsem pfed navazani sondy nechala projit
alkoholovou fadou (viz. tab. €. 3)

Tabulka ¢. 3 Alkoholova fada a doba plisobeni na mitoticka skla

Koncentrace | Doba plisobeni na
etanolu mitoticka skla
75% 1 minuta

80% 1 minuta

96% 1 minuta

Preparaty jsem denaturovala 2 minuty pii 73°C a poté inkubovala pies noc pfii

37 °C za nepfistupu svétla.

2.3 Odmyti nenavazané sondy

Odstranila jsem kryci sklicko a preparat jsem ponofiila do promyvaciho roztoku I
(0,4x SSC / 0,3 % NP-40), vyhiatého na 73 + 1 °C. Sklicko v roztoku jsem lehce
protiepala 3 -5s a poté inkubovala 1 min 45 s. Pfenesla jsem do promyvaciho
roztoku IT (2x SSC / 0,1 % NP-40), opét asi 3 - 5 s protiepala a inkubovala jsem

30 s. Lehce jsem osuSila piitisknutim hrany skla na savou podlozku a nechala
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voln¢ zaschnout bez pfistupu svétla. Dle velikosti kryciho skla jsem nanesla

3 - 10 ul DAPI. Ptekryla jsem krycim sklickem.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

U NSCLC je zndmo nékolik aberaci, jejichz poznani vyznamné pfispélo
k stanoveni progndézy ¢i ureni nejvhodnéjSiho lécebného rezimu pacientt.
Nejvyznamnéjsi a klinicky nejpouzivanéj$im z nich patii mutace genu EGFR a
KRAS a prestavby genu ALK (Crystal et al., 2011). V oblasti onkologie je za
nejvetsi uspéch posledni doby povazovano objeveni fizniho proteinu EML4-
ALK, jehoz inhibitor crizotinib byl ne¢ekan¢ rychle uveden na farmaceuticky trh
(Ou Sh, 2011). Klinické studie u ALK pozitivnich pacientli s NSCLC prokazaly
velmi vysokou lécebnou odezvu. U pacienti 1é€enych crizotinibem byl median
celkového preziti (OS) po 1 roce 74 % a dvoulety OS byl 54 % (Kwak et al.,
2010; Shaw et al., 2011).

Metoda FISH je jednou z nejpouzivané€jSich metod pro detekci chromozomalnich
aberaci (a to nejen u genu ALK, ale i genit HER-2, EGFR apod.). Pro detekci
ALK piestaveb byla zvolena pravé pro vysokou citlivost (oproti IHC metod¢) a
pro moznost vySetieni vySetfovaného materialu, ktery je dostupny pouze ve formé
parafinovych tezli (oproti RT-PCR metod¢). ALK prestavby lze pomoci FISH
detekovat break-apart sondou ALK a translokacni sondou EML4-ALK (Horn et
al, 2009).

Pro ptfipravu byla zvolena translokac¢ni sonda EML4-ALK. Jako nejvyhodnéjsi
metodu pro pripravu sondy jsem si zvolila ,,Random primer labeling- znaceni
pomoci nahodnych primerQ, kterou popsal Feinberg a Vogelstein, 1983. Pro
detekci prestavby EML4-ALK byly vybrany bakteridlni kmeny RP11-299CS5,
RP11-328L16. Bakteridlni kmen RP11-299C5 obsahuje plazmid, do kterého je
vlozena DNA sekvence genu ALK za exonem 20, bakterialni kmen RP11-
328L16 obsahuje plazmid, do kterého je vlozena DNA sekvence genu EML4 pred
exonem 6 (viz. obr. 1).

Bézné se pro detekci ALK ptestaveb pouziva break-apart sonda, kterd detekuje
zacatek a konec genu ALK a pfestavba je detekovana v ptipadé oddéleni signalt.
Nicméné u vice nez 99 % prestaveb genu ALK se vyskytuje spojeni ALK
s fuznim partnerem EMLA4. Pouziti transloka¢ni sondy EML4-ALK dokaze se

srovnatelnou efektivnosti detekovat piestavbu genu ALK.
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Obrazek €. 1.: Umisténi exonl u fuznich partnerd EML4-ALK

EXON 20

ALK

EXON 6
EML-4

Ptipravila jsem sondu EML4-ALK pro detekci translokaci u NSCLC. O detekci
translokace hovofime tehdy, pokud signaly pro EML4 a ALK sviti velmi blizko
sebe, tvoii se zluty signél (spojenim zelené a oranzové) €i dvojsignal. Ovétila jsem
dostatecnou hybridizaci a intenzitu fluorescencniho signalu v porovnani s komercné
dostupnou break-apart ALK sondou (obr. 2). Ovéftila jsem 1 specifitu vazebnosti na
mitotickych preparatech. Byla ovéfena specifita vazby oranzoveé znacené sondy pro
ALK na chromozomalni oblast 2p23 a zelené¢ znacené sondy EML4 na
chromozomalni oblast 2p21 (obr. 3A, B). Gen ALK i gen EML4 se i v muta¢né
nepozméneéné tkani nachazi velmi blizko sebe (2p21 vs. 2p23), v mitotickych
chromozomech neni prakticky rozdil oproti zménénému stavu patrny. AvsSak

v interfaznich jadrech je velmi dobte vidét, ze v tkani doslo k aberaci-translokaci.
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Obrazek €. 2.: Ovéreni Gc¢innosti hybridizace transloka¢ni sondy EML4-ALK na

tkani karcinomu plic.
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Obrazek ¢. 3.: Ovéfeni specifity vazby na mitotickych preparatech (A), detail
chromozomu 2 s navazanou EML4-ALK sondou (B)

A,

Byla piipravena kvalitni EML4-ALK transloka¢ni sonda, jejiz dostatecna
hybridizace, intenzita signdlu a specifita vazby byla ovéfena. Sensitivita detekce

ALK priestaveb byla ovéfena na parafinové tkani NSCLC se znamou piestavbou
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EML4-ALK (obr. 4). Na obr. 4 jsou patrné fuzni signaly, které jsou oznaCeny

Sipkami.

Obrazek €. 4.: Ovéfeni ucinnosti detekce translokace na tkéni pacienta s NSCLC

s prokazanou prestavbou genu ALK
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VI. ZAVER

Vramci bakalarské prace byla v teoretické Casti provedena literarni reSerSe
genetickych zmén, které jsou detekovany u pacienti s nemalobunéénym plicnim
karcinomem (NSCLC). Byl popsan prognosticky a prediktivni vyznam aberaci
téchto genti u NSCLC.

Cilem experimentalni cCasti bakalaiské prace byla piiprava sondy pro detekci
prestavby EML4-ALK u NSCLC. Dualni sonda byla pfipravena pomoci
fluorescenéniho znageni s ndhodnymi primery. Usp&snost hybridizace a dostate¢na
intenzita signalu pfipravené sondy byla ovéfena na parafinovém fezu karcinomu
plic. Specifita vazby na chromozomdlni tseky 2p21 a 2p23 byla ovéfena na
mitotickych preparatech. Dostatecna citlivost detekce prestavby EML4-ALK byla
prokézéana na tkani pacienta s NSCLC, u n¢hoz byla diive prokdzdna EML4-ALK
piestavba. Podafilo se nam pfipravit dostatecné specifickou a citlivou sondu, kterou
lze svysokou uspéSnosti detekovat pirestavby genu ALK a nemocnych

s nemalobunéénym plicnim karcinomem.
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VIII. SEZNAM ZKRATEK

ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1

AKT Akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

ALCL Anaplastic large-cell lymphoma

ALK Anaplastic lymphoma kinase

AML Acute myeloid leukemia

ASR Age Standardized Rate

ATP Adenosin trifosfat

Ber Breakpoint cluster region

BRAF Serine/threonine-protein kinase B-Raf.

BRCA 1 Breast cancer 1
BRCA 2 Breast cancer 2
C-abl Tyrosin kinase of Abelson murine leukemia viral oncogene

CML Chronic myelogenous (or myeloid) leukemia

C-MET MET or MNNG HOS Transforming gene

C-MYC Human homolog v-MYC gene

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole
DNA Deoxyribonucleic acid
EGFR Epidermal growth factor receptor

EGFR TKI tyrosine kinase inhibitor of epidermal growth factor receptor
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EML-4 Echinoderm microtubule associated protein like 4

FDA Food and Drug Administration
FISH Fluorescence in situ hybridization
GEF Guanin nucleotide-exchange factor
GTP Guanosintriphosphate

GRB-2 Growth factor receptor-bound protein 2

Her-2/neu Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HRAS Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
IHC Immunohistochemistry

IMT Inflamatory myofibroblastic tumors

KRAS Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase

MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

NPM1 Nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)

NSCLC Non-small cell lung cancer, nemalobunécény karcinom plic

oS Overall survival (celkové preziti)

p kratké raménko chromozomu

pS3 Transkripéni faktor, nddorovy supresorovy gen, lokalizovany na p17
PCR Polymerase Chain Reaction

PI3K Phosphatidylinositol- 3 -kinase
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Ras

RBI

SCLC

WB

RNA

RT-PCR

TFG

TKI

kratké raménko chromozomu

G-protein, signalni protein v MAPK draze
Retinoblastoma 1, nadorovy supresorovy gen
Small cell lung cancer

wash buffer, promyvaci pufr

Ribonucleic acid

Real-time PCR

Transforming growth factor 3

Tyrosine kinase inhibitors
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