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Souhrn 
  

 Karcinom plic je charakterizován vysokou úmrtností a poèet pacientù umírajících 

na karcinom plic meziroènì pøibývá. Karcinom plic je rozdìlen podle histologického vy�etøení 

na malobunìèný a nemalobunìèný karcinom. Nemalobunìèný karcinom plic je dále rozdìlen 

na squamózní karcinom, velkobunìèný karcinom a adenokarcinom. Pøi vzniku karcinomu plic 

dochází k morfogenetickým zmìnám v regulaci rùstu a dìlení bunìk. Na vzniku karcinomu 

plic se podílí kumulace genetických zmìn, a to pøedev�ím genù, které kontrolují bunìènou 

proliferaci, pøe�ití, diferenciaci, migraci a interakce s okolními buòkami. Geny regulující tyto 

pochody jsou oznaèeny jako protoonkogeny a tumor-supresorové geny.  

 U nemalobunìèného karcinomu dochází èasto k molekulárním  zmìnám v genech pro 

C-MET, EGFR, FGFR nebo dochází ke vzniku fúzního genu EML4-ALK. Praktická èást 

zahrnuje vy�etøení genetických zmìn souboru 80 pacientù s karcinomem plic pomocí metody 

FISH. Byl stanoven status genù C-MET, FGFR1 a EGFR. Pomocí centromerických sond byl 

zároveò stanoven poèet kopií chromozomu 7 (na kterém jsou lokalizovány geny C-MET a 

EGFR) a chromozomu 8, na kterém je lokalizován gen FGFR1. Souèasnì byla metodou 

FISH vy�etøována pøítomnost aberace genu ALK. Urèení tìchto zmìn je souèástí vìt�ího 

projektu probíhajícího na ÚMTM, ve spolupráci s Plicní klinikou FN Olomouc. Cílem celého 

projektu je vy�etøit vybrané biomarkery pacientù s operabilním nemalobunìèným 

karcinomem plic a objasnit jejich prognostickou a prediktivní hodnotu pro odhad biologického 

chování nemoci a úèinnost adjuvantní chemoterapie a navr�ení vhodného algoritmu 

vy�etøování jednotlivých markerù, pou�itelného v rutinní praxi a vedoucího ke zkvalitnìní 

léèebné péèe o pacienty s NSCLC.  

 Bohu�el, zejména u karcinomu plic se laboratoøe velmi èasto potýkají s problémem, �e 

kvalita dodaných vzorkù je nízká a nelze získat dal�í materiál pro vy�etøení. A� 20 % 

pacientských vzorkù nelze v rutinní diagnostice vy�etøit na pøítomnost aberace ALK. Z tohoto 

dùvodu bylo souèástí zavést techniku PCR pro sledování fúzního genu EML4-ALK (varianty 

1, 3ab a 6) u pacientù, u nich� selhala FISH diagnostika.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

Summary 
 

 Lung carcinoma is characterized by high mortality and number of pacient dying of lung 

carcinoma is increasing year on year. Lung carcinoma can be categorised as small cell and 

non-small cell lung carcinoma based on histological screening. Non-small cell carcinoma is 

divided into squamous, large cell carcinoma and adenocarcinoma. During development of 

lung carcinoma, morfogenetic changes in regulation of growth and cell division occure. 

Cumulation of abberations in the genes that control cell proliferation, survival, differentation, 

migration and interactions with the other cells is involved in the development of lung 

carcinoma. The genes that control mentioned functions are called protooncogenes and 

tumor-supresor genes.  

 Molecular changes  in C-MET, EGFR, FGFR genes and fusion of EML4-ALK genes  

are often present in non-small cell carcinoma. Practical part of this thesis involves 

examination of 80 patients suffering from lung carcinoma by FISH assay. Status of C-MET, 

EGFR, FGFR1 genes was investigated. Number of copies of chromosome 7 (on which 

genes C-MET and EGFR are localised) and 8 (gene FGFR1 is localised there) was 

determined by using centromeric probes. Aberration of ALK gene  was also examined by 

FISH method. Identifying these changes is the part of a larger ongoing project on IMTM, in 

collaboration with the Pulmonary Clinic, University Hospital Olomouc. The aim of the whole 

project is to examine selected biomarkers in patients suffering from operable non-small cell 

lung carcinoma and help to clarify their prognostic and predictive value for estimation of 

biological behaviour of the disease and for the efficiency of adjuvant chemotherapy. We also 

would like to suggest a suitable algorithm for examination of each marker applicable 

in routine practice and therefore help to improve the management of medical care provided 

to patients suffering from NSCLC. 

 Unfortunately, the greatest problem of routine diagnostics is the quality of samples 

provided for evaluation. Up to 20% of patients´ samples are impossible to examine for 

presence of ALK aberrations. For this  reason, PCR method for investigation of EMLK4-ALK 

fusion gene (variants, 3ab and 6) in patients where FISH diagnostics failed was in this thesis 

designed. 
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1 Úvod 

 Ka�doroènì v Èeské republice onemocní rakovinou 73000 lidí a ka�dý rok na ni umøe 

pøes 27000 lidí. Èeská republika zaujímá v Evropì první pøíèku v èetnosti výskytu rakoviny 

tlustého støeva. Pozadu v�ak nezùstává ani v pøípadì karcinomu plic � ten se nejèastìji 

vyskytuje u èeských mu�ù, meziroènì pøibývá i poèet �en s karcinomem plic. 

Nejvýznamnìj�ím rizikovým faktorem vzniku tohoto karcinomu je kouøení tabákových 

výrobkù, zejména cigaret. Nejdùle�itìj�í pro prevenci vzniku nádoru plic je tedy nekouøit 

(www.linkos.cz). 

 V zahranièí - napøíklad v USA, bylo v roce 2010 a� 157300 úmrtí spojeno 

s karcinomem plic, a proto se tedy øadí na první pøíèku. Obecnì vede ke smrti 29 % pøípadù 

u mu�ù a 26 % �en. Nejèastìj�ím podtypem karcinomu plic je nemalobunìèný karcinom plic 

(NSCLC), který reprezentuje asi 85 % v�ech pøípadù.  

  Od roku 2000 dochází k postupnému odkrývání molekulární podstaty karcinomu plic, 

zejména u NSCLC, a rozvoji cílené (biologické léèby), která podstatnì roz�iøuje 

terapeutické mo�nosti. Pro predikci úèinnosti léèby se vyu�ívá pøesné identifikace mutací 

v genech EGFR, KRAS, C-MET a fúzního genu EML4/ALK. Tyto zmìny jsou spojovány se 

vznikem karcinomu plic. Mutace nebo pøestavby genù zpùsobují zmìny exprese mnoha 

molekul, které jsou zapojeny do bunìèné signalizace. Zmínìné poruchy buòky vedou 

k nekontrolovatelnému bunìènému rùstu a poruchám apoptózy. Na základì vy�etøení 

bunìk karcinomu plic je pacientùm pøesnì urèena léèba (Brandao et al. , 2012). 
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2 Souèasný stav øe�ené problematiky 

2.1 Pøemìna buòky v nádorovou 

 Pøemìnì buòky v nádorovou pøedchází mnoho morfogenetických zmìn. Rùst bunìk 

je regulován nìkolika mechanizmy. Pokud jsou tyto regulaèní mechanizmy poru�eny, 

dochází k nekontrolovatelnému dìlení bunìk a vzniku nádorového onemocnìní. Vzniká tak 

masa bunìk nereagující na vnìj�í ani vnitøní podnìty a vymaòuje se z regulaèního vlivu 

okolních bunìk i celého organizmu.  Vznik nádoru zahrnuje kumulaci mnoha genetických 

zmìn, které kontrolují bunìènou proliferaci, pøe�ití, diferenciaci, migraci a interakce 

s okolními buòkami (Pelengaris et Khan, 2006). Geny podílející na regulaci tìchto pochodù 

se nazývají protoonkogeny a tumor-supresorové geny.  

 Invazivní rùst maligního nádoru má nìkolik krokù � migraci, pøe�ití, degradaci matrix 

a navození bunìèné polarity. Prvním krokem migrace buòky je pøeru�ení intracelulárních 

spojù realizovaných pomocí kadherinù, cytoskeletální pøestavba a zvý�ená produkce 

matrixových proteáz, které naru�ují bazální laminu. Na základì tohoto procesu se buòka 

pøemístí do okolních tkání. V místì invaze je obnovena bunìèná polarizace a následnì 

dochází k bunìènému pomno�ení. Vzniká tak organizovaná trojrozmìrná struktura 

(Comoglio et Trusolino, 2002).   

2.2  Rakovina plic a NSCLC  

 Karcinom plic patøí mezi nejroz�íøenìj�í typy nádorových onemocnìní západního 

svìta a má �patnou prognózu � jen 10-15 % pacientù pøe�ije 5 let nebo více. Na základì 

histologického vy�etøení plic rozdìlujeme dva hlavní typy: nemalobunìèný karcinom plic 

èítající asi 85 % výskytu a malobunìèný (SCLC) s 15 % (Brandao et al., 2012). Toto 

rozli�ení je základem pro stanovení prognózy pacientù i následnou léèbu. Malobunìèný 

karcinom plic je diagnostikován nejèastìji u kuøákù; z 90 % jsou pacienti souèasnými nebo 

bývalými kuøáky. Aèkoli je kouøení pova�ováno za hlavní rizikový faktor rakoviny plic, okolo 

25 % pacientù s rakovinou plic jsou nekuøáci. NSCLC postihuje jen asi 10 - 20 % kuøákù 

co� naznaèuje, �e na vzniku NSCLC se podílí genetické predispozice a �ivotní prostøedí 

(Johnson et al., 2012). Bylo dokázáno, �e u kuøákù a nekuøákù dochází jak k expresi 

rùzných genù, tak i k jiným mutacím odli�ných genù (Subramanian et Govindan, 2007). 

U NSCLC vznikají èasto mutace v genech: EGFR, EML4-ALK, KRAS, C-MET atd. 

Frekvence tìchto mutací podílejících se na NSCLC je uvedena na obr. 1. 
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Obr. 1: Frekvence somaticko-genetických zmìn u NSCLC. A � Èetnost mutací EML4-ALK, EGFR, KRAS 

a HER2/ERBB2 v závislosti na kouøení pacienta. B � Frekvence somatických mutací u nekuøákù nebo bývalých 
lehkých kuøákù.  Pøevzato z Sasaki et al., 2010. 

 Histologicky se NSCLC dìlí na squamózní karcinom (SCC), velkobunìèný karcinom 

a adenokarcinom. Typ je urèen na základì rozdílné exprese jednotlivých biomarkerù (napø. 

cytokeratiny, TTF1, chromogranin) z biopsie nebo resekovaného tumoru. Dále se pou�ívá 

hematoxilin-eozinové barvení pro rozli�ení nádorové tkánì a základní charakteristiku 

nádoru. (Kim et al., 2013).  

 SCC èítá asi 20 % NSCLC a nejvíce se pojí s úèinky cigaretového kouøe. SCC se 

nejèastìji vyskytuje v centru dýchacích cest a zasahuje a� do segmentù bronchù (Sakurai 

et al., 2004). Metastázy se u SCC vyskytují jen zøídka, mají spí�e lokální agresivní úèinky.  

SCC obsahuje unikátní biomarkery jakými jsou amplifikace genù SOX2 a FGFR1, mutace 

NFE2L2, KEAP1 a DDR2, zmìny PI3K dráhy. Histologicky je nádor charakterizován 

keratinizovanými buòkami, intercelulárními spoji a perlovou formací. Buòky SCC jsou velké 

s objemnou hustou cytoplazmou, nepravidelným barevným jádrem a malým jadérkem 

(Drilon et al., 2012).  

 Velkobunìèný karcinom se vyskytuje asi ve 12 % pøípadù. Pacientem je vìt�inou 

kuøák ve vìku okolo 60 let. Z histologického hlediska nemá velkobunìèný karcinom výrazné 

znaky a jeho vzhled zále�í na místì vzniku nádoru. Buòky se mohou shlukovat do agregátù, 

ojedinìle v�ak mohou být i rozptýleny. Jádro má rùzný tvar - od extrémnì pravidelného a� 

po absolutnì nepravidelný tvar s nerovnomìrným rozlo�ením chromatinu. Èasto se 

objevuje v periferijních èástech plic (shrnuto v Travis et al., 2004).  

 Adenokarcinom je nejroz�íøenìj�í v asijské populaci (cca 40%), ale jeho podíl se 

zvy�uje i v USA a Evropì. Nejèastìji se vyskytuje u primárního karcinomu kuøákù (Travis, 

2002) nebo bývalých kuøákù, ale stále èastìji jej lze identifikovat i u nekuøákù. 

Adenokarcinom je rozdìlen do nìkolika podtypù a hojnì vykazuje smí�enou histologii. 
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Smí�ená histologie je charakterizována kombinací znakù bronchoalveolárních, papilárních, 

acinárních nebo znakù solidního nádoru (Brambilla et al., 2001).  

 Urèení stádia rakoviny plic bývá nejèastìji posuzováno dle TNM klasifikace (T-

primární nádor, N-místní lymfatické uzliny, M-vzdálené metastáze). TNM klasifikace byla 

zavedena roku 1946 a v aktualizované formì z roku 2009 je pou�ívána dodnes. Na základì 

T, N a M je u pacientù urèeno chirurgicko-patologické stádium (IA-IV).  

 Histopatologické urèování stádia je pro predikci a prognózu mnohem pøesnìj�í ne� 

klinické urèení. Podle novodobého urèování TNM se NSCLC dìlí do stádia I a� IV 

a do podskupin A a B zalo�ených na velikosti primárního nádoru. Stádium I zasahuje pouze 

plíce - bez invaze do okolních tkání. Stádium I je rozdìleno na IA s nejlep�í prognózou 

(61 % pacientù pøe�ije 5 let) a IB (38 % pacientù pøe�ije 5 let). Stádium IIA mají pacienti 

s T1 primárními nádory, intrapulmonálními metastázemi nebo metastázemi v lymfatických 

uzlinách. Tito pacienti mají 34% �anci �ít dal�ích 5 let. Stádium IIB zahrnuje pacienty 

s velkými nádory plic, roz�íøenými v lymfatických uzlinách, bránici a mediastinu. U pacientù 

se stádiem IIB je 22-34% �ance na pøe�ití 5 let. Stádium IIIA  obsahuje 4 podskupiny; 

základní charakteristikou jsou T3 nádory a nádory v lymfatických uzlinách. Léèba je 

zalo�ena na lobektomii plic s odstranìním uzlin a èasto se vyu�ívá i preoperativní 

chemoterapie. Jen 9-13 % pacientù pøe�ije dobu 5 let. Stádium IIIB zahrnuje pacienty s T4 

nádory nebo s N3 lymfadenopatií bez metastáz vnì hrudníku. Pøe�ití 5 let dosáhne jen asi 

1-8 % pacientù. Tato stádia jsou vìt�inou inoperabilní. Ve stádiu IV mají pacienti vzdálené 

metastázy; jen 1 % pacientù pøe�ije dobu 5 let. (Beadsmoore et Screaton, 2002). Pro léèbu 

IV stádia NSCLC se v souèasné dobì vyu�ívá chemoterapie � cisplatiny èi karboplatiny 

spolu s dal�ím aktivním èinidlem nebo také biologická léèba (Azzoli et al., 2009).  

2.3 C-MET (receptor hepatocytárního rùstového faktoru)  

 C-MET je protoonkogen kódující receptor hepatocytárního rùstového faktoru 

s tyrozinkinázovou aktivitou. C-MET je lokalizován v chromozomální oblasti 7q31 a délka je 

132982 bp (RefSeq). Poprvé byl izolován z lidské bunìèné linie osteogenního sarkomu, 

která byla chemicky zmutována in vitro. Transformující aktivita byla zji�tìna na základì 

pøestavby DNA, kde sekvence z TPR lokusu na chromozomu 1 fúzovala do sekvence  

C-MET na chromozomu 7. Pozdìji byla pøestavba nalezena i u pacientù s  karcinomem 

�aludku (Furge et al., 2000). 

 Primární a nejdùle�itìj�í funkce C-MET receptoru je pøi embryonálním vývoji, léèbì 

poranìní a pøi formování orgánù v dospìlosti. Bìhem dospìlého �ivota vyu�ívají epiteliální 

buòky programu invazivního rùstu pøi léèení poranìní. Buòky na okraji rány proliferují 
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a migrují, aby obnovily integritu tkánì. C-MET je zahrnut i v procesech regenerace jater 

a obnovování tkánì pøi poranìní kù�e (Gentile et al., 2008). 

 Ligandem C-MET je HGF (Hepatocyte Growth Factor). Gen pro HGF le�í 

v chromozomální oblasti 7q21.1 (www.ncbi.nlm.nih.gov) a jeho exprese je èasto zvý�ená 

u NSCLC. HGF je silným mitogenním faktorem motility v rùzných typech bunìk, který 

reaguje s tyrozin kinázovým receptorem kódovaným C-MET protoonkogenem (Bussolino 

et al., 1992). HGF je produkován mezenchymálními buòkami a indukuje expresi C-MET 

u epiteliálních bunìk. HGF je sekretován jako jednoøetìzcový inaktivní prekurzor (pro-HGF) 

a musí být proteolyticky na�tìpen do aktivní formy pomocí proteázám podobným serinu 

(Danilkovitch-Miagkova et Zbar, 2002). 

 Po vazbì ligandu HGF aktivuje C-MET signalizaèní molekuly jako jsou PI3K, Src, 

signální transduktory i aktivátory transkripce a spou�tí klíèové kroky metastáze (Xu et al., 

2010) jako jsou motilita, proliferace, pøe�ití a morfogeneze (Corso et al., 2005). Buòky 

karcinomu plic s genovou amplifikací C-MET jsou invazivnìj�í, jsou odolnìj�í vùèi apoptóze 

a C-MET rovnì� podporuje angiogenezi (Pal et al., 2010). Somatické mutace MET byly 

popsány u nìkolika typù rakoviny vèetnì rakoviny �aludku, prsu, moèového mìchýøe, 

vajeèníkù, ledvin, jater (Corso et al., 2005), hlavy, krku a plic � jak u NSCLC tak SCLC 

(Peruzzi et Bottaro, 2006).   

2.3.1 Struktura 

 C-MET je produkován jako jednoøetìzcový prekurzor. Prekurzor je na�tìpen 

ve furinovém místì. Takto vzniká vysoce glykosylovaná extracelulární á-podjednotka 

a â-podjednotka s velkou extracelulární oblastí, na kterou se vá�e ligand. Øetìzce  

á (50kDa) a â (140kDa) jsou spojeny disulfidickými mùstky (Gentile et al., 2008). 

Extracelulární èást C-MET obsahuje oblast homologní k sematoforinùm - sema doménu, 

MRS oblast bohatou na cystein, která je následována repeticemi bohatými na glycin a prolin 

a dále návazují èyøi imunoglobulinùm podobné struktury. Sema doména se skládá  

z á-øetìzce a N-terminální èásti â øetìzce C-MET (Birchmeier et al., 2003). Intracelulární 

èást C-MET osahuje tøi oblasti. První je juxtamembránový segment zahrnující serinové 

zbytky (Ser 985), který po fosforylaci protein kinázou C nebo Ca2+ kalmodulin-

dependentními kinázami, downreguluje kinázovou aktivitu receptoru. Dále je zde tyrozin 

(Tyr1003), který vá�e ubiquitin ligázu Cbl zodpovìdnou za polyubiquitinaci C-MET, 

endocytózu a degradaci. Druhou èástí je tyrozinkinázová doména, která po aktivaci 

receptoru prochází transfosforylací na tyrozinech Tyr1230, Tyr1234 a Tyr1235. Tøetí èástí je 

C-terminální oblast skládající se ze dvou klíèových tyrozinù  Tyr1349 a Tyr1356 vlo�ených 
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v degenerovaném motivu, který reprezentuje multisubstrátové vazebné místo. Zde se vá�í 

adaptory obsahující Src homologní-2 domény. Znakem receptoru C-MET je multifunkèní 

vazebné místo, do nìho� se vá�ou specifické signální molekuly. Tyroziny Tyr1349 

a Tyr1356 ve vazebném místì jsou dùle�ité pro signální transdukci jak in vitro tak in vivo 

(Gentile et al., 2008).  

 Pro-HGF je �tìpen v místech Arg494-Val495, dochází ke zmìnì na heterodimerickou 

aktivní HGF formu. Ta se skládá z øetìzcù á (65 kDa, 463 aminokyselin) a â (30 kDa, 234 

aminokyselin) spojených disulfudickou vazbou. Øetìzec á obsahuje N-terminální smyèku 

následovanou ètyømi doménami ve tvaru preclíku, tzv. kringle domény � 80 aminokyselin 

dvojitì zasmyèkovaných a formovaných pomocí tøí vnitøních disulfidických mùstkù. Øetìzec 

je homologní k serinovým proteázám z kaskády krevní sra�eniny. á  øetìzec je zodpovìdný 

za vazbu receptoru a â øetìzec je potøebný pro plnou receptorovou aktivaci a biologickou 

odpovìï (Comoglio et Trusolino, 2002). �tìpení je provedeno pomocí serinových proteáz 

jakými jsou HGF konvertující enzym, krevní koagulaèní faktor VIII a urokinázový typ 

plazminogenního aktivátoru. Existují i pøirozenì se vyskytující izoformy HGF obsahující 

domény NK1 a NK2. Obì izoformy NK1 a NK2 jsou jak antagonisté, tak agonisté a mohou 

modulovat kinázovou aktivitu C-MET. HGF a také izoformy NK1 a NK2 jsou 

overexprimovány v tkáních NSCLC a nìkterých NSCLC bunìèných liniích. Overexprese 

HGF zpùsobuje aktivaci HGF/C-MET autokrinní smyèky a tím zvy�uje tumorogenicitu (Qiao 

et al., 2002). Na obrázku 2 je schématicky zobrazena struktura C-MET a HGF.  
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Obr. 2: Strukturní znaky C-MET a HGF. A - HGF je slo�en z á a â disulfidicky spojeného heterodimeru 
obsahujícího vlásenkovou strukturu, následovanou ètyømi �kringle" doménami (K1-K4) a serinproteázovou 
doménou postrádající proteolytickou aktivitu. B - C-MET je slo�en z á a â disulfidicky spojeného heterodimeru. 
Extracelulární oblast obsahuje Sema doménu, MRS doménu a ètyøi imunoglobulinùm podobné struktury. 
Intracelulární èást C-MET se skládá z katalytické oblasti a C-terminální regulaèní èásti. 
Pøevzato z Gentile et al., 2008. 

2.3.2 Mutace a její dùsledky 

 Aberovaný C-MET se podílí na �irokém spektru malignit. Parakrinní signalizací, 

overexpresí ligandu a/nebo receptoru, tvorbou autokrinní smyèky a/nebo mutací receptoru, 

pøeskupením genù a/nebo amplifikací mù�e dojít k proliferaci rakovinných bunìk, jejich 

pøe�ití, motilitì a invazi (Peruzzi et Bottaro, 2006).  
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 Nejèastìj�í pøíèinou konstitutivní aktivace C-MET u lidských nádorù je zvý�ená 

exprese proteinu, která je následkem transkripèní upregulace bez pøítomnosti amplifikace 

genu (Danilkovitch-Miagkova et Zbar, 2002). Overexprese receptorù vede k jejich 

oligomerizaci a reciproké aktivaci. Proto jsou buòky citlivé i na velmi malé koncentrace 

ligandu (Boccacio et al., 1994). Abnormální aktivace receptoru C-MET je èasto pozorována 

u neoplastických bunìk indukujících pøechod pøes fyzické bariéry, které udr�ují buòky 

v jejich pøirozeném prostøedí. Aktivace C-MET umo�òuje pøe�ití bunìk v krevním øeèi�ti 

a jejich ukotvení. Buòky extravazují a kolonizují nové oblasti, proliferují a tím vznikají 

populace známé jako metastazující léze (Trusolino et Comoglio, 2002). HGF je v tomto 

pøípadì silným angiogenním cytokininem (Bussolino et al., 1992). Aktivace C-MET v pre-

neoplastických lézích vede k aktivaci genù kontrolujících krevní koagulaèní kaskádu 

a uvolnìní koagulaèních faktorù, které podporují zahnízdìní nádoru (Boccaccio et Medico, 

2006). U Trosseaova syndromu je vztah mezi progresí nádorového onemocnìní 

a zvý�enou koagulací krve znám více ne� jedno století. C-MET zde slou�í jako pro-

koagulanèní induktor (Rickles et Levine, 2001).  

 C-MET amplifikace vede k receptorové overexpresi a konstitutivní HGF-independentní 

aktivaci. C-MET a HGF hrají roli pøi progresi onemocnìní, v angiogenním procesu a jako 

prvek mezi nádorovými buòkami a mikroprostøedím. Vìt�ina C-MET amplifikací je 

spojených a polyzomií chromozomu 7. Asi u 20 % pacientù léèených gefitinibem nebo  

erlotinibem dochází k amplifikaci C-MET a k následnému vzniku sekundární rezistence 

(Chen et al., 2009). V souèasné dobì je známo nìkolik pøíèin rezistence, mezi 

nejvýznamnìj�í z nich patøí právì amplifikace C-MET a mutace v EGFR, oznaèovaná jako 

T790M. Bylo prokázáno, �e lze ji� pøed léèbou identifikovat buòky s mutací T790M nebo 

amplifikací C-MET. Zdá se, �e si tyto buòky u� pøed léèbou vytváøí urèitý rezistentní 

mechanizmus a selekèním tlakem léèby vzniká mno�ství rezistetních klonù po léèbì (Suda 

et al., 2010). Jen asi 4-7 % pacientù s rakovinou plic vykazuje pravou amplifikaci C-MET 

de novo (Sierra et Tsao, 2011), která je znakem pokroèilej�ího stádia onemocnìní 

a pacienti s touto aberací mají krat�í dobu pøe�ití (Zhao et al., 2005). Amplifikace C-MET je 

spojena se vznikem metastází, tzn. amplifikace C-MET je tedy spojována s pozní fází 

maligní progrese (Zeng et al., 2008).  

 Konstitutivní aktivace C-MET mù�e být dosa�eno tøemi rùznými cestami: vznikem 

HGF-C-MET autokrinních smyèek; overexpresí C-MET; pøítomností mutace v sekvenci 

kódující receptor. Autokrinní nebo parakrinní produkce HGF je èasto spojována s mnohem 

agresivnìj�ím chováním nádoru. Ve druhém pøípadì vede kvantitativní upregulace 

ke zvý�ené citlivosti na HGF nebo k oligomerizaci receptoru a k reciproké aktivaci 

i v nepøítomnosti ligandu. Nejèastìj�ím mechanizmem onkogenní aktivace u lidí je vysoká 
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exprese C-MET. Tato overexprese je zpùsobena zvý�eným poètem kopií genu kódujícího 

C-MET, ale mnohem èastìji dochází k nadmìrné produkci pøi transkripci.  Zvý�ená exprese 

C-MET byla popsána u mnoha solidních tumorù � karcinomu �aludku (Kijima et al., 2002), 

�luèovodù (Nakazawa et al., 2005) èi plic (Lutterbach et al., 2007). Prognóza je vìt�inou 

�patná. Bodové mutace mohou generovat konstituènì aktivní receptory, popsaných pøípadù 

v�ak není mnoho (Gentile et al., 2008). 

 Na vzniku karcinomu plic se mù�e podílet i nadmìrná exprese ligandu HGF 

pro receptor C-MET. Kouøení cigaret indukuje zvý�enou expresi HGF v alveolárních 

pneumocytech typu II a v rakovinných buòkách plic. Dochází k diferenciaci a/nebo 

proliferaci a aktivaci C-MET (Beau-Faller et al., 2008). Dal�í mutace se vyskytují v exonech 

genu pro tyrozinkinázové domény, hlavnì juxtamembránové èásti, která se u rakoviny plic 

vyskytuje zhruba ve 12 % pøípadù (Peruzzi et Bottaro, 2006). Amplifikace C-MET byly 

popsány u karcinomu prsu, vajeèníkù, kolorektálního karcinomu, melanomu, osteosarkomu 

(Qiao et al., 2002) a v neposlední øadì v 4-7 % pøípadù u NSCLC (Cappuzzo et al., 2009). 

2.3.3 Signalizace 

 Vazbou HGF na C-MET dochází k autofosforylaci dvou tyrozinových zbytkù (Y1234 

a Y1356) v aktivaèní smyèce, která reguluje kinázovou aktivitu. Takto se zformuje 

multifunkèní dokovací místo, na které se mohou vázat intracelulární adaptory pomocí Src 

�homology-2� domény a dal�ích rozpoznávacích motivù, co� vede k signalizaci (Corso 

et al., 2005). Mezi adaptorové proteiny a substráty patøí Grb2, Gab1, PI3K, fosfolipáza C-ã, 

Shc, Src, Shp2, Ship1, signální transduktor a aktivátor transkripce 3 (Gentile et al., 2008).  

Gab a Grb2 jsou dùle�itými efektory a pøímo interagují s receptorem. Pøímá vazba Grb2 

do dokovacího místa C-MET Y1356 reguluje postup bunìèného cyklu. Gab1 se pøímo vá�e 

na C-MET nebo nepøímo pomocí Grb2, co� spou�tí morfogenezi v epiteliálních 

a vaskulárních endoteliálních buòkách. Gab1 tyrosylfosforylací C-MET aktivuje druhého 

posla PI3K, tím dochází k postupu v bunìèném cyklu, k ochranì pøed apoptózou a zvý�ené 

motilitì (Rosário et Birchmeier, 2003). Odpovìdí na HGF je prodlou�ená fosforylace Gab1, 

zatímco jiné rùstové faktory zpùsobují rychlou pøechodnou fosforylaci. Prodlou�ená 

odpovìï aktivuje transduktory a zapíná proces morfogeneze, viz obr. 3 (Gentile et al., 

2008). Tím dochází ke vzniku a vývoje nádorového onemocnìní. Hlavním induktorem 

procesu morfogeneze je cigaretový kouø, spou�tí overexpresi HGF v rakovinných buòkách 

plic a dále diferenciaci a proliferaci bunìk (Beau-Faller et al., 2008).  
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Obr. 3: Signalizace onkogenním C-MET se nejèastìji aktivuje abnormální parakrinní stimulací HGF a následnou 
receptorovou overexpresí nebo autokrinní produkcí HGF, receptorovou mutací, genovou amplifikací nebo 

pøestavbou.  Zvý�ená bunìèná proliferace, pøe�ití, motilita a degradace matrix jsou dùsledkem aktivace drah  

podílejících se na nádorovém rùstu, invazivitì a metastazování. Pøevzato z Peruzzi et Bottaro, 2006. 

2.3.4 C-MET a adheze bunìk 

 Bìhem vzniku metastatického karcinomu musí vznikající nádorové buòky potlaèit 

adhezivní síly udr�ující epiteliální buòky v multicelulární organizaci. Dojde k reorganizaci 

integrinù a ke zmìnì vazby k bazální membránì, která epiteliální buòky dìlí od okolní 

pojivové tkánì. Buòka vytvoøí proteolytické defekty jak v bazální membránì, tak v matrix, 

co� umo�ní migraci a vstup do krevního øeèi�tì (Trusolino et Comoglio, 2002). 

Morfogenetické zmìny jsou shrnuty na obr. 4. 
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Obr. 4: Aktivace C-MET v normálním epitelu závisí na parakrinní stimulaci HGF. Epiteliální buòky zaèínají 
nekontrolovanì proliferovat kvùli mutaci C-MET, overexpresi a produkci HGF- dependentní autokrinní smyèky.  
Pøi progresi nádoru vede aktivace C-MET k rozru�ení vazeb buòka-buòka a infiltraci do krevního øeèi�tì.  
Pøevzato z Trusolino et Comoglio, 2002. 

 Intracelulární adheze je primárnì zprostøedkována pomocí adherentních spojù. 

V tìchto místech je fyzické pøipojení realizováno transmembránovými kadheriny, které jsou 

pøipojeny k cytoskeletu kateniny. Kateniny formují le�ení pod membránou, která strukturnì 

a funkènì spojuje kadheriny k aktinovým mikrofilamentùm (Nagafuchi, 2001). HGF spou�tí 

destabilizaci adherentních spojù transkripèní downregulací kadherinù (Miura et al., 2001), 

a redistribuci kadherin-kateninových komplexù z aktinového cytoskeletu na rozpustné 

frakce membrány (Balkovetz et Sambandam, 1999). Kadherin-kateninové komplexy jsou 

rozpou�tìny matrixovými metaloproteinázami (Davies et al., 2001) nebo dochází k disrupci 

strukturní integrity adherentních spojù pomocí tyrozinové fosforylace kateninù (Shibamoto 

et al., 1994). 
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 HGF zeslabuje shlukování rakovinných bunìk, usnadòuje jejich disociaci a rozptyl 

(Trusolino et Comoglio, 2002). Po uvolnìní do okolí mohou nádorové buòky získat 

schopnost rozpoznat modifikované extracelulární prostøedí pomocí vystavení univerzálních 

adhezivních receptorù, a to buï expresí nových integrinù nebo funkèní aktivací u� 

vystavených ale dormantních integrinù (Plow et al., 2000). HGF silnì ovlivòuje bunìènou 

strategii upregulací transkripce integrinù (Nebe et al., 1998) a stimulací jejich agregace 

v místech bohatých na aktin beze zmìny poètu integrinových molekul v membránì 

(Trusolino et al., 2000). Zmínìná pozitivní modulace syntézy integrinù anebo avidita 

pomù�e rozeznat receptorové ligandy. To umo�ní rakovinným buòkám pøe�ití a migraci, 

ani� by do�lo ke smíchání s buòkami epiteliálního pùvodu (Trusolino et Comoglio, 2002). 

HGF hraje dùle�itou roli v regulaci proteolýzy matrixovými metaloproteinázami. Toho je 

dosa�eno zesílením transkripèní hladiny velkého poètu matrixových metaloproteináz 

a stimulací pøemìny jejich prekurzorù na aktivní formy enzymù (Rosenthal et al., 2002).  

2.3.5 Cílená léèba 

 Léèba C-MET pozitivních pacientù mù�e být na základì znalosti C-MET signalizace 

rozdìlena do 3 skupin: antagonismus interakce ligand-receptor, inhibice tyrozinkinázové 

katalytické aktivity a blokování interakcí receptor-efektor (Peruzzi et Bottaro, 2006). Inhibují 

transaktivaci receptoru a tím aktivaci efektorù. Nejèastìj�ím léèba amplifikace/overexprese 

C-MET je pomocí na nízkomolekulárních kinázových inhibitorù a monoklonálních protilátek. 

Kinázové inhibitory jsou zalo�eny na prevenci vazby ATP na C-MET. V souèasné dobì jsou 

nejdiskutovanìj�ími tyrozinkinázovými inhibitory crizotinib, tivatinib, cabozantinib 

a monoklonální protilátka s názvem onartuzumab.  

 Cabozantinib je duální inhibitor VEGFR2 a C-MET. Úèinek kombinace cabozantinibu 

a erlotinibu je porovnáván s úèinkem samotného erlotinibu ve fázi I/II klinické studie. Tento 

inibitor inhibuje angiogenezi a metastáze u NSCLC vykazujícího deregulaci C-MET. Dal�ím 

inhibitorem je tivantinib, který je ve fázi III klinického testování.  Sequist et al. vydali v roce 

2011 studii o klinické fázi II zahrnující 167 pacientù s NSCLC. Pacientùm byl podáván 

erlotinib+tivantinib (ET) a erlotinib+placebo (EP). Období bez známek progrese bylo u ET 

3,8 mìsíce a u EP 2,3 mìsíce. U pacientù léèených ET byla znaènì prodlou�ena doba 

vzniku nových metastází (7,3 vs. 3,6 mìsícù). Dále byla pozorována lep�í odpovìï 

pacientù s mutacemi v KRAS léèených ET v porovnání s EP. Ze 167 pacientù byli 2 pacienti 

s pravou amplifikací v C-MET a zvý�ený poèet kopií (≥ 4 kopie/buòku) byl nalezen u 37 

pacientù. Úèinek ET se zvy�oval s poètem kopií pro C-MET. Kombinace erlotinibu 

a tivantinibu mù�e prodlou�it období bez známek progrese, prodlou�it pøe�ití a èas vzniku 
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metastází v porovnání s erlotinibem samotným. Dal�ím léèivem je crizotinib, ten je 

v souèasné dobì ve fázi I/II klinické studie. Sleduje se úèinek erlotinibu v kombinaci 

s crizotinibem v porovnání se samotným erlotinibem. Onartuzumab je ve fázi III klinického 

testování, jeho úèinky byly potvrzeny ve fázi II klinického testování, kde bylo období bez 

známek progrese (PFS) 2,9 mìsícù u skupiny s onartuzumabem vs. 1,5 mìsíce u skupiny, 

která obd�ela erlotinib+placebo (u C-MET pozitivní skupiny). Dal�í klinické studie probíhají 

v kombinaci s erlotinibem, bevacizumabem/pemetrexed a paclitaxelem s platinou (shrnuto 

v Koudeláková et al., 2013).  

2.4 EML4 - ALK (echinoderm microtubule-associated protein-like 4 �

 anaplastic lymfoma kinase)  

 Poprvé byl EML4 popsán Heidebrechtem et al. v roce 2000, kdy� nalezl overexpresi 

EML4/ROPP120 bìhem mitózy. EML4 le�í na chromozomu 2p21 a øadí se do rodiny 

�echinodermal microtubule associated protein-like" proteinù lokalizovaných v cytoplazmì. 

EML4 má velikost 120 kDa (Pollmann et al., 2006) a je mu pøipisována základní role 

v proliferaci bunìk a v bunìèném pøe�ití (Radtke et al., 2010). Je nezbytný pro správný 

vznik mikrotubulù (Inamura et al., 2008) a sestavení vøeténka u novì vznikajících bunìk. 

Supresí EML4 transkripce pomocí RNA interference dochází k dramatickému sní�ení 

proliferace u� po 72 h od transfekce a zároveò dochází ke zvý�ení poètu apoptotických 

bunìk (Pollmann et al., 2006).  

 ALK byl poprvé objeven ve fúzním genu s nukleofosminem NPM1 u anaplastického 

velkobunìèného lymfomu, co� dalo tomuto genu název (Morris et al., 1994). ALK le�í 

v chromozomální oblasti 2p23, kóduje tyrozin kinázový receptor a je èlenem inzulinové 

superrodiny. ALK je fyziologicky exprimována jen v nervovém systému, tenkém støevì 

a varlatech (Reungwetwattana et al., 2012). ALK a EML4 se vyskytují na krátkém rameni 

chromozomu 2, jsou oddìleny 12 Mb a jsou orientovány opaènými smìry (Koivunen et al., 

2008).  

 Fúzní gen EML4-ALK poprvé popsali Soda a kol. v roce 2007 pomocí tvorby 

retrovirální komplementární cDNA expresní knihovny ze vzorku adenokarcinomu plic. Jedna 

z amplifikovaných cDNA mìla délku 3 946 bp a obsahovala otevøený ètecí rámec 

pro protein tvoøený 1 059 aminokyselinami. Tento protein mìl aminoterminální èást 

shodnou s lidským EML4 a karboxyterminální èást odpovídala intracelulární doménì lidské 

ALK. CDNA byla odvozena z fúzního produktu genù EML4 a ALK. Fúze EML4-ALK vznikla 

na základì malé inverze krátkého ramene chromozomu 2. Transformující potenciál fúzního 

genu EML4-ALK byl demonstrován za pou�ití plazmidù pro EML4-ALK, které byly 
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pøeneseny do my�ích fibroblastù 3T3. U  my�í byly transfekované 3T3 buòky dokonce 

schopny formovat podko�ní tumory. Na základì této práce byl fúzní transkript EML4-ALK 

detekován u 5 ze 75 NSCLC pacientù, tj. 6,7 %. Zpoèátku se pøedpokládalo, �e fúze EML4-

ALK se vyskytuje jen u NSCLC. Av�ak pomocí RT-PCR bylo prokázáno, �e EML4-ALK fúze 

je detekována u 2,4 % karcinomu prsu,  2,4 % kolorektálního karcinomu a 4 % NSCLC. 

Fúzní gen EML4-ALK èasto doprovází mutace v EGFR a KRAS (Brandao et al., 2012). 

2.4.1 Varianty inverzí/translokací 

  K inverzi nedochází poka�dé na stejných místech, proto vzniká mno�ství variant 

EML4-ALK (obr. 5). Varianty v�dy obsahují intracelulární tyrozinkinázovou doménu ALK 

od exonu 20 a� 29 (Takeuchi et al., 2008). EML4 je variabilnì pøipojen a vznikají tím rùzné 

varianty EML4-ALK. Tzv. coiled-coil doména uvnitø EML4 je pøítomná u v�ech variant, je 

nezbytná a dostaèující pro transformující aktivitu EML4-ALK. Zøejmì je to zpùsobeno díky 

dimerizaci fúzního proteinu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5: Rùzné varianty EML4-ALK a dal�ích fúzních partnerù. A � rùzné varianty EML4-ALK, nomenklatura 

odkazuje k translokovanému exonu EML4 do exonu ALK. B � frekvence rùzných EML4-ALK variant.  

Pøevzato z Sasaki et al., 2010. 
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 Dosud bylo objeveno více ne� 13 variant ALK pøestaveb a vìt�ina z nich je 

onkogenních. Nejèastìj�í variantou inverze je E13;A20 a E6a/b;A20 � tj. varianty 1 a 3a/b. 

Tyto dvì varianty EML4-ALK byly detekovány u 33 % a 29 % pacientù s NSCLC. ALK je 

v�ak schopno fúzovat nejen s EML4, ale také s TGF, KIF5B, KLC1 a tyto proteiny také 

fúzují s intracelulární doménou ALK (Sasaki et al., 2010 a Togashi et al., 2012). Nìkolik 

EML4-ALK fúzních variant i fúzní partneøi, jako je napøíklad KIF5B, bylo popsáno u NSCLC 

a vykazují transformující aktivitu (Brandao, 2012). 

2.4.2 Signalizace  

 ALK se skládá jako v�echny kinázy z intracelulární domény vázající ligand, 

transmembránové oblasti a intracelulární domény. Za fyziologických podmínek indukuje 

ligand homodimerizaci ALK vedoucí k transfosforylaci a kinázové aktivaci (Shaw 

et Solomon, 2011). Inverze chromozomu 2p vede k vytvoøení EML4-ALK fúzního onkogenu 

(obr. 6). Kódující protein obsahuje N-terminální konec EML4 a intracelulární katalytickou 

doménu z ALK. Nahrazení extracelulární a transmembránové domény ALK oblastí EML4 

má za následek dimerizaci kinázové domény bez aktivace ligandu a tudí� zvý�ení její 

katalytické aktivity (Soda et al., 2007). Tato translokace zpùsobuje aktivaci 

downstreamových onkogenních signálních drah, jakými jsou aktivace STAT3, AKT/PI3K 

a RAS/ERK drah, které øídí bunìènou proliferaci, pøe�ití a bunìèný cyklus (Mossé et al., 

2009).  
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Obr. 6: Schématický vznik EML4-ALK fúzního onkogenu a jeho dowstreamové signální dráhy. Vznik EML4-ALK 

inverzí chromozomu 2p. Fúzní protein je exprimován a aktivuje signální dráhy, jako jsou Ras/Mek/Erk 

a PI3K/Akt. Úloha STAT3 signální dráhy u EML4-ALK pozitivního NSCLC je dosud neznámá.  

Pøevzato z Shaw et Solomon, 2011. 

2.4.3 Znaky nádoru s ALK pøestavbou 

 Typický pacient s EML4-ALK pøestavbou má adenokarcinom, je nekuøák nebo lehký 

kuøák a má ni��í vìk ne� typický pacient s karcinomem plic (Sasaki et al., 2010). Existují 

i výjimky. Fúze ALK byla detekována i u star�ích pacientù (76 let) s kuøáckou minulostí 

(Rodig et al., 2009). ALK pøestavba je také ve vìt�inì pøípadù mutaènì exkluzivní s mutací 

EGFR s KRAS. 

 Adenokarcinomy s EML4-ALK pøestavbou jsou histologicky velmi rùznorodé, 

obsahující od acinárních a� po dokonale kulaté bunìèné shluky s produkcí hlenu. Acinární 

uspoøádání je nejèastìj�í u adenokarcinomù asijské populace, zatímco kulovité buòky se 

vyskytují u kavkazské populace. Pacienti ze západních zemí vykazují nádorové buòky se 

vzory podobným listùm, které jsou jednodu�e odli�itelné od acinárního, papilárního 

a bronchoalveolárního schématu. Nádory s pøestavbou EML4-ALK jsou charakterizovány 

buòkami s pøebytkem intracelulárního mucinu a malým jádrem odsunutým ze støedu. 

Vìt�ina nádorù s pøestavbou ALK (>60 %) má znaky rùstu solidního nádoru s >10 % 

kulatými (�signet ring") buòkami znázornìnými na obr. 7 (Sasaki et al., 2010).  
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Obr. 7: Patologická charakteristika EML4-ALK u NSCLC. NSCLC je charakterizováno buòkami 
ve tvaru prstence (signet ring: viz �ipka): A - zvìt�ení 40x, B - zvìt�ení 1000x.  

Pøevzato z Sasaki et al., 2010. 

2.4.4 Diagnostika 

 Pro detekci EML4-ALK pøestavby u NSCLC se vyu�ívá nejèastìji reverzní transkripèní 

PCR (RT-PCR), imunohistochemie (IHC) a fluorescenèní in situ hybridizace (FISH). RT-

PCR je vyu�ívána pro extrémní citlivost pøi detekci mutovaného transkriptu. Av�ak jak ji� 

bylo zmínìno, existuje více ne� 13 variant, a proto musí být RT-PCR multiplexní 

a obsahovat primery pro v�echny varianty. Problémem této detekce je uchování biopsie 

pacientù. Bì�nì je bioptovaná tkáò fixována formalínem a zalita do parafínového bloku 

(�FFPE tissue"). RNA izolovaná z tohoto materiálu je vysoce degradována a není pro PCR 

metodiku nejvhodnìj�í. Dal�í metodou je fluorescenèní in situ hybridizace (FISH), 

vyu�ívající hybridizace fluorescenènì znaèených DNA sond (prób) na cílovou DNA 

vy�etøovaného vzorku. Na testování se vyu�ívají break-apart èi translokaèní próby. 

Pøi pou�ití break-apart sondy je gen ALK oznaèen z ka�dé strany zlomu nahybridizovanou 

sondou s jiným fluoroforem (napø. Spectrum Orange a Spectrum Green). Fyziologický ALK 

lze tedy pozorovat jako dvoubarevnou �dvojteèku". Dojde-li k roz�tìpení ALK, signály se 

od sebe oddálí a lze je pozorovat oddìlenì (obr.8 A, B). Druhým typem je translokaèní 

sonda: pøi jejím pou�ití lze detekovat pouze zvolený typ translokace. ALK gen 

a translokaèní partner (v 99 % EML4) jsou oznaèeni nahybridizováním sond s rùznými 

fluorofory. Ve fyziologickém vzorku lze signály tìchto sond pozorovat oddìlenì. Dojde-li 

k translokaci, oba translokaèní partneøi se k sobì pøiblí�í a signály tvoøí dvojteèku (obr. 8 C, 

D). IHC vyu�ívá vazby protilátek na tumor-specifické antigeny (Sasaki et al., 2010). Citlivost 

imunohistochemické analýzy závisí na faktorech, kterými jsou klon protilátky a pou�itá 
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detekèní metoda (Brandao et al., 2012). IHC metoda má výhody jako jsou nízké náklady, 

jednoduchost a teoretické stanovení v�ech variant. Wallander et al. v�ak popisuje, �e 

komerèní protilátky postrádají citlivost k detekci EML4-ALK fúzního proteinu - hlavnì 

u varianty 1. To je zøejmì zpùsobeno men�í mírou exprese ne� u varianty 3. V souèasné 

dobì je pro indikaci cílené léèby doporuèená detekce ALK pøestavby pomocí FISH. 

 

A       B 

 

C       D 

 

 

Obr. 8: Detekce fúzního genu EML4-ALK pomocí fluorescenèní in situ hybridizace.  A,B- break apart sonda: A- 

genotyp bez pøestavby; B-pøestavba genu EML4-ALK.  C, D: translokaèní sonda: C-fyziologický stav, D- 

translokace EML4-ALK. Pøevzato z Koudeláková et al., 2012. 

2.4.5 Léèba a prognóza  

 Prùmìrné pøe�ití pacientù s neléèeným metastazujícím NSCLC je jen 4 a� 5 mìsícù; 

pouze 10 % pacientù �ije déle ne� 1 rok. Chemoterapie u pokroèilého NSCLC je èasto 

pova�ována za neefektivní nebo dokonce pøíli� toxickou. Av�ak analýzy ukázaly, �e 

v porovnání s podpùrnou léèbou poskytuje chemoterapie vy��í pøe�ití pacientù s pokroèilým 
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stádiem NSCLC. Chemoterapie redukuje symptomy a zlep�uje kvalitu �ivota (Schiller et al., 

2002). 

 Aèkoli je hlavním pilíøem léèby NSCLC cytotoxická terapie, hrají zde èím dál vìt�í roli 

tyrozin kinázové inhibitory. Farmakologická inhibice EML4-ALK vyu�ívá inhibitory 

k downregulaci Ras/Mek/Erk, PI3/Akt a k apoptóze. EML4-ALK translokace se vyskytují 

èasto spoleènì s EGFR nebo KRAS mutacemi. Tento výskyt má za následek rezistenci 

a �patnou odpovìï na EGFR tyrozinkinázové inhibitory (Shaw et al., 2009). Crizotinib je 

duální inhibitor fosforylace ALK a C-MET, který má slibné výsledky v léèbì pacientù 

s tumory vykazujícími pøestavbu ALK. V druhé fázi testování bylo pacientùm podáváno 250 

mg tohoto léèiva dvakrát dennì ve 3-týdenním cyklu. Pøe�ití jednoho roku bylo dosa�eno 

u 74 % pacientù a pøe�ití dvou let u 54 % pacientù (Shaw et al., 2011). Na základì 

pozitivních výsledkù léèby byl crizotinib v roce 2012 schválen v Evropì jako léèivý pøípravek 

NSCLC se zvý�enou expresí ALK.  

2.5 EGFR (receptor epidermálního rùstového faktoru) 

 EGFR patøí spolu s HER2 (c-erbB-2), HER3 (c-erbB-3), a HER (c-erbB-4) do rodiny  

c-erbB (HER) receptorù. EGFR je 170 kDa glykoprotein skládající se z extracelulátrní 

transmembránové a intracelulární domény s tyrosinkinázovou funkcí (Yarden et Sliwkowski, 

2001). EGFR je specifický tyrozinkinázový receptor, jeho� gen je umístìn v chromozomální 

oblasti 7p12 (RefSeq). EGFR byl objeven v roce 1975, v 80. letech byl osekvenován a poté 

oznaèen jako tyrozinkinázový receptor (shrnuto v Brand et al., 2011). Patologická aktivace 

overexpresí, mutací a/nebo iniciací autokrinní produkce ligandu, hraje dùle�itou roli 

v karcinogenezi a progresi nádoru. Mutace genu EGFR se pojí s bunìènou proliferací, 

bunìèným rùstem, invazivitou, metastatickým �íøením, apoptózou a nádorovou angiogenezí 

(Brandao et al., 2012). Overexprese EGFR se vyskytuje u vìt�iny solidních tumorù vèetnì 

karcinomu prsu, krku a hlavy, NSCLC, ledvin, vajeèníkù a støev (Herbst et Langer, 2002). 

Overexprese receptoru se v malé míøe vyskytuje i u karcinomu moèového mìchýøe, slinivky 

bøi�ní a gliomu (Salomon et al., 1995). Vlivem zmno�ení receptorù EGFR je generován 

signál a aktivovány downstreamové signální dráhy, co� zpùsobuje agresivní a invazivní rùst 

buòky (Ethier, 2002). U NSCLC dochází v závislosti na histologii ve 40-80 % pøípadù 

k overexpresi EGFR (Fujino et al., 1996). Dále dochází asi v 10 % pøípadù k mutacím 

v EGFR u pacientù s NSCLC (Paez et al., 2004). 

 K dal�ím ligandùm vázajícím se na EGFR patøí transformující rùstový faktor-á, 

amphiregulin, heparin-vazebný EGF a betacelulin (Salomon et al., 1995). Po navázání 

ligandu dochází na povrchu buòky k homodimerizaci nebo k heterodimerizaci, nejèastìji 
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s HER2 (Bazley et Gullick, 2005), k autofosforylaci intracelulární domény EGFR (Franklin 

et al., 2002) a ke spu�tìní signální dráhy do buòky (Herbst, 2004).  

2.5.1 Struktura 

 Extracelulární doména obsahuje dvì domény bohaté na cystein (C1 a C2) a dvì 

domény bohaté na leucin (L1 a L2). Spolu tvoøí ligand vazebnou doménu s délkou cca 620 

aminokyselin. Intracelulární doména má délku 542 aminokyselin a obsahuje 

juxtamembránovou doménu slou�ící primárnì jako místo zpìtnovazebného oslabování 

proteinkinázou C a ERK MAP kinázami. Je prokázáno, �e motiv v této oblasti mù�e vázat 

i G proteiny (Sun et al., 1997). Na tuto èást navazuje asi 250 aminokyselin dlouhá 

tyrozinkinázová doména. Její karboxyterminální èást obsahuje pìt autofosforylaèních 

motivù, které spojují proteiny obsahující SH2 a PTB domény. Karboxyterminální èást 

funguje také jako autoinhibièní substrát - pøi nedostatku nebo odstranìní její èásti není 

ligandem aktivovaný EGFR schopen fosforylovat substrát (Songyang et al., 1993).  

2.5.2 Mutace  

 Z dùvodu jejich vztahu ke klinické odpovìdi na tyrozinkinázové inhibitory jsou mutace 

EGFR nejlépe charakterizované mutace u NSCLC. Mutace v tomto místì se nazývají 

aktivaèními mutacemi, proto�e vedou k ligand-independentní aktivaci EGFR receptoru. 

Aktivaèní mutace jsou mnohem èastìj�í u Asiatek, nekuøaèek a pacientek  

a s adenokarcinomem (Jänne et Johnson, 2006). Aktivaèní mutace v genu pro EGFR byly 

nalezeny v prvních ètyøech exonech (18-21) tyrozinkinázové domény (Shigematsu et 

Gazdar, 2006; Kumar et al., 2008). Tyto mutace se dìlí do tøí skupin.  První skupinou jsou 

in frame delece v exonu 19, ten kóduje èást kinázové domény. Druhou skupinou jsou 

jednonukleotidové substituce, které zpùsobují zámìnu aminokyselin. Pøeva�ující 

jednonukleotidová mutace se nachází v exonu 21, kde dochází k substituci argininu 

za leucin na kodonu 858 a èítá asi 41 % EGFR tyrozinkinázových mutací. Dal�í mutací 

druhé skupiny je zámìna glycinu-719 za serin, alanin nebo cystein se zhruba 4% výskytem. 

Dal�ích missense mutací je asi 6 %. Tøetí skupinou mutací jsou rámcové duplikace anebo 

inzerce v exonu 20 èítající 5 % (Sharma et al., 2007). Nejvýznamnìj�í sekundární mutací je 

zámìna threoninu za metionin v exonu 20 z treoninu na metionin. Její oznaèení je T790M 

a je spojena s rezistencí na EGFR tyrozinkinázové inhibitory - gefitinib a erlotinib. Zmínìná 

mutace je umístìna v ATP-vazebné kapse, která je kritickým místem vazby inhibitoru, 

a proto je tato vazba oslabena (Kobayashi et al., 2005). 
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 Dal�ím typem patologické aktivace EGFR mù�e být amplifikace genu.  Amplifikace 

EGFR jsou spojeny s vysokým stupnìm rakoviny a jejich výskyt je málo èastý u primárních 

lézí rakoviny (Yatabe et al., 2008). EGFR mutace jsou èastým fenoménem a amplifikace 

EGFR se mù�e vyskytnout bìhem progrese rakoviny. Asi 30 % a� 60 % pacientù 

s pokroèilým NSCLC vykazuje zvý�ený poèet EGFR (Reungwetwattana et al., 2012) - 

v pøípadì kdy je pomìr genu EGFR  ku chromozomu  7 ≥ 2,1 (Hirsch et al., 2003). 

Nejnovìj�í studie prokazují, �e vysoká amplifikace genu EGFR je spojena s dobrou 

odezvou na tyrozinkinázové inhibitory (Wang et al., 2013). 

 V dne�ní dobì se k vy�etøení EGFR amplifikací nejèastìji pou�ívá FISH metoda. 

Zvý�ené mno�ství kopií EGFR je spojeno s dobrou odpovìdí na tyrozinkinázové receptory, 

zastavením progrese nádoru a pøe�itím pacienta.  Liang et al. potvrdili spojitost mezi 

poètem kopií EGFR a mutacemi v tomto genu. Dále prokázali, �e exprese proteinu 

pro EGFR koreluje s poètem kopií EGFR a jeho mutacemi (Liang et al., 2010). 

2.5.3 Signalizace  

 Signální diverzita je u EGFR zpùsobena vysokým poètem EGFR èlenù, velkým 

repertoárem ligandù a kombinaèními mo�nostmi dimerizace receptorù. Buòky NSCLC 

produkují a uvolòují mnoho ligandù EGFR (Volante et al., 2007). Izoformy umístìné 

v membránì a rozpustné rùstové faktory mohou za urèitých podmínek fungovat také jako 

biologicky aktivní ligandy. Právì tyto ligandy mohou indukovat autokrinní, parakrinní anebo 

endokrinní signalizaci (Singh et Harris, 2005). U NSCLC je nejèastìji overexprimován 

epiregulin (Zhang et al., 2008), vazbou na EGFR následuje aktivace receptoru, receptorová 

dimerizace, aktivace intracelulární tyrozinkinázy a signalizace.  Abnormální aktivace EGFR 

a signalizace do buòky je nìkolikastupòová signální sí�, její� výsledkem je proliferace 

bunìk, apoptóza, angiogeneze a metastáze. Existuje nìkolik mechanizmù vedoucích 

ke stálé aktivaci receptoru - overexprese a mutace receptoru, ligand-dependentní a ligand-

independentní mechanizmy, koneèná fosforylace klíèových tyrozinových zbytkù a aktivace 

cytoplazmatických substrátù (shrnuto v Lurje et Lenz, 2009). Tyto pochody jsou provádìny 

aktivací drah Ras/Raf/MEK,  PLCã, PI3K/Akt a STAT (Nyati et al., 2006). Dráhy zpùsobující 

transformaèní zmìny bunìk u NSCLC jsou shrnuty na ní�e uvedeném obr. 9.   
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Obr. 9: Shrnutí bunìèných drah, které jsou iniciovány vazbou ligandu na EGFR a jejich úèinek na buòku.  
Pøevzato z Nyati et al., 2006. 

2.5.4 Translokace EGFR do jádra 

 Jaderná lokalizace EGFR byla poprvé popsána v regenerujících hepatocytech 

u primárního adenokarcinomu. Vysoká hladina EGFR v jádøe byla detekována i u dal�ích 

nádorù jakými jsou napøíklad rakovina kù�e, prsu, moèového mìchýøe, dìlo�ního èípku, 

adrenokortikoidního karcinomu, �títné �lázy a dutiny ústní (shrnuto v Brand et al., 2011). 

Pøesný mechanismus endocytózy EGFR z cytoplazmatické membrány do jádra není dosud 

zcela prozkoumán. Jaderné lokalizaèní sekvence jsou umístìny v intracelulární èásti a jejich 

dal�í vyu�ití je pøi internalizaci receptoru (Hsu et Hung, 2007). Mezistupeò pøenosu je 

pøechod pøes Golgiho aparát a endoplazmatické retikulum (Wang et al., 2010). Internalizace 

EGFR a jeho transport do jádra probíhá èastìji ne� jeho degradace nebo zpìtná recyklace 

na bunìèný povrch. Spojkou je PIKfyve, která øídí endozomální dynamiku a intracelulární 

pøenos EGFR do buòky (Ikonomov et al., 2003). Následuje klasický cytoplazmaticko-

nukleární transport, kde proteiny obsahující jaderné lokalizaèní sekvence formují komplexy 

s importiny. Ty interagují s nukleoporiny a vazbou importinu do Sec61 na vnitøní jaderné 

membránì dochází ke vstupu do jádra (Harel et Forbes, 2004). EGFR neobsahuje DNA 

vazebnou doménu, a proto se vá�e na jiné transkripèní faktory. Bylo zji�tìno, �e EGFR 



30 

 

funguje jako koaktivátor minimálnì sedmi genù podporujících vznik onkologického 

onemocnìní - cyklinu D1, NO syntázy, B-Myb, aurora kinázy A, cyklooxygenázy 2, c-Myc 

a breast cancer resistant proteinu BCRP (Brand et al., 2011). 

 

 
 

Obr. 10: Shrnutí pøesunu EGFR do jádra. Pøevzato z Brand et al., 2011. 

2.5.5 Léèba a prognóza 

 Nádory s patologicky aktivovaným EGFR se èastìji vyskytují u Asiatù ne� u neasijské 

rasy (30 % vs. 8 %), u �en ne� u mu�ù (59 % vs. 26 %), u nekuøákù ne� u kuøákù (66 % vs. 

22 %) a u adenokarcinomù ne� u ostatních podtypù NSCLC (49 % vs. 2 %) (Brandao et al., 

2012).  

 Léèba EGFR pozitivních pacientù se dìlí na dvì hlavní kategorie. První kategorií jsou 

humanizované formy monoklonálních protilátek, které zabraòují vazbì ligand-receptor. 

Druhou kategorií jsou malé molekulární inhibitory tyrozinkináz. Monoklonální protilátky se 

vá�ou na extracelulární doménu, a tím zabraòují vazbì ligandu na receptor (Baselga, 
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2002). Tyrozinkinázové inhibitory erlotinib a gefitinib se reverzibilnì vá�ou do ATP vazebné 

kapsy. Tím zabraòují vazbì ATP a fosforylaci a signalizaci do buòky (Gazar et Mina, 2005). 

 V�echny somaticky aktivované mutace EGFR se vyskytují v ATP-vazebné kapse 

v tyrozinkinázové doménì, co� je vazebné místo tyrozinkinázových inhibitorù, kterými jsou 

erlotinib a gefitinib. Gefitinib byl v èervnu 2009 schválen jako léèivo pro pacienty 

s aktivaèními mutacemi v EGFR. Objektivní odpovìdi byly popsány u 10 - 20 % pacientù 

v klinických testech (Miller et al., 2004). Erlotinib vykazuje protinádorovou aktivitu 

v preklinických studiích fáze I, II a III. Erlotinib byl v roce 2004 poprvé oficiálnì pou�it jako 

léèba EGFR pozitivních nádorù. Pøe�ití jednoho roku bylo u erlotinibu stanoveno na 31 % 

(shrnuto v Koudeláková et al., 2013). Aèkoli malé molekuly, gefitinib a erlotinib sni�ují 

tyrozinkinázovou aktivitu EGFR a mají velkou úèinnost (Sharma et al., 2007), dochází 

u pacientù bìhem 6 mìsícù a� dvou let k vyvinutí získané rezistence (Oxnard et al., 2011). 

Okolo 50 % pacientù s NSCLC, kteøí byli léèeni v první linii, si vyvinulo rezistenci na léèivo 

vznikem sekundární missens mutace v tyrozinkinázové doménì EGFR. Nejèastìj�í mutací 

(>90 %) je substituce T790M, která byla popsána ji� vý�e. I nìkteré dal�í mutace jako 

D761Y a T854A zpùsobují rezistenci na první generaci tyrozinkinázových inhibitorù (shrnuto 

v Ma et al., 2012). 

   

2.6 FGFR (receptor fibroblastového rùstového faktoru) 

 FGFR je tyrozinkinázový receptor, jeho� ligand patøí do rodiny fibroblastových 

rùstových faktorù, je� jsou zapojeny do mnoha fyziologických procesù vèetnì angiogeneze, 

organogeneze, vývoje tkání a endokrinní signalizace (Beenken et Mohhamadi, 2009). Gen 

pro FGFR1 le�í v chromozomální oblasti 8p12. Ve 20 % pøípadù je vysoká exprese FGFR1 

spojována se zvý�eným poètem kopií genù FGFR1 u SCC u kuøákù (Kohler et al., 2012). 

V nìkolika pøípadech jsou uvádìny bodové mutace ve FGFR2 u SCC (Davies et al., 2005).  

Signalizace pomocí FGFR je zapojena do autokrinní signalizaèní smyèky, která vede 

k proliferaci nádorù a jejich angiogenezi (Marek et al., 2009). Disregulovaná signalizace 

byla nalezena také u nìkolika malignit. Amplifikace, bodové mutace nebo translokace 

pøispívají ke karcinogenezi zvý�enou proliferací, antiapoptózou, bunìènou migrací 

a angiogenezí (Turner et Grose, 2010).  
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2.6.1 Struktura 

 FGFR tyrozinkinázy jsou kódovány 4 geny (FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4), av�ak 

z dùvodu existence alternativního mRNA splicingu se objevuje i mnoho izoforem 

ilustrovaných na obr. 11 (Beenken et Mohhamadi, 2009). FGFR1 a� FGFR4 se skládají 

z extracelulární ligand vazebné domény, transmembránové domény a cytoplazmatické 

domény, která obsahuje katalytické tyrozinkinázové jádro spolu s regulaèními sekvencemi 

(Schlessinger, 2000). Extracelulární doména je slo�ena z 2 a� 3 imunoglobulinu podobných 

vazebných smyèek (Grose et Dickson, 2005) oznaèených jako D1 - D3. Mezi D1 a D2 je 

sedm a� osm kyselých zbytkù nazývaných "kyselý box". Jedná se o konzervovanì pozitivnì 

nabitou oblast (Schlessinger et al., 2000). Cytoplazmatická doména FGFR obsahuje nìkolik 

regulaèních sekvencí. Juxtamembránová doména je mnohem del�í ne� u jiných 

tyrozinkináz. Tato oblast obsahuje vysoce konzervované sekvence, které slou�í jako 

vazebné místo pro fosfotyrozinvazebné domény proteinù FRS2á a FRS2â (Ong et al., 

2000).  

 
Obr. 11: Izoformy vyskytující se u obratlovcù. Extracelulární doména se skládá ze tøí imunoglobulinových 
smyèek (IgI-III) a "kyselého boxu" (AB). Alternativní splicing u IgIII je zvýraznìn modrou barvou. Následuje  
transmembránová doména (TM) a intracelulární sekvence enzymatické èásti tyrozinkinázy (TKI, TKII). 

 Pøevzato z Mason, 2007. 

 První FGF byl objeven jako mitogen pro kultivované fibroblasty (Gospodarowicz, 

1974). Existuje 18 savèích FGF, které jsou na základì homologie a fylogeneze uskupeny 

do 6 podrodin. Bìhem embryonálního vývoje a v dospìlém organizmu zprostøedková FGF 

mnoho bunìèných odpovìdí. V morfogenezi hraje roli u embryonálního vývoje tím, �e 

reguluje vývoj nervového systému, bunìènou proliferaci, diferenciaci a bunìènou 

migraci. V dospìlém organizmu reguluje opravu tkání, hojení ran a angiogenezi u nádorù 

(Beenken et Mohammadi, 2009). 
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2.6.2 Varianty 

 Rùzné FGFR izoformy obsahují extracelulární doménu se dvìma nebo tøemi 

imunoglobulinùm podobnými doménami. Rozpustné sekretované izoformy, stejnì jako 

alternativní splicing ve tøetí imunoglobulinùm podobné doménì D3, mìní ligand vazebnou 

specifitu (Yayon et al., 1992). Alternativní sestøih D3 existuje u FGFR1-3, ale nevyskytuje se 

u FGFR4. Exon 7 u FGFR2 genu kóduje N-terminální polovinu D3 (znaèí se jako izoforma 

a), zatímco exony 8 a 9 alternativnì kódují C-terminální polovinu D3 (znaèí se jako izoforma 

b a c). Alternativní spilicing a vznik rùzných izoforem jsou ilustrovány na obr. 12. 

 
Obr. 12: FGFR izoformy jsou vytváøeny na základì alternativního spilicingu FGFR transkriptu. Dvì izoformy 
FGFR jsou generovány na základì alternativního spilicngu exonu 8 a 9. C-terminální polovina D3 je kódována 
exonem 8 a vytváøí FGFR-IIIb izoformu. Zatímco C-terminální polovina DIII je kódována exonem 9 a vytváøí 
FGFR-IIIc  izoformu. Pøevzato z Eswarakumar et al., 2005. 

 Dvì alternativní formy FGFR vykazují rùzné ligand vazebné charakteristiky. Napøíklad 

FGFR2b vá�e FGF7 a FGF10, ale u� nevá�e FGF2; FGFR2c izoforma vá�e FGF2 

a FGF18, av�ak ji� nevá�e FGF7 a FGF10. Tabulka I shrnuje mo�né ligandy rùzných 

EGFR. 

 

Tab. I: Izoformy FGFR mají afinitu k rùzným FGF ligandùm. Pøevzato z Eswarakumar et al., 2005 

FGFR izoforma specificita ligandu  

FGFR1b FGF1, -2, -3, -10 

FGFR1c FGF1, -2, -4, -5, -6 

FGFR2b FGF1, -3, -7, -10, -22 

FGFR2c FGF1, -2, -4, -6, -9, -17, -18 

FGFR3b FGF1, -9 

FGFR3c FGF1, -2, -4, -8, -9, -17, -18, -23 

FGFR4 FGF1, -2, -4, -6, -8, -9, -16, -17, -18, -19 
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Bylo dokázáno, �e izoforma FGFR2b je exprimována jen u epiteliálních bunìk 

a FGFR2c jen u mezenchymálních bunìk (Orr-Urtreger et al., 1993). Tato exprese je 

specifická pro urèité bunìèné linie a umo�òuje interakce mezi epiteliálními 

a mezenchymálními vrstvami bìhem vývoje jako odpovìï na ligandy FGF.  

2.6.3 Signalizace 

 Po navázání ligandu a heparinu nebo heparan sulfát glykosaminoglykanu do FGFR 

komplexu dochází k dimerizaci D2 domén, autofosforylaci a aktivaci intracelulární 

signalizace (Beenken et Mohhamadi, 2009). Heparan sulfát glykosaminoglykan a heparin 

stabilizují FGF proti degradaci (Hacker et al., 2005). Signalizace FGFR je provedena 

pomocí signalizaèních mezièlánkù do autofosforylaèních míst na aktivovaném receptoru 

a fosforylací substrátu. Aktivovaný FGFR fosforyluje FRS2á a FRS2â proteiny, které 

zapnou multiproteinový adaptorový komplex. Tento komplex aktivuje signální dráhu 

PI3K/AKT, Ras/MAPK a PLCã (Dailey et al., 2005). Dráhy, sekundární poslové a výsledný 

efekt jsou shrnuty v obr. 13. 

 

 

Obr. 13: Dráhy FGF signalizace. Aktivovaný FGFR stimuluje PI3K/AKT,  Ras/MAPK a PLCã dráhy. MAP kinázy 
jsou translokovány do jádra a fosforylují transkripèní faktory, které regulují cílové geny.  
Pøevzato z Dailey et al., 2005. 
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 Signalizace pomocí FGFR dráhy je regulována nìkolika mechanizmy. Napøíklad 

�Sprouty-related" proteiny SPRED negativnì regulují MAPK signalizaci vazbou 

do vazebného receptorového proteinu 2 a na Raf1 (Murphy et al., 2010). MAPK fosforylace 

FRS2á redukuje svou vazbu na FGFR a tím redukuje signalizaci (Lax et al., 2002). Také 

vazba s integriny, syndekany a N-kadheriny mìní intenzitu signálu (Murakami et al., 2008).  

2.6.4 FGFR a onkologické onemocnìní   

 Nedávným výzkumem bylo zji�tìno, �e vysoká hladina amplifikace FGFR1 se 

vyskytuje asi ve 20 % pøípadù spinocelulárních karcinomù u kuøákù (Weiss et al., 2010). 

Dále bylo zji�tìno, �e v asi 2 % pøípadù se FGFR1 amplifikace vyskytuje u dal�ích 

histologických typù karcinomu plic. U adenokarcinomu se amplifikace FGFR1 vyskytuje 

ve 3 % pøípadù a u SCC ve 21 % pøípadù (Dutt et al., 2011). Amplifikace FGFR1 u NSCLC 

se èastìji vyskytuje u mu�ù (39,4 % vs. �eny 13,8 %), u kuøákù (40,8 % vs. nekuøáci 4,2 %), 

ale u� nelze urèit pøesnou korelaci s vìkem (Sasaki et al., 2012). U NSCLC dochází èasto 

ke koexpresi FGFR1 s FGFR2 (Marek et al., 2009). U spinocelulárních karcinomù dále 

vznikají bodové mutace ve FGFR2. U NSCLC je FGF èasto  exprimován spolu s FGFR1 

a FGFR2.  

 Dochází k autokrinní signalizaci, která mù�e být inhibována malými molekulami 

tyrozinkinázových inhibitorù (Marek et al., 2009). Bylo zji�tìno, �e tyrozinkinázové inhibitory 

inhibující VEGFR také inhibují FGFR izoformy. Momentálnì probíhají studie fáze I a II, které 

objasní úèinky pazopanibu, BIBF1120, brivanibu a cediranibu na FGFR pozitivní buòky 

rùzných tkání vèetnì NSCLC (shrnuto v Kono et al., 2012).   

 Overexprese FGFR je vy�etøována imunohistochemickou metodou. FISH metoda 

se sondami na centromeru chromozomu 8 a FGFR1 se vyu�ívá pøi detekci amplifikace 

genu. Kohler et al. stanovili maximální hranici amplifikace genu FGFR ku chromozomu 8 

na 2,75. Imunohistochemická detekce a FISH metoda pro FGFR1 je zobrazena na obr. 14.  
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Obr. 14: A - Imunohistochemická detekce FGFR1: 0 - �ádná, 1 - nízká, 2 - støední, 3 - silná exprese (zvìt�ení 
630x). B � Detekce genu FGFR1 (zelená) a CEN8 (èervená) pomocí FISH. 

Pøevzato z Kohler et al., 2012. 

2.7 Souèasný stav a budoucnost NSCLC 

 Karcinom plic je nejèastìj�ím pøípadem rakoviny. Odhaduje se, �e v roce 2008 pøibylo 

1,61 milionù nových pøípadù, co� je 12,7 % ze v�ech typù rakoviny. 1,38 milionù lidí 

zemøelo na karcinom plic, to je 18,2 % v�ech úmrtí na rakovinu. Vìt�ina nových pøípadù se 

vyskytuje v rozvojových zemích. Karcinom plic je stále celosvìtovì nejèastìj�ím typem 

karcinomu u mu�ù (1,1 milionù pøípadù; 16,5 % z celku). U �en je incidience karcinomu plic 

v�eobecnì ni��í, av�ak je to ètvrtý nejèastìj�í typ karcinomu (516000 pøípadù; 8,5 % 

z  celku) a druhý typ s nejvy��í mortalitou (427000; 12,8 % z celku) 

(http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/lung.asp).   

 V souèasné dobì dochází k intenzivnímu studiu molekulární podstaty vzniku 

nemalobunìèného karcinomu plic. Dochází k objevování nových molekulárních markerù 

a genù zapojených do vzniku karcinomu plic. Dochází také k identifikaci signálních drah 

v buòce, které vedou k morfologickým zmìnám a vzniku rakovinné buòky. Toho lze vyu�ít 
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v blokaci signálních drah pomocí inhibitorù. Dochází také k vývoji nových inhibitorù 

tyrozinkinázových receptorù zapojených do vzniku NSCLC.  

 Cílem do budoucna je stanovení pøesného histologického subtypu NSCLC a jeho 

charakterizace pomocí prognosticko-prediktivních markerù a jejich mutací. Na základì 

tìchto krokù je mo�né pøesnì specifikovat cílenou léèbu NSCLC a vývoj tìchto léèiv.   
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3 Cíle práce 

 Cílem práce bylo pøipravit vlastní duální DNA sondy FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7 

pro metodu FISH, ovìøit jejich specifitu a kvalitu hybridizace jak na bunìèných liniích, tak 

i pacientských vzorcích. V následující èásti projektu pomocí pøipravených a dal�ích 

komerèních sond vy�etøit metodu FISH status C-MET, FGFR1 a EGFR genù a centromer 

chromozomù 7 a 8, u souboru 80 pacientù s karcinomem plic. U tìchto pacientù dále 

metodou FISH stanovit pøítomnost aberace genu ALK. Práce je souèástí projektu ÚMTM 

a Plicní kliniky FN Olomouc, hledajícího prognostickou a prediktivní hodnotu vybraných 

biomarkerù pro odhad biologického chování nemoci a úèinnost adjuvantní chemoterapie 

u pacientù pøedev�ím s operabilním nemalobunìèným karcinomem plic (non-small cell lung 

cancer; NSCLC). Cílem dal�í práce bylo navrhnout techniku PCR pro sledování fúzního 

genu EML4-ALK (varianty 1, 3ab a 6) u pacientù, u nich� selhala metoda FISH. 

3.1 Vy�etøení cytogenetických zmìn pacientù s karcinomem plic metodou 
FISH 

 Metodou FISH byl charakterizován soubor pacientù s karcinomem plic. Pro toto 

vy�etøení byly pøipraveny sondy FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7. DNA pro jednotlivé sondy 

byly vyizolovány z bakteriálních plazmidù, následnì naznaèeny a purifikovány. 

U pøipravených sond byla ovìøena vazebná oblast na chromozomálních preparátech. 

Specifita sondy FGFR1/CEP8 byla rovnì� ovìøena hybridizací na pozitivní bunìènou linii. 

Kvalita hybridizace byla testována na parafinových tkáòových øezech. Pøipravené sondy 

a komerènì získané sondy (EGFR/CEP7 a ALK Break Apart) byly pou�ity na stanovení 

poètu kopií genù C-MET, FGFR1, EGFR, centromer chromozomù 7 a 8 a aberace ALK 

na souboru pacientských vzorkù karcinomu plic. 

Chemikálie:  

70%, 85%, 95%, a 99,6% etanol; isopropanol; 3M octan sodný  pH=5,5; LB Broth Miller 

(Amresco); TE pufr (200 ìl  0,5M TRIS; 20 ìl 0,05M EDTA; 960 ìl deionizované vody); 

Human Hybloc DNA (Applied Genetics Laboratories, Inc.); hybridizaèní pufr (5 ml 

formamidu; 2 ml 50% dextran sulfátu; 100 ìl 10% SDS; 16,5 ìl 0,5M TRIS; 16,5 ìl 0,05M 

EDTA; 250 ìl Salmon sperm; 2620 ìl deionizované vody); DAPI Antifade ES (Cytocell); 

20xSSC (175 g NaCl s 88 g dihydrátu citrátu sodného, doplnìno do 1 l deionizovanou 

vodou, pH=5,3); 0,2 M kyselina chlorovodíková; xylen NP-40; NaCl; deionizovaná voda; 
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dihydrát citrátu sodného; formamid; promývací roztok I (20 ml 20xSSC a 3 ml NP-40 

doplnìno do 1 l deionizovanou vodou, pH=7-7,5); promývací roztok II (100 ml 20xSSC a 1 

ml NP-40 doplnìno na 1 l deionizovanou vodou, pH=7); pepsin from porcine gastric mucosa 

(Sigma-Aldrich); KCl·Na2HPO4·12H2O; KH2PO4; formaldehyd; fyziologický roztok;  HCl 

a NaOH na úpravu pH roztokù; 10xPBS (80 g NaCl, 2 g KCl, 32,1 g KCl·Na2HPO4·12H2O, 2 

g KH2PO4 - doplnìno do 1 l deionizovanou vodou); NaSCN; 10% formalín (4% formaldehyd 

v PBS); chloramfenikol (Sigma); ampicilin (Sigma-Aldrich); Orange-dUTP (Enzo); Green-

dUTP (Enzo); 0,5M TRIS; 0,05M EDTA; 10% SDS; 50% dextran sulfát; Salmon Sperm DNA 

(Invitrogen).  

Kity:  

QIAfilter Plasmid Mega (Qiagen), BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System 

(Invitrogen). 

Pomùcky: 

Vy�etøovaný vzorek (FFPE tkáò na pozitivnì nabitém skle), cytospin bunìèné linie NCI- 

H520 na podlo�ním skle, rukavice, mikrozkumavky, pipety (Eppendorf), �pièky ep Dualfilter 

T.I.P.S. (Eppendorf), odmìrné válce, sterilní jehly, pozitivnì nabitá podlo�ní skla (Menzel 

Gläser), krycí skla (Merienfeld), rubber cement Fixogum (Marabu), imerzní olej type-F 

(Olympus), teplomìr, bunièina nebo filtraèní papír, barvící nádobky, stojánky, E. coli 

(bA333B24) s plazmidem obsahující DNA sekvenci genu FGFR1, E. coli (153D24 

s plazmidem obsahující DNA sekvenci genu C-MET, E. coli (PZ75) s plazmidem 

obsahujícím centromerickou DNA sekvenci chromozomu 7, E. coli (p28.4) s plazmidem 

obsahujícím centromerickou DNA sekvenci chromozomu 8, led, bunièina. 

Pøístroje:  

minicentrifuga Minispin (Eppendorf), chlazená centrifuga Z 513 K (Hermle LaborTechnik), 

laminární box (BioAir), kombinovaná chladnièka (Gorenje a Liebherr), NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific), Rotor-gene 3000 Classic (Corbett Research), vodní lázeò ED-5 a TW2 

(Julabo), pH-metr (Hanna Instruments), fluorescenèní mikroskop BX-60 (Olympus) 

s pøíslu�nými filtry, imerzními objektivy  a obrazovou analýzou (MetaSystems), hybridizaèní 

stanice HyBrite (Vysis, Downers Grove), hybridizaèní stanice Thermobrite (Statspin), 

digestoø N1200 (Merci), laminární box Herasafe KS (Thermo Scientific), váha MAXX 

(Denver Instruments), vortex Vortex Genie 2 (Scientific Industries), termoblok Driblock 

DB2A (Techne), temperovaná tøepaèka Innova 40 (New Brunswick), termostat (Memmert). 
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3.1.1 Izolace plazmidové DNA 

1. Bakteriální klon bA333B24 (obsahující plazmidy s inzertem DNA sekvence pro gen 

FGFR1) byl inokulován do 1 l LB média. K LB médiu bylo pøidáno 25 mg 

chloramfenikolu a následovala kultivace 12-16 hod pøi 200 rcf a 37 oC. Postup byl stejný 

i u bakteriálního klonu 153D24 obsahujícího plazmid se sekvencí pro gen C-MET. 

2. Bakteriální klon obsahující plazmidy s centromerickou DNA chromozomu 7 (PZ75) byl 

inokulován do 1 l LB média s 50 mg ampicilinu. Stejný postup byl proveden i u 

bakteriálního klonu obsahujícího centromerickou DNA chromozomu 8 (p28.4). 

Následovala kultivace 12-16 hod pøi 200 rcf a 37 oC.  

3. Vykultivované bakterie v LB médiu byly 15 min centrifugovány pøi 6000 g a 4oC 

a supernatant byl slit. 

4. Peleta byla resuspendována v 50 ml pufru P1. 

5. Poté bylo pøidáno 50 ml pufru P2 (lyzaèní roztok), smìs byla promíchána a 5 min 

inkubována pøi pokojové teplotì. Správným smícháním do�lo ke zmìnì barvy 

na modrou (kit obsahuje systém pro indikaci správného postupu). 

6. Bylo pøidáno 50 ml zchlazeného pufru P3 a smìs promíchána (do�lo k odbarvení smìsi 

jako potvrzení správného postupu).  

7. QIA filter cartridge byla pøipevnìna k lahvi. Byla nanesena pøipravená smìs 

a inkubována 10 min pøi laboratorní teplotì. 

8. Smìs byla pøefiltrována pomocí vakua. 

9. Na cartridge bylo pøidáno 50 ml pufru FWB2. Smìs byla promíchána �pièkou a opìt 

byla vakuem pøefiltrována. 

10. QIAGEN-tip byl kalibrován pomocí 35 ml pufru QBT, následnì byl pøefiltrován lyzát 

získaný pøedchozím krokem. 

11. QIAGEN-tip byl poté promyt 2 x 100 ml pufru QC. 

12. DNA byla eluována 35 ml pufru QF. 

13. DNA byla precipitována pøídavkem 24,5 ml isopropanolu a centrifugována pøi 15000 g 

a 4 oC po dobu 30 min. 

14. Supernatant byl slit a k peletì bylo pøidáno 7 ml 70% etanolu a smìs centrifugována 

10 min pøi 15000 g. 

15. Supernatant byl opìt slit, peleta byla 20 min su�ena ve flowboxu a poté rozpu�tìna 

ve 100 ìl TE pufru.  

16. Vyizolovaná DNA byla uchována v mrazáku pøi -20 oC. 
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3.1.2 Pøíprava sondy 

1. 500 ng plazmidové DNA bylo doplnìno do 21 ìl deionizovanou vodou. 

2. K vzorku bylo pøidáno 20 ìl 2,5x koncentrovaného roztoku primerù (Random Primers 

Solution). 

3. Následovala 5 min inkubace pøi 95oC ve vodní lázni a poté 5 min chlazení na ledu. 

4. Na ledu bylo k vzorku napipetováno 5 ìl 10x dCTP/dUTP Nukleotide Mix, 3 ìl Cy3TM-

dCTP/dUTP nebo Cy5 TM-dCTP/dUTP a 1 ìl Exo-Klenow Fragment.  

5. Smìs byla jemnì propipetována a krátce stoèena na minicentrifuze a inkubována 

v termobloku 2 hod pøi 37oC. 

6. Následovala purifikace: Nejprve bylo pøidáno 200 ìl Binding Buffer B2 a roztok 

vortexován. 

7. Následnì byla smìs napipetována na PureLinkTM Spin Column a 1 min centrifigována 

pøi 10000 g. 

8. Zachycený roztok byl odstranìn a na kolonu bylo pøidáno 650 ìl Wash Buffer W1, 

centrifugace pøi 10000 g na 1 min. 

9. Zachycený roztok byl odstranìn a byla provedena centrifigace pøi 14000 g po dobu 

3 min. 

10. Kolona byla umístìna do sterilní Amber Recovery Tube, bylo pøidáno 55 ìl Elution 

Buffer E1 s následnou inkubací 1 min pøi laboratorní teplotì.  

11. Znaèená DNA próba byla získána centrifugací na maximální výkon po dobu 2 min.  

12. K próbì bylo pøidáno 25 ìl Human Hybloc DNA a smìs vysrá�ena pøídavkem 7,5 ìl 

octanu sodného (3M; pH 5,5) a 206 ìl 99,5% etanolu. 

13. Smìs byla inkubována pøi -20 oC v mrazáku, na závìr probìhla 15 min centrifugace 

na maximální výkon pøi teplotì 4oC. 

14. Supernatant byl vylit a peleta byla su�ena 10 min ve flowboxu. 

15. Peleta byla rozpu�tìna v 50 ìl hybridizaèního pufru. 

16. Takto pøipravená sonda byla uchována pøi -20oC v mrazáku. 

3.1.3 Vy�etøení FGFR1/CEP8 u bunìèné linie NCI-H520 

1. Bunìèná linie lidského karcinomu plic NCI-H520 (American Type Culture Collection, 

ATCC) byla rozmra�ena (uchovávána nad parami tekutého dusíku v kultivaèním médiu, 

s pøídavkem dimethyl sulfoxidu -DMSO) a kultivována v termostatu s 5% atmosférou 

CO2 a 37°C. Ke kultivaci bylo (dle doporuèení ATCC) pou�ito médium RPMI-1640, 

s 10% fetálním hovìzím sérem (FBS). V prùbìhu kultivace bylo obmìòováno médium 

dle potøeby. 
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2. Po narostení linie (buòky pokrývaly pøevá�nou èást dna kultivaèní láhve) bylo médium 

slito, kultivaèní láhev vypláchnuta sterilním PBS a buòky uvolnìny pøídavkem 0,25% 

trypsinu v 0,03% EDTA. V prùbìhu pùsobení trypsinu bylo s láhví poklepáváno, aby 

do�lo k uvolnìní co nejvìt�ího poètu bunìk a stav kontrolován pod mikroskopem. Ihned 

po uvolnìní vìt�iny bunìk byl proces trypsinizace zastaven pøídavkem FBS.  

3. Buòky byly z láhve pøelity do dvou 50 ml zkumavek, pøidáno PBS do plného objemu 

a smìs centrifugována 8 min pøi 1200 g. Supernatant byl vylit.  

4. Sediment z jedné zkumavky byl rozsuspendován v cca 2 ml BPS. Do centrifugaèní 

komùrky pro pøípravu cytospinù bylo vlo�eno podlo�ní sklo a do komùrky nepipetováno 

cca 50 µl suspenze. Komùrka byla centrifugována 3 min pøi 1000 g. Po ukonèení 

centrifugace byla odsáta nadbyteèná tekutina a sklo (cytospin) necháno volnì zasychat.  

5. Sediment druhé zkumavky byl rozsuspedován v kultivaèním médiu s FBS tak, aby se 

koncentrace bunìk pohybovala v rozmezí cca 500 tisíc - 1 mil.bunìk/ml. Touto suspenzí 

byla naplnìna jednorázová kultivaèní komùrka na pøípravu bunìèných preparátù 

na podlo�ním skle a celá sada kultivována v termostatu (5% CO2, 37°C). Stav linie 

v této komùrce byl kontrolován na mikroskopu. Jakmile do�lo k uchycení bunìk 

na podlo�ní sklo, byla z komùrky odsáta tekutina, komùrka promyta PBS, rozlo�ena 

a podlo�ní sklo necháno volnì zasychat.   

6. Podlo�ní skla pøipravená obìma metodami byla fixována 10 min ve smìsi etanolu 

a kyseliny octové v pomìru 3:1 a nechána volnì schnout po dobu 30 min. 

7. Na skla s bunìènými vzorky bylo naneseno 5 ìl duální sondy pro FGFR1/CEP8.  

8. Následovala kodenaturace sondy 1 min pøi teplotì 75oC a následnì byly vzorky 

hybridizovány se sondou pøi 37oC 12-18 hod. 

9. Skla se vzorky a sondami byly promyty v promývacím roztoku I o teplotì 73oC  na 1 min 

a 45 s, lehce osu�eny a pøeneseny do promývacího roztoku II na 30 s. 

10. Skla byla volnì su�ena bez pøístupu svìtla alespoò 30 min.  

11. Na vzorky bylo naneseno 3-9 ìl DAPI a vzorky pøekryty krycím sklíèkem. 

12. Signály byly odeèteny ve flurorescenèním mikroskopu. Hodnocen byl poèet kopií genu 

FGFR1 a poèet centromerických signálù pro chromozom 8 a výsledek porovnán 

s literárními údaji. 

13. Skla, u kterých nebyla provádìna FISH byla uchována pøi -20°C pro dal�í pou�ití 
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3.1.4 Ovìøení specifity pøipravených sond na chromozomálních preparátech 

Na komerènì dodaných chromozomálních preparátech (Vysis) byla provedena FISH 

s pøipravenými sondami FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7, dle bodù 7-11, kapitoly 3.1.3. 

Signály byly odeèteny ve fluorescenèním mikroskopu a hodnocena byla vazebná oblast 

a výskyt pøípadné cross-hybridizace 

3.1.5 Ovìøení kvality hybridizace na parafinových øezech 

1. Tkáòové øezy fixované formalínem a zalité v parafínu (FFPE: Formalin-fixed, Paraffin-

Embedded) byly nakrájeny na øezy o tlou��ce 4-6 µm, pøeneseny na pozitivnì nabitá, 

tzv. �plus�  podlo�ní skla a imobilizovány inkubací pøi 56°C pøes noc. 

2. Podlo�ní skla se vzorky byla v digestoøi tøikrát promyta v xylenu po dobu 7 min. 

3. Následovalo dvakrát promytí v 96% etanolu po dobu 5 min. 

4. Poté probìhlo su�ení na výhøevné plotýnce o teplotì 45-50oC na 3-5 min. 

5. Sklo se vzorky bylo po dobu 20 min vlo�eno do 0,2M roztoku kyseliny chlorovodíkové. 

6. Následoval oplach na 3 min v deionizované vodì. 

7. Sklo bylo 3 min promýváno v 2x koncentrovaném SSC (2xSSC) o pH=7. 

8. Následovala inkubace po dobu 20 min v NaSCN o teplotì 80 oC. 

9. Sklo bylo promyto 1 min v deionizované vodì. 

10. Poté bylo sklo promyto v 2xSSC o pH=7 po dobu 5 min. 

11. V termostatu o teplotì 37oC bylo vytemperováno 50 ml proteázového pufru o pH=2. 

Tìsnì pøed pou�itím bylo pøidáno 24 mg pepsinu. Sklo se vzorky bylo v tomto roztoku 

inkubováno po dobu 50 min. 

12. Následovalo dvakrát promytí v 2xSSC o pH=7 po 5 min. 

13. Vzorky byl usu�eny na výhøevné plotýnce pøi teplotì 45-50oC po dobu 3-5 min. 

14. Poté byly fixovány v 10% pufrovaném formalínu po dobu10 min. 

15. Následovalo dvakrát promytí v 2xSSC o pH=7 po 5 min. 

16. Vzorky byly rychle opláchnuty krátkým ponoøením do deionizované vody a usu�eny 

na výhøevné plotýnce pøi teplotì 45-50oC 10 min. 

17. Na takto opracované tkánì bylo naneseno 4-10 ìl duální sondy pro C-MET/CEP7, 

FGFR1/CEP8 a vzorky pøekryty krycími skly a zalepeny, aby nedo�lo k jejich vysychání.  

18. Kodenaturace sond se vzorky probíhala 1 min pøi 85oC a následnì byly vzorky  

hybridizovány se sondami pøi 37 oC 12-18 hod. 

19. Druhý den byla krycí sklíèka odstranìna.  

20. Sklo se vzorkem a sondami bylo promyto v promývacím roztoku I o teplotì 73oC  na 1 

min a 45 s, lehce osu�eno a pøeneseno do promývacího roztoku II na 30 s. 



44 

 

21. Sklo se vzorky bylo volnì su�eno bez pøístupu svìtla alespoò 30 min.  

22. Na vzorky bylo naneseno 3-9 ìl DAPI a vzorky pøekryty krycím sklíèkem. 

23. Signály byly odeèteny ve flurorescenèním mikroskopu.  

 

3.1.6 Vy�etøení statusu genù C-MET, FGFR1, EGFR, centromer chromozomù 7 
a 8 pøítomnosti ALK aberace u pacientù s karcinomem plic 

1. Pro vy�etøení byly dodány histologicky ovìøené FFPE tkáòové øezy karcinomu plic, 

na pozitivnì nabitých podlo�ních sklech. Jejich pretreatment a následná FISH byla 

provedena dle kapitoly 3.1.5. 

2. Hodnocen byl poèet kopií genù C-MET, FGFR1, EGFR, centromer chromozomù 7 a 8. 

U ALK byl hodnocen nejen poèet kopií genu, ale i pøítomnost roz�tìpených signálù, 

znaèících pøítomnost aberace, viz 2.4.4.  

3. U ka�dého preparátu bylo hodnoceno 100 nepøekrývajících se jader a získaná data 

statisticky zpracována. 

3.2 Detekce varianty fúzního genu EML4-ALK 

 V dal�í èásti práce jsem se pokusila navrhnout vhodnou metodiku detekce pøítomnosti 

aberovaného ALK, pøedev�ím nejèastìj�í varianty EML4-ALK fúze. 

Chemikálie:  

99,5% a 75% etanol; chloroform bez aditiv; DEPC Treated Water (Ambion); Random 

Primers (Promega); Thermo-Start PCR Buffer (Thermo Scientific); RNAsin Ribonuclease 

Inhibitor (Promega); 10 mM Deoxyribonucletide Triphosphates (Promega); RevertAid H 

Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas); Deparaffinization Solution (Qiagen); 

TRI reagent (Molecular Research Center); isopropanol; primery pro EML4-ALK (5´-TGC 

AGA CAA GCA TAA AGA TGT CA-3´; 5´-CGG AGC TTG CTC AGC TTG TA-3´; 5´-GAC 

TCA GGT GGA GTC ATG CTT-3´; 5´-CTC CAT CTG CAT GGC TTG-3´; 5´-CGG AGC 

TTG CTC AGC TTG TA-3´; 5´-GCA TAA AGA TGT CAT CAT CAA CCA AG-3´; 5´-TAG 

AGC CCA CAC CTG GGA AA-3´); primery pro GAPDH (5´-ACA ACA GCC TCA AGA TCA 

TCA G-3´; 5´-TCT TCT GGG TGG CAG TGA TG-3´); 5x Reaction Buffer for RT 

(Fermentas); Magnesium Chloride 25mM (Thermo Scientific); SybrGreen 1:1000 (Biotium); 

program Primer3; Thermo-Star Taq DNA polymerase (Thermo Scientific); 10 mM 

Deoxyribonucletide triphosphates (Promega). 
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Kity:  

RNeasy® FFPE Kit (Qiagen), Agilent DNA 1000 Kit (Agilent), Agilent RNA 6000 Nano Kit 

(Agilent). 

Pomùcky: 

FFPE vzorky tkánì plic pacientù, rukavice, mikrozkumavky, pipety (Eppendorf), �pièky ep 

Dualfilter T.I.P.S. (Eppendorf), sterilní jehly, led, chladicí stojan, TRI lyzát bunìèné linie 

NCI-H2228, genomická DNA vyizolovaná z bunìèné linie CEM.  

Pøístroje:  

minicentrifuga Minispin (Eppendorf), chlazená centrifuga Z 513 K (Hermle LaborTechnik), 

laminární box (BioAir), kombinovaná chladnièka (Gorenje a Liebherr), vortex (Scientific 

Industries), koncentrátor (Eppendorf), cykler Thermal Cycler PTC 100 (MJR), NanoDrop 

1000 (Thermo Scientific), Rotor-gene 3000 Classic a program Rotor Gene 6 (Corbett 

Research), BioAnalyzer 2100 a vortex IKA (Agilent), vodní lázeò ED-5 a TW2 (Julabo), pH-

metr (Hanna Instruments), fluorescenèní mikroskop BX-60 s pøíslu�nými filtry a imerzním 

objektivem (Olympus), hybridizér HyBrite (Vysis, Downers Grove), Dri-Block DB2A 

(Techne), hybridizér Thermobrite (Statspin), digestoø N 1200 (Merci), flowbox Herasafe KS 

(Thermo Scientific), váha MAXX (Denver Instruments), vortex Vortex Genie 2 (Scientific 

Industries), termoblok Driblock DB2A (Techne). 

3.2.1 Izolace RNA z bunìèné linie NCI-H2228 

1. Byl pøipraven TRI lyzát bunìèné linie NCI-H2228, byl rozmra�en na ledu asi 15 min 

a poté 5 min pøi laboratorní teplotì. Zbytek byl uchován pøi -20ºC. 

2. K lyzátu bylo pøidáno 200 ìl chloroformu a v�e silnì vortexováno po dobu 30 s: poté 

probìhla inkubace 5 min pøi laboratorní teplotì.  

3. Následovala centrifugace po dobu 15 min pøi 4ºC a 12000 g.  

4. 500 ìl vrchní vodní fáze bylo pøeneseno do nové mikrozkumavky a bylo pøidáno 500 ìl 

isopropanolu a následovalo krátké pøotøepání (2x - 4x). 

5. Vzorek byl inkubován 5 min pøi laboratorní teplotì.  

6. Následovala centrifugace 10 min pøi 4ºC a 12000 g. 

7. Supernatant byl odstranìn a peleta promyta  1,5 ml 75% etanolu a zkumavka nìkolikrát 

pøevrácena tak, aby se peleta uvolnila do etanolu. 

8. Byla provedena centrifugace po dobu 5 min pøi 4ºC a 12000 g. 

9. Supernatant byl odstranìn a peleta su�ena 3 a� 10 min na vzduchu ve flow boxu. 
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10. K peletì bylo pøidáno 30 ìl vody bez nukleáz s pøídavkem DEPC (DEPC Treated Water) 

a obsah byl nìkolikrát promíchán. Rozpu�tìní RNA bylo urychleno zahøátím vzorku na 

60 ºC po dobu 10 min a poté byl ochlazen v chladicím stojanu.  

11. Rozpu�tìná RNA byla krátkodobì uchována pøi -20ºC a dále byla pou�ita pro pøepis 

do cDNA. 

3.2.2 Izolace RNA pomocí RNeasy® FFPE Kitu 

1. FFPE tkáòové øezy plic pacientù a buòky bunìèné linie NCI-H2228 zalité v parafínu byly 

pøeneseny do mikrozkumavky. 

2. Ke vzorkùm bylo pøidáno 160 ìl Deparaffinization Solution, vzorky byly vortexovány 

po dobu 10 s a centrifugovány v mikrozkumavkách. 

3. Vzorky byly inkubovány 3 min pøi 56ºC v termobloku a poté byly zchlazeny 

na laboratorní teplotu. 

4. Bylo pøidáno 150 ìl PKD Buffer a smìs vortexována.  

5. Následnì byly vzorky centrifugovány 1 min pøi 11000 g. 

6. Ke vzniklé spodní èiré fázi vzorkù bylo pøidáno 10 ìl proteinase K, spodní fáze byla 

propipetována.  

7. Následovala inkubace pøi 56ºC po dobu 15 min a poté pøi 80ºC po dobu 15 min. 

8. Spodní èirá fáze byla pøenesena do nové 2ml mikrozkumavky, inkubována po dobu 3 

min na ledu.  

9. Následnì byla provedena centrifugace pøi 13500 rpm.  

10. Supernatant byl pøenesen do nové mikrozkumavky a k nìmu bylo pøidáno 16 ìl Booster 

Buffer a 10 ìl DNase 1 Stock Solution. Smìs byla promíchána invertováním 

mikrozkumavky s následnou krátkou centrifugací. 

11. Poté byla inkubována 15 min pøi pokojové teplotì. 

12. Dále bylo pøidáno 320 ìl Buffer RBC a v�e promícháno na vortexu. 

13. K vzorku bylo pøidáno 720 ìl 100% etanolu a v�e øádnì promícháno pipetováním. 

14. Do kolonky RNeasy MinElute Spin, vlo�ené ve sbìrné zkumavce (Collection Tube) bylo 

pøeneseno 700 ìl vzorku. Po zavøení víèka následovala centrifugace po dobu 15 

s pøi 8000 g. Roztok, který pro�el kolonkou, byl odstranìn. 

15. Pøedchozí krok byl opakován, dokud nebyl vzorek vyèerpán.  

16. Do RNeasy MinElute Spin kolonky bylo pøeneseno 500 ìl Buffer RPE, víèko bylo 

uzavøeno a kolonka centrifugována 15 s pøi 8000 g. Zachycený roztok byl odstranìn.  

17. Opìt bylo pøidáno 500 ìl a následnì centrifugováno 2 min pøi 8000 g.  
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18. RNeasy MinElute Spin kolonka byla vlo�ena do nové Collection Tube a byla provedena 

centrifugace pøi 12100 g po dobu 5 min. 

19. RNeasy MinElute Spin kolonka byla vlo�ena do nové 1,5ml Collection Tube a na filtr 

bylo napipetováno 14-30 ìl RNase-free vody. Víèko bylo uzavøeno a následovala 

centrifugace 1 min pøi 12100 g.   

20. Vyizolovaná RNA byla co nejdøíve pou�ita k pøepisu do cDNA. 

3.2.3 Reverzní transkripce 

1. Chemikálie uchovávané v mraznici (-18ºC a� -30ºC) byly pøed zaèátkem práce 

rozmra�eny, zvortexovány a stoèeny na minicentrifuze. Pøed pøepisem do cDNA byla 

zmìøena koncentrace RNA. 

2. Do 0,2ml zkumavek byla postupnì napipetována DEPC Treated Water, RNA a 0,6 ìl 

random primerù. Na reverzní transkripci byly pou�ity 3 ìg vyizolované celkové RNA 

v reakèním objemu 30 ìl.  

3. Následovala 5 min inkubace v termocykléru s vyhøívaným víèkem pøi 70ºC a poté byla 

mikrozkumavka na 1 min zchlazena v chladicím stojanu. 

4. Mezitím byl pøipraven master mix. Do 0,2 ml mikrozkumavky bylo napipetováno 6 ìl 5x 

koncentrovaného RT pufru, 3 ìl 10mM dNTP a 0,75 ìl RNAsinu. V�e bylo krátce 

zvortexováno a stoèeno. 

5. Ke zchlazenému vzorku bylo pøidáno 9,75 ìl master mixu, v�e bylo promícháno 

a inkubováno 5 min pøi laboratorní teplotì.  

6. Ke vzorku bylo pøidáno 0,75 ìl RTázy, v�e krátce zvortexováno a stoèeno. Vzorek byl 

inkubován 10 min pøi pokojové teplotì. 

7. Mikrozkumavka byla umístìna do termocykléru a 60 min inkubována s vyhøívaným 

víèkem pøi 42ºC a 10 min pøi 70ºC, poté následoval program chlazení pøi 4ºC. 

8. Po zmìøení koncentrace cDNA byl vzorek uchován v chladu. 

3.2.4 Reverznì transkriptázová (RT) real-time PCR genù 

1. Pro analýzu vzniku fúze genù EML4-ALK byly pou�ity primery navr�ené v èlánku 

Wallander et al. (2012): ALK ex20R reverse, EML4 ex6F forward, EML4 ex13F forward. 

Sekvence primerù pro gen GAPDH byly pou�ity z èlánku Soda et al. (2007). Primery EML4-

ALK V1 a EML4-ALK V3 byly navr�eny v programu Primer3. Sekvence v�ech primerù jsou 

uvedeny v tabulce è. II. 
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Tabulka è. II: Primery pro detekci fúzních genù EML4-ALK a genu pro GAPDH s délkami jejich produktù. 

EML4-ALK V3 forward 5´-TGC AGA CAA GCA TAA AGA TGT CA-3´ 

EML4-ALK V3 reverse 5´-CGG AGC TTG CTC AGC TTG TA-3´ 

 

150 bp 

EML4-ALK V1 forward 5´-GAC TCA GGT GGA GTC ATG CTT-3´ 

EML4-ALK V1 reverse 5´-CTC CAT CTG CAT GGC TTG-3´ 

 

150 bp 

ALK ex20R reverse 5´-CGG AGC TTG CTC AGC TTG TA-3´ 

EML4 V3ab forward 5´-GCA TAA AGA TGT CAT CAT CAA CCA AG-3´ 

EML4 V1 forward 5´-TAG AGC CCA CAC CTG GGA AA-3´ 

- 

105 a 138 bp 

109 bp 

GAPDH forward 5´-ACA ACA GCC TCA AGA TCA TCA G-3´ 150 bp 

GAPDH reverse 5´-TCT TCT GGG TGG CAG TGA TG-3´ 150 bp 

 

2. Základní slo�ení Master Mixu je vypsáno v tabulce è. III. Teplotní profily reakcí pro 

amplifikaci jednotlivých genù jsou uvedeny v tabulce è. IV, V a VI.  

 

Tabulka è. III: Základní slo�ení Master Mixu pro RT real-time PCR. 

 výsledná koncentrace mno�ství na 1 reakci 

10x PCR pufr 1x 2,5 ìl 

25 mM MgCl2 5 mM 5 ìl 

10 mM dNTP 200 ìM 0,5 ìl 

5ìM FW primer 0,2 ìM 2 ìl 

5ìM RV primer 0,2 ìM 2 ìl 

SybrGreen - 1 ìl 

DEPC Treated Water - 13,45 ìl 

ThermoStar polymerase (5U/1ìl) 1U 0,2 ìl 

DNA - 1 ìl 

celkový objem 25 ìl 25 ìl 

 

Tabulka è. IV: Teplotní profily pro detekci fúzního genu primery EML4-ALK V1 a V3.  

hold 95ºC 15 min 

95ºC 15 s 

66ºC 15 s 

35x: denaturace 

annealing 

elongace 72ºC 15 s 
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Tabulka è. V: Teplotní profily pro detekci fúzního genu primery  ALK ex20R, EML4 ex6F a EML4 ex13F. 

hold 95ºC 10 min 

94ºC 30 s 

58ºC 30 s 

35x: denaturace 

annealing 

elongace 72ºC 30 s 

 

Tabulka è. VI: Teplotní profily pro detekci genu GAPDH. 

hold 95ºC 10 min 

94ºC 15 s 

59ºC 15 s 

35x: denaturace 

annealing 

elongace 72ºC 15 s 

 

3. Výsledky byly zpracovány pomocí programu Rotor Gene 6. 

3.2.5 Ovìøení amplifikovatelného produktu na DNA èipech Agilent  

Po provedení RT real-time PCR byly vzorky analyzovány èipovou elektroforézou pro zji�tìní 

velikosti amplifikovaného produktu.  

1. Marker, velikostní standard a fluorescenèní barva byly 30 min temperovány pøi pokojové 

teplotì s gelem. 

2. Byla sestavena Priming Station, píst vyta�en na 1 ml a vlo�en èip.  

3. Do èipu bylo na pozici G napipetováno 9 ìl gelu s fluorescenèní barvou, chip byl vlo�en 

do Priming Station, která byla poté uzavøena. Píst byl po dobu 60 s zatlaèen 

na záklopku, pak byl uvolnìn a po 5 s vyta�en na pozici 1 ml.  

4. Do èipu bylo na 2 pozice nad G napipetováno po 9 ìl  gelu.  

5. Na pozici pro �ebøík a jamek 1-12 bylo napipetováno 5 ìl markeru. Do pozic 1-12 bylo 

napipetováno po 1 ìl vzorkù a poté 1 ìl velikostního standardu do pozice oznaèené 

�ebøíkem. Do volných jamek bez vzorkù bylo napipetováno 6 ìl markeru.  

6. Èip byl vortexován 60 s na 2000 rpm, poté vlo�en do BioAnalyzeru 2100 a spu�tìna 

analýza. 

3.2.6 Ovìøení kvality izolované RNA èipech Agilent 

1. Marker, velikostní standard a fluorescenèní barva byly 30 min temperovány pøi pokojové 

teplotì s gelem.  
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2. Do priming station byl vlo�en píst na RNA analýzu, záklopka byla vysunuta na nejvy��í 

pozici.  

3. Byla sestavena Priming Station, píst vyta�en na 1 ml a vlo�en èip.  

4. Do èipu bylo na pozici G napipetováno 9 ìl gelu s fluorescenèní barvou, chip byl vlo�en 

do Priming Station, která byla poté uzavøena. Píst byl po dobu 30 s zatlaèen 

na záklopku, pak byl uvolnìn a po 5 s vyta�en na pozici 1 ml.  

5. Do èipu bylo na 2 pozice nad G napipetováno po 9 ìl  gelu. 

6. Na pozici pro marker a jamek 1-12 bylo napipetováno 5 ìl markeru. Do pozic 1-12 bylo 

napipetováno po 1 ìl vzorkù a poté 1 ìl velikostního standardu do pozice oznaèené 

markerem. Do volných jamek bez vzorkù bylo napipetováno 6 ìl markeru.  

7. Èip byl vortexován 60 s na 2000 rpm, poté vlo�en do BioAnalyzeru 2100 a spu�tìna 

analýza. 
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4 Výsledky 

4.1 Analýza aberací FISH metodou 

 Bakteriální klony obsahují plazmid s inzertem pro pøípravu dané DNA sondy byly 

inokulovány do média se selekèním antibiotikem a kultivovány na temperované tøepaèce viz 

tab. è. VII. 

Tabulka è. VII.: Pøíprava sondy z bakteriálního klonu, selekce bakteriálního klonu a vyizolovaná koncentrace 
plazmidové DNA.  

pøíprava sondy  bakteriální klon selekèní 
antibiotikum 

získané koncentrace 
plazmidové DNA 

FGFR1 bA333B24 chloramfenikol 450 ng/ìl 

CEP 8 p28.4 ampicilin 4946 ng/ìl 

C-MET 153D24 chrloramfenikol 190 ng/ìl 

CEP 7 PZ75 ampicilin 408 ng/ìl 

 

 Plazmidová DNA byla z bakterií vyizolována pomocí QIAfilter Plasmid Mega Kitu.   

Koncentrace vyizolovaných plazmidù byla zmìøena nanodropem a je uvedena v tab. è. VII. 

Pomocí kitu BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System byla získaná DNA 

naznaèena prostøednictvím fluorescenènì znaèených dUTP. Po pøeèi�tìní byly vytvoøeny 

duální sondy. Byla vytvoøena duální sonda pro sledování amplifikace genu FGFR1 

a centromerické DNA chromozomu 8, na kterém je gen FGFR1 lokalizován. Druhá duální 

sonda byla pou�ita ke sledování genu pro C-MET a centromerické DNA na chromozomu 7, 

na kterém le�í gen pro C-MET.  

 Sondy byly testovány na chromozomálních preparátech (specifita pro vazebnou 

oblast, viz obr. è. 15), na parafínových øezech (kvalita hybridizace) a sonda FGFR1/CEP8 

byla navíc otestována na preparátech bunìèné linie NCI-H520 s amplifikací genu FGFR1. 

Deklarovaná amplifikace uvedená v èlánku od Dutt et al. (2011) v�ak nebyla u bunìèné linie 

nalezena ani za pou�ití komerèní sondy.  
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Obr. è. 15: FISH provedená na chromozomálním preparátu, s pøipravenou sondou LSI C-MET (Spectrum 

Orange) / CEP7 (Spectrum Green). Zkøí�ená hybridizace (crosshybridizace) na jiné chromozomy nebyla 

pozorována (A). Vazebná oblast odpovídá místu lokalizace genu FGFR1 a centromeøe chromozomu 7 (B).  

 

 Pomocí specifických filtrù, CCD kamery a programu ISIS (MetSystem) byly poøízeny 

následující reprezentativní snímky FISH sond. Obr. è. 16 znázoròuje duální sondu pro C-

MET a CEP7 u pacienta è. 6357. Na obr. è. 17 je zobrazena duální sonda pro FGFR1 

a CEP8 u tkánì karcinomu plic stejného pacienta. 
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Obr. è. 16: Sonda pro C-MET (Spectrum Orange) a CEP7 (Spectrum Green) u pacienta è. 6357.  

 

 
Obr. è. 17: Sonda pro FGFR1(Spectrum Orange) a CEP8 (Spectrum Green) u pacienta è. 6357. 

 

Pro vy�etøování genu FGFR1 a C-MET bylo náhodnì vybráno 80 pacientù 

s karcinomem plic. Signály pro FGFR1/CEP8  a C-MET/CEP7 byly odeèteny standardnì 

u 100 nádorových jader. V pøípadì, �e byl preparát cytologicky chudý, bylo odeèteno 
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minimálnì 50 jader. Pøípady, kde nebylo mo�no odeèíst 50 èi více jader byly oznaèeny 

za nehodnotitelné. Byly vypoèítány prùmìrné hodnoty jednotlivých genù a centromerických 

oblastí a zároveò hodnoceno procentuální zastoupení aberace ve vzorku. V tabulce è. VIII 

je uveden pøíklad získání jednotlivých hodnot u konkrétního pacienta è. 5152. 

Tab. è. VIII: Tabulka vyhodnocení statusu genù EGFR, ALK, C-MET a FGFR1 

u pacienta è. 5152. Pøíklad výpoètu - hodnota èetnost, CEP7 byla vypoètena souèinem 

CEP7 a èetnosti; hodnota èetnost EGFR byla získána souèinem EGFR a èetnosti. Výpoèet 

byl analogicky aplikován na dal�í geny a centromerické oblasti. Pomìr genu 

ku chromozomu je podíl prùmìrného poètu èetnosti genu a prùmìrného poètu èetnosti 

CEP. Pomìr ALK nebyl vzta�en k poètu kopií chromozomu, av�ak byla hodnocena 

pøítomnost roz�tìpeného signálu (aberace).  

 

 

 

5152               

EGFR         

CEP7 EGFR èetnost   èetnost CEP7 èetnost EGFR èetnost v %   

 1 1 12   12 12 12 gen/chrom: 

 2 1 4   8 4 4  1,01 

 2 2 78   156 156 78   

 2 3 6   12 18 6   

  celkem bb 0   188 190     

    prùm. poèet 1,88 1,9    

EML4-
ALK         

ALK1 ALK2 èetnost   èetnost ALK1 èetnost ALK2 èetnost v %   

2 2 20   40 40 20 bez translokace  

3 3 6   18 18 6  

4 4 12   48 48 12  

5 5 32   160 160 32   

6 6 11   66 66 11   

7 7 4   28 28 4   

8 8 12   96 96 12   

9 9 3   27 27 3   

  celkem bb 100   483 483     

    prùm. poèet 4,83 4,83    
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Tabulka è. VIII.: Pøíklad výpoètu hodnot u pacienta è. 5152. 

 

 Procentuální hodnocení aberace bylo sledováno násedujícícm postupem: 

Obsahovalo-li >30 % bunìk pouze 1 signál pro gen/centromeru, byla do sloupce výsledek 

vepsána hodnota -1. Obsahovalo-li >30 % bunìk více ne� 3 signály pro gen/centromerickou 

oblast, byla do sloupce výsledek napsána hodnota 1. U ostatních pøípadù byla ve sloupci 

uvedena hodnota 0. Cílem tohoto hodnocení bylo postihnout i men�í nefyziologické zmìny, 

které nelze detekovat z prùmìrného poètu signálù v jádøe. Status genu EGFR byl zároveò 

hodnocen tzv. Colorado University systémem, který je v souèasné dobì pro tento gen 

nejvíce doporuèován (Linderman et al., 2012). Dále byly doplnìny o hodnoty u polyzomie 

a amplifikace. Hodnoty polyzomie byly nastaveny v rozmezí od 2,5 vè. - hranièní hodnota H 

a od hodnoty 3 se jednalo o polyzomii P. Hranièní hodnota amplifikace byla stanovena 

na 1,5 vè. do 1,8 vè. a oznaèena H, od hodnoty 1,81 vè. se jednalo o amplifikaci A. 

V ostatních pøípadech bylo vepsáno N. Souhrnná tabulka è. IX uvádí získané výsledky 

u vy�etøovaných pacientù na sledované geny. Uvedené hodnoty byly dále statisticky 

zpracovány a získané korelace vyhodnoceny.  

 

C-MET         

CEP7 C-MET èetnost   èetnost CEP7 èetnost C-MET èetnost v %   

1 1 9   9 9 9 gen/chrom: 

1 2 2   2 4 2 1,04 

2 1 3   6 3 3   

2 2 73   146 146 73   

2 3 3   6 9 3   

2 4 3   6 12 3   

3 3 4   12 12 4   

4 4 3   12 12 3   

  celkem bb 100   199 207     

    prùm. poèet 1,99 2,07    

FGFR1         

CEP8 FGFR1 èetnost   èetnost CEP8 èetnost FGFR1 èetnost v %   

2 2 92   184 184 92 gen/chrom: 

2 3 4   8 12 4 1,02 

3 3 1   3 3 1   

4 4 3   12 12 3   

  celkem bb 100   207 211     

    prùm. poèet 2,07 2,11    
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1 6103 M 1982 neuvedeno M80703  3,78 P 1 6,00 vysoká polyzomie 100%  A 1 1,59 N H 2,30 0 2,31 0 N ne 
2 6116 M 1941 neuvedeno M81403  2,07 N 0 2,21 dizomie 85% N 0 1,07 N N 3,31 1 3,31 1 P ne 
3 5298 F 1945 neuvedeno M81403 1,92 N 0 2,54 nízká polyzomie 20% H 1 1,32 N N 2,80 1 2,8 1 H ne 
4 5374 M 1948 neuvedeno M81403  1,95 N 0 2,19 nízká trizomie 10 % N 0 1,12 N N 3,63 1 3,63 1 P ne 
5 5150 M 1942 neuvedeno M80703  2,6 H 1 3,94 vysoká polyzomie 69 % A 1 1,50 N H 2,26 0 2,26 0 N ne 
6 5068 F 1977 neuvedeno M81406 1,84 N 0 1,92 dizomie 76 % N 0 1,04 N N 1,79 0 1,79 0 N ne 
7 5080 M 1939 neuvedeno M80703  2,00 N 0 2,50 nízká polyzomie 14 % H 1 1,25 N N 2,97 1 2,97 1 H ne 
8 5125 M 1944 neuvedeno M80703  1,79 N 0 1,81 dizomie 73 % N 0 1,01 N N 3,01 1 3,02 1 P ne 
9 5146 M 1938 neuvedeno M80103 2,00 N 0 2,10 dizomie 70 % N 1 1,05 N N 2,30 0 2,3 0 N ne 
10 5154 M 1958 neuvedeno M81403  1,88 N 0 1,96 dizomie 82 % N 0 1,04 N N 2,24 0 2,24 0 N ne 
11 5151 M 1950 neuvedeno M80703  2,06 N 0 1,84 dizomie 76 % N 0 0,89 N N 2,14 0 2,12 0 N ne 
12 5152 M 1937 neuvedeno M83126 1,88 N 0 1,90 dizomie 78 %  N 0 1,01 N N 4,83 1 4,83 0 P ne 
13 5135 M 1950 neuvedeno M82303 2,06 N 0 2,54 nízká polyzomie 24% H 1 1,23 N N 1,92 -1 1,92 -1 N ne 
14 5083 M 1954 neuvedeno M802013 1,96 N 0 2,06 nízká trizomie 10 % N 0 1,07 N N 2,20 0 2,20 0 N ne 
15 5116 M 1942 neuvedeno M80703  2,00 N 0 2,18 nízká trizomie 10 % N 0 1,09 N N 2,97 1 2,97 1 H ne 
16 5132 F 1977 neuvedeno M80103 2,00 N 0 2,24 nízká trizomie 16 % N 0 1,12 N N 2,17 0 2,17 0 N ne 
17 5147 M 1958 neuvedeno M82503 1,86 N -1 1,80 nízká trizomie 18% N -1 0,97 N N 2,33 0 2,33 0 N ne 
18 5081 M 1932 neuvedeno M80703  4,04 P 1 4,70 vysoká polyzomie 79% A 1 1,16 N N 2,85 1 2,85 1 N ne 
19 5077 M 1933 neuvedeno M80703  2,00 N 0 2,14 nízká trizomie 10 % N 0 1,07 N N 2,59 1 2,57 1 N ne 
20 4361 F 1937 neuvedeno M80703  2,14 N 0 3,28 vysoká polyzomie 37 % A 1 1,53 N H 1,74 -1 1,74 -1 N ne 
21 4745 M 1946 býv. kuøák M81403  2,07 N 0 2,21 nízká trizomie 10% N 0 1,07 N N 2,14 0 2,14 0 N ne 
22 4508 M 1936 neuvedeno M81403  2,81 P 1 3,39 vysoká polyzomie 44 % A 1 1,21 N N 2,08 0 2,08 0 N ne 
23 5123 M 1944 neuvedeno M80703  2,00 N 0 2,34 nízká trizomie 10 % N 0 1,17 N N 1,83 -1 1,83 -1 N ne 
24 4861 M 1947 býv kuøák M80103 1,74 N 1 1,76 dizomie 68 % N 1 1,01 N N 2,04 0 2,04 0 N ne 
25 5030 M 1941 neuvedeno M80103  2,10 N 0 2,34 nízká polyzomie 13 % N 0 1,11 N N 2,04 0 2,06 0 N ne 
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26 5061 M 1941 neuvedeno M80703 2,08 N 0 3,00 vysoká polyzomie 72 % A 1 1,44 N N 2,59 1 2,59 1 H ne 
27 7324 M 1946 kuøák M80103 2,06 N 0 2,11 dizomie 58 % N 0 1,02 N N 2,10 0 2,10 0 N ne 
28 7192 F 1941 neuvedeno M81403  3,37 P 1 3,58 vysoká polyzomie 43 % A 1 1,06 N N 2,62 0 2,62 0 H ne 
29 7146 M 1943 neuvedeno M81406 2,05 N 0 2,13 dizomie 90 % N 0 1,04 N N 2,12 0 2,14 0 N ne 
30 7388 F 1950 býv kuøák M81403  2,31 N 0 2,86 nízká polyzomie 20 % H 1 1,24 N N 2,70 1 2,69 1 H ne 
31 7355 F 1956 neuvedeno M814033 2,05 N 0 2,15 dizomie 90 % N 0 1,05 N N 2,40 0 2,38 0 N ne 
32 7389 F 1939 neuvedeno M852503 2,69 H 1 3,78 vysoká polyzomie 40 % A 1 1,41 N N 2,11 0 2,11 0 N ne 
33 7262 M 1945 neuvedeno M81403  2,14 N 0 2,20 nízká trizomie 16 % N 1 0,97 N N 2,13 0 2,10 0 N ne 
34 7421 M 1968 neuvedeno  2,86 H 1 3,60 vysoká polyzomie 51 % A 1 1,26 N N 2,84 1 2,83 1 H ne 
35 7171 F 1947 neuvedeno M81403  2,19 N 0 2,31 nízká polyzomie 11 % N 0 1,05 N N 2,24 0 2,20 0 N ne 
36 7185 M 1947 neuvedeno M81403  2,71 H 1 2,65 vysoká polyzomie 21 % H 1 1,03 N N 2,55 1 3,55 1 P ne 
37 7094 F 1933 neuvedeno M81403  9,13 P 1 9,13 vysoká polyzomie 83 % A 1 1,00 N N 3,48 1 3,48 1 P ne 
38 7124 M 1938 neuvedeno M80703  2,47 N 1 2,45 nízká trizomie 34% N 1 0,99 N N 2,57 1 2,57 1 H ne 
39 7141 M 1937 neuvedeno M81403  2,16 N 0 2,56 vysoká trizomie 40 % H 1 1,19 N N 3,59 1 3,71 1 P ano 
40 7120 M 1946 neuvedeno M81403  2,03 N 0 2,08 dizomie 87 % N 0 1,02 N N 2,15 0 2,14 0 N ne 
41 7062 F 1961 neuvedeno M09030  2,14 N 0 2,26 dizomie 81 % N 0 1,06 N N 2,14 0 2,14 0 N ne 
42 6943 M 1938 neuvedeno M81403  4,09 P 1 4,22 vysoká polyzomie 55 % A 1 1,03 N N 3,09 1 3,09 1 P ano 
43 6584 M 1935 neuvedeno  2,01 N 0 2,11 dizomie 92 %  N 0 1,05 N N 2,16 0 2,16 0 N ne 
44 6660 M 1940 býv. kuøák M81403  2,12 N 0 2,24 dizomie 84 % N 0 1,06 N N 2,16 0 2,16 0 N ne 
45 6829 M 1946 neuvedeno M81403  2,63 H 0 2,76 nízká polyzomie 20 % A 1 1,05 N N 2,08 0 2,08 0 N ne 
46 6971 F 1939 neuvedeno M802013 2,00 N 0 2,04 dizomie 89 % N 0 1,02 N N 2,06 0 2,06 0 N ne 
47 6659 M 1950 neuvedeno M802013 2,10 N 0 2,22 dizomie 87 % N 0 1,06 N N 2,02 0 2,02 0 N ne 
48 6583 F 1948 neuvedeno M81403  2,05 N 0 2,35 dizomie 81 % N 0 1,15 N N 2,45 1 2,45 1 N ano 
49 6663 M 1929 neuvedeno M80703  2,06 N 0 2,18 dizomie 86 % N 0 1,06 N N 2,06 0 2,06 0 N ne 
50 6308 M 1933 neuvedeno M80703  2,05 N 0 2,09 dizomie 93 % N 0 1,02 N N 2,06 0 2,06 0 N ne 
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51 7023 M 1949 neuvedeno M81406   2,56 H 1 2,82 nízká polyzomie 20 % H 1 1,10 N N 2,72 1 2,72 1 H ne 
52 6308 M 1933 neuvedeno M80703  2,05 N 0 2,09 dizomie 93 % N 0 1,02 N N 2,06 0 2,06 0 N ne 
53 6981 F 1953 neuvedeno M81403  2,01 N 0 2,11 dizomie 83 % N 0 1,05 N N 2,72 1 2,72 1 H ne 
54 6990 F 1942 neuvedeno M81403  2,09 N 0 2,19 dizomie 87 % N 0 1,05 N N 2,13 0 2,14 0 N ne 
55 6534 M 1956 neuvedeno M80703  2,17 N 0 2,34 nízká trizomie 14 % N 0 1,08 N N 2,10 0 2,10 0 N ne 
56 6864 M 1956 neuvedeno M81403  2,07 N 0 2,11 dizomie 92 %  N 0 1,02 N N 2,22 0 2,22 0 N ne 
57 6691 M 1938 neuvedeno M81403  2,00 N 0 2,32 nízká trizomie 20 % N 0 1,16 N N 2,36 1 2,36 1 N ne 
58 6483 M 1939 neuvedeno M81403  2,10 N 0 2,2 dizomie 86 % N 0 1,05 N N 2,15 0 2,15 0 N ne 
59 6708 F 1934 neuvedeno M81403  2,12 N 0 2,21 dizomie 86 % N 0 1,04 N N 3,80 1 3,80 1 P ne 
60 6357 M 1934 neuvedeno  3,84 P 1 3,84 vysoká polyzomie 66% A 1 1,00 N N 3,24 1 3,24 1 P ne 
61 6467 M 1938 neuvedeno M80703  2,29 N 0 2,59 nízká polyzomie 23 % H 1 1,13 N N 2,09 0 2,09 0 N ne 
62 7235 F 1944 neuvedeno M81403  2,44 N 0 2,76 nízká polyzomie 26 % H 1 1,13 N N 2,02 0 2,39 0 N ano 
63 7355 F 1956 neuvedeno M81403 2,05 N 0 2,15 dizomie 90 % N 0 1,05 N N 2,4 0 2,38 0 N ne 
64 7354 M 1949 neuvedeno M81403  2,09 N 0 2,23 dizomie 86 % N 0 1,07 N N 2,79 1 2,77 1 H ne 
65 7303 M 1936 neuvedeno M81403  2,09 N 0 2,21 dizomie 87 % N 0 1,06 N N 2,26 0 2,29 0 N ne 
66 7261 M 1946 neuvedeno M80103 2,07 N 0 2,21 dizomie 86 % N 0 1,07 N N 2,16 0 2,16 0 N ne 
67 7387 M 1940 býv. kuøák M81403  1,88 N 0 1,93 dizomie 72 % N 0 1,03 N N 2,09 0 2,09 0 N ne 
68 7023 M 1949 neuvedeno M81406  2,56 H 1 2,82 nízká polyzomie 20 % H 1 1,10 N N 2,72 1 2,72 1 H ne 
69 7101 M 1949 neuvedeno M802013 2,04 N 0 2,02 dizomie 87 % N 0 0,99 N N 1,93 0 1,93 0 N ne 
70 6973 F 1941 neuvedeno M81403  2,23 N 0 2,35 nízká polyzomie 13 % N 0 1,05 N N 2,43 0 2,45 0 N ne 
71 7079 F 1955 kuøák M81403  2,47 N 1 2,66 nízká polyzomie 22 % H 1 1,06 N N 2,23 0 2,23 0 N ne 
72 6983 M 1955 neuvedeno M80703  2,52 H 1 2,5 nízká trizomie 12% H 1 0,99 N N 2,5 1 2,5 1 H ne 
73 7881 M 1936 neuvedeno M80103 2,10 N 0 2,2 dizomie 86 % N 0 1,05 N N 2,12 0 2,12 0 N ne 
74 7883 M 1951 neuvedeno M81406 2,20 N 0 2,25 nízká trizomie 17%  N 0 1,02 N N 2,39 0 2,39 0 N ne 
75 7820 F 1932 neuvedeno  7,96 P 1 15 vysoká polyzomie 100%  A 1 1,88 A A 2,73 1 2,73 1 H ne 
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76 7094 F 1933 neuvedeno M81403  9,13 P 1 9,13  vysoká polyzomie 83 % A 1 1,00 N N 3,48 1 3,48 1 P ne 
77 7859 F 1951 neuvedeno M81406 3,55 P 1 4  vysoká polyzomie 53% A 1 1,13 N N 2,89 1 2,89 1 H ne 
78 7825 M 1940 neuvedeno M81403  3,03 P 1 3,21 nízká polyzomie 37 % A 1 1,06 N N 2,06 0 2,06 0 N ne 
79 7824 M 1945 neuvedeno M81403  2,09 N 0 2,12 dizomie 91 % N 0 1,01 N N 2,06 0 2,06 0 N ne 
80 7846 M 1946 neuvedeno M81403 2,11 N 0 2,22 dizomie 86 % N 0 1,05 N N 2,43 0 2,43 0 N ne 
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1 6103 1,80 N 0 1,79 N 1 0,99 N 0,95 N 0 0,91 N 0 0,96 N 
2 6116 0,88 N 0 0,91 N 0 1,03 N 2,01 N 0 1,57 N -1 0,78 N 
3 5298 1,10 N 0 1,10 N 0 1,00 N 2,08 N 0 2,08 N 0 1,00 N 
4 5374 2,18 N 0 2,18 N 0 1,00 N 2,23 N 0 2,22 N 0 1,00 N 
5 5150 2,22 N 0 2,38 N 0 1,07 N 2,08 N 0 2,12 N 0 1,02 N 
6 5068 2,07 N 0 2,19 N 0 1,06 N 2,12 N 0 2,2 N 0 1,04 N 
7 5080 1,98 N 0 2,07 N 0 1,05 N 2,13 N 0 2,28 N 0 1,07 N 
8 5125 2,23 N 0 2,07 N 0 0,93 N 2,08 N 0 2,06 N 0 1,00 N 
9 5146 2,08 N 0 2,18 N 0 1,05 N 2,04 N 0 2,13 N 0 1,04 N 
10 5154 2,10 N 0 2,24 N 0 1,07 N 2,14 N 0 2,3 N 0 1,07 N 
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11 5151 2,02 N 0 2,10 N 0 1,04 N 1,98 N 0 2,03 N 0 1,03 N 
12 5152 1,99 N 0 2,07 N 0 1,04 N 2,07 N 0 2,11 N 0 1,02 N 
13 5135 2,26 N 0 2,38 N 0 1,05 N 2,10 N 0 2,27 N 0 1,08 N 
14 5083 2,15 N 0 3,00 A 1 1,4 N 2,01 N 0 2,02 N 0 1,00 N 
15 5116 3,00 P 1 4,23 A 1 1,41 N 2,03 N 0 2,03 N 0 1,00 N 
16 5132 1,26 N 0 2,22 N 0 1,76 H 2,07 N 0 2,07 N 0 1,00 N 
17 5147 2,08 N 0 2,16 N 0 1,04 N 2,08 N 0 2,08 N 0 1,00 N 
18 5081 2,05 N 0 2,11 N 0 1,03 N 2,22 N 0 2,22 N 0 1,00 N 
19 5077 2,13 N 0 2,28 N 0 1,07 N 1,92 N 0 1,87 N 0 0,97 N 
20 4361 2,11 N 0 2,11 N 0 1,00 N 2,10 N 0 2,18 N 0 1,04 N 
21 4745 2,05 N 0 2,13 N 0 1,04 N 2,01 N 0 2,18 N 0 1,08 N 
22 4508 1,67 N -1 1,90 N -1 1,10 N 2,11 N 0 2,04 N 0 0,97 N 
23 5123 1,90 N -1 2,00 N 0 1,05 N 2,04 N 0 2,15 N 0 1,05 N 
24 4861 2,07 N 0 1,99 N 0 0,96 N 1,77 N -1 1,91 N 0 1,08 N 
25 5030 1,97 N 0 2,07 N 0 1,05 N 2,04 N 0 2,01 N 0 0,98 N 
26 5061 2,00 N 0 2,12 N 0 1,06 N 2,02 N 0 2,08 N 0 1,03 N 
27 7324 2,27 N 0 2,09 N 0 0,92 N 2,04 N 0 2,00 N 0 0,98 N 
28 7192 2,74 H 1 3,01 N 1 1,10 N 2,56 H 0 2,05 N 0 1,02 N 
29 7146 2,10 N 0 2,02 N 0 0,96 N 2,15 N 0 2,05 N 0 0,95 N 
30 7388 2,22 N 0 2,16 N 0 0,97 N 2,09 N 0 2,14 N 0 1,02 N 
31 7355 2,31 N 0 2,26 N 0 0,98 N 2,67 H 0 2,62 H 0 0,98 N 
32 7389 2,59 H 1 2,62 H 1 1,01 N 2,23 N 0 2,30 N 0 1,03 N 
33 7262 2,39 N 0 2,30 N 0 0,96 N 2,39 N 0 2,37 N 0 0,99 N 
34 7421 2,08 N 0 15,00 A 1 7,20 A 2,20 N 0 2,21 N 0 1,00 N 
35 7171 2,49 N 0 2,34 N 1 0,94 N 1,97 N 0 2,05 N 0 1,04 N 
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36 7185 2,36 N 0 2,46 N 1 1,04 N 2,66 N 0 3,29 A 1 1,24 N 
37 7094 4,92 P 1 2,37 N 1 0,48 N 2,19 N 0 2,00 N 0 0,91 N 
38 7124 3,27 P 1 2,78 H 1 0,85 N 2,28 N 0 3,61 A 1 1,58 N 
39 7141 2,08 N 0 2,05 N 0 0,99 N 2,06 N 0 2,04 N 0 0,99 N 
40 7120 2,16 N 0 2,10 N 0 0,97 N 2,08 N 0 2,03 N 0 0,98 N 
41 7062 1,99 N 0 2,33 N 1 1,17 N 2,56 H 0 1,96 N 0 0,77 N 
42 6943 1,88 N 0 1,90 N 0 1,01 N 1,67 N -1 1,60 N -1 0,96 N 
43 6584 1,84 N -1 1,82 N 0 0,99 N 2,04 N 0 2,06 N 0 1,10 N 
44 6660 1,84 N -1 1,94 N 0 1,05 N 1,88 N 0 1,69 N -1 0,90 N 
45 6829 3,06 P 1 2,92 H 1 0,95 N 4,16 P 1 1,78 N -1 0,43 N 
46 6971 2,06 N 0 2,06 N 0 1,00 N 1,58 N -1 1,72 N -1 1,09 N 
47 6659 2,08 N 0 2,18 N 0 1,05 N 1,94 N 0 1,94 N 0 1,00 N 
48 6583 2,16 N 0 2,16 N 0 1,00 N 1,94 N 0 1,90 N 0 0,98 N 
49 6663 1,88 N 0 1,88 N 0 1,00 N 1,52 N -1 1,56 N -1 1,03 N 
50 6308 1,92 N 0 1,92 N 0 1,00 N 1,76 N -1 1,82 N -1 1,03 N 
51 7023 1,66 N -1 1,62 N -1 0,98 N 1,54 N -1 1,90 N -1 1,23 N 
52 6308 1,74 N -1 1,90 N -1 1,09 N 1,76 N -1 1,66 N -1 0,94 N 
53 6981 2,34 N 1 2,34 N 1 1,00 N 2,18 N 1 2,12 N 0 0,97 N 
54 6990 1,73 N 0 1,73 N 0 1,00 N 2,16 N 0 2,18 N 0 1,01 N 
55 6534 1,80 N 0 1,80 N 0 1,00 N 2,47 N 1 2,52 H 1 1,02 N 
56 6864 1,32 N -1 1,34 N -1 1,02 N 1,72 N -1 1,72 N -1 1,00 N 
57 6691 1,78 N -1 1,48 N -1 0,83 N 1,71 N -1 1,71 N -1 1,00 N 
58 6483 2,76 H 1 2,38 N 1 0,86 N 1,92 N 0 1,76 N -1 0,92 N 
59 6708 2,00 N 0 2,00 N 0 1,00 N 1,75 N -1 1,75 N -1 1,00 N 
60 6357 2,00 N 1 2,01 N 1 1,01 N 2,03 N 0 2,10 N 0 1,04 N 
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61 6467 2,68 H 1 2,15 N 0 0,80 N 1,70 N 0 1,83 N 0 1,08 N 
62 7235 2,62 H 1 2,62 H 1 1,00 N 1,64 N -1 1,68 N -1 0,98 N 
63 7355 1,84 N -1 2,42 N 1 1,32 N 1,86 N -1 1,84 N -1 0,99 N 
64 7354 2,34 N 1 2,32 N 1 0,99 N 1,98 N -1 1,94 N 0 0,98 N 
65 7303 2,2 N 0 2,1 N 0 0,99 N 1,76 N -1 1,88 N 0 1,07 N 
66 7261 1,9 N -1 2,05 N 0 1,08 N 1,98 N 0 2,16 N 0 1,09 N 
67 7387 1,9 N -1 2 N 0 1,05 N 1,68 N -1 1,58 N -1 0,94 N 
68 7023 1,9 N -1 1,86 N -1 0,98 N 1,74 N -1 1,96 N -1 1,13 N 
69 7101 1,92 N -1 1,86 N -1 0,97 N 1,58 N -1 1,62 N -1 1,03 N 
70 6973 1,98 N 0 1,98 N 0 1 N 1,9 N 0 1,85 N 0 0,98 N 
71 7079 2,21 N 1 2,13 N 0 0,96 N 1,68 N -1 1,82 N -1 1,08 N 
72 6983 2,63 H 1 2,68 H 1 1,02 N 2,06 N 1 2,2 N 1 1,07 N 
73 7881 1,73 N 0 1,73 N 0 1 N 1,68 N -1 1,73 N -1 1,03 N 
74 7883 2,66 H 1 2,03 N 0 0,87 N 1,97 N 0 2,03 N 0 1,03 N 
75 7820 3,05 P 1 2,02 N 0 0,66 N 3,47 P 1 1,73 N -1 0,5 N 
76 7094 3,84 P 1 2,62 H 1 0,68 N 2,02 N 0 2 N 0 0,99 N 
77 7859 2,4 N 1 2,44 N 1 1,02 N 1,9 N -1 1,88 N -1 0,99 N 
78 7825 2,6 H 1 3,32 A 0 0,9 N 2,42 N 1 2,48 N 1 1,02 N 
79 7824 1,82 N 0 1,48 N -1 0,81 N 1,92 N 0 2,04 N 0 1,06 N 
80 7846 1,8 N -1 1,7 N -1 0,94 N 2,22 N 1 2,16 N 1 0,97 N 
Tabulka è. IX: Souhrnné tabulky vy�etøení pacientù pro geny EML4-ALK, EGFR, C-MET a FGFR1 (M80703 invazivní spinocelulární karcinom; M809030 bazaliom; M80103 
jiná primární epiteliální malignita; M802013 nedefinovatelný karcinom; M81403  adenokarcinom NOS (Not Otherwise Specified); M81406 metastatický NOS adenokarcinom; 
M82303 �solid� karcinom; M82503 bronchoalveolární karcinom; M83126 metastáza hypernephromu; M852503 adenokarcinom nízkého gradu).   
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4.2 RT real-time PCR fúzního genu EML4-ALK 

 Pomocí RNeasy® FFPE Kitu byla vyizolována RNA ze 23 vzorkù tkání karcinomù plic 

zalitých v parafínu. Dále byla tímto kitem vyizolována RNA z bunìèné linie NCI-H2228. Tato 

linie byla pøedtím kultivována a zalita do parafínového bloèku. Vyizolovaná RNA byla 

pøepsána do cDNA. Koncentrace RNA a cDNA byla zmìøena nanodropem. Koncentrace 

vyizolované RNA, cDNA a jejich èistota jsou uvedeny v tabulce è. X. Optimální hodnoty 

èistoty RNA a DNA se pohybují mezi 1,8-2. V�eobecnì je èistota RNA a DNA získaná 

z FFPE vzorkù hor�í, ale pro analýzu je dostaèující. 

 

Tabulka è. X: Koncentrace RNA, cDNA a jejich èistota.  

vzorek koncentrace RNA 

[ng/ìl] 

èistota 

260/280 

koncentrace cDNA 

[ng/ìl] 

èistota 

260/280 

1515 29,29 1,52 2857,60 1,65 

2625 46,02 1,41 3027,07 1,65 

1311 117,24 1,89 2665,97 1,67 

2432 13,72 1,42 2894,33 1,66 

1934 144,16 1,84 3102,10 1,67 

2555 239,32 1,90 3033,16 1,66 

2211 105,0 1,54 2756,15 1,67 

1935 51,21 1,78 2791,99 1,67 

1429 109,67 1,42 2695,86 1,67 

1841 12,52 1,69 2026,21 1,66 

1668 31,23 1,75 2098,55 1,65 

2419 9,66 1,79 2136,83 1,65 

1612 41,23 1,57 1933,95 1,66 

1695 13,43 1,67 2368,03 1,66 

1580 14,72 1,72 1935,76 1,66 

1768 235,97 1,98 2217,85 1,66 

1316 97,93 1,90 2021,44 1,67 

2623 57,62 1,86 2278,67 1,65 

2013 24,88 1,49 2035,70 1,67 

2039 22,83 1,57 2055,62 1,67 

1601 68,45 1,93 2061,65 1,68 
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vzorek koncentrace RNA 

[ng/ìl] 

èistota 

260/280 

koncentrace cDNA 

[ng/ìl] 

èistota 

260/280 

1744 42,41 1,45 2002,29 1,67 

1483 34,27 1,45 1993,47 1,67 

H2228 775,26 1,96 1929,87 1,80 

 

  Byla provedena RT real-time PCR analýza s primery pro rùzné varianty fúzního genu 

EML4-ALK. Pro variantu 1 a 3 byly pøevzaty primery z èlánku Wallander et al. (2012). 

Experiment byl rovnì� proveden se sadou vlastních primerù pro varianty 1 a 3 navr�ených 

v programu Primer3.   

 Na základì analýzy meltingové køivky bylo zji�tìno, �e dochází ke vzniku mnoha 

nespecifických produktù. Na obr. è. 18 je uveden pøíklad køivky meltingové analýzy s primery 

pro variantu 1 dle Wallander et al. Nespecifické produkty byly sledovány u v�ech 

meltingových køivek pro rùzné varianty i pro GAPDH.  

 

 
Obr. è. 18: Køivka meltingové analýzy PCR produktù pro variantu 1.  

 

 PCR produkt vytvoøený podle primeru na variantu 1 od Wallander et al. má 

deklarovanou délku 109 bp varianta V3a má 105 bp a V3b 138 bp. Mnou navr�ené primery 

pro varianty 1 a 3 amplifikují produkt o délce 150 bp. Délka PCR produktù byla ovìøena 

na DNA èipech. Výsledky detekce genu pro EML4-ALK variant 1 a 3 dle Wallander et al. jsou 

zobrazeny na obr. è. 19, 20, 21, 22.  
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Obr. è. 19: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s primery od Wallander et al.  pro fúzní gen EML4-ALK 

varianty 1, oèekávaná délka amplikonu je 109 bp. 

 

 

 
Obr. è. 20: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s primery od Wallander et al.  pro fúzní gen EML4-ALK 

varianty 1, oèekávaná délka amplikonu je 109 bp. 
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Obr. è. 21: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s primery od Wallander et al.  pro fúzní gen EML4-ALK 

varianty 3, oèekávaná délka amplikonu je 105  a 138 bp. 

 

 
Obr. è. 22: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s primery od Wallander et al.  pro fúzní gen EML4-ALK 

varianty 3, oèekávaná délka amplikonu je 105  a 138 bp. 

 

 

 

 



 

67 

 

 Výsledky detekce fúzního genu EML4-ALK  o variantách 3 a 6 jsou zobrazeny na obr. 

è. 23, 24, 25, 26. 

 

 
Obr. è. 23: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s navr�enými primery pro fúzní gen EML4-ALK varianty 

3, oèekávaná délka amplikonu je 150 bp. 

 

 

 
Obr. è. 24: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s navr�enými primery pro fúzní gen EML4-ALK varianty 

3, oèekávaná délka amplikonu je 150 bp. 
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Obr. è. 25: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s navr�enými primery pro fúzní gen EML4-ALK varianty 

1, oèekávaná délka amplikonu je 150 bp. 

 

 

 
Obr. è. 26: Elektroforetogram amplikonù pro sadu vzorkù s navr�enými primery pro fúzní gen EML4-ALK varianty 

1, oèekávaná délka amplikonu je 150 bp. 
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 Správnost izolace RNA a její pøepis do cDNA byla potvrzena pomocí primerù 

pro housekeepingový gen GAPDH, délka amplikonu je 150 bp. Dosa�ené výsledky detekce 

genu GAPDH jsou zobrazeny na obr. è. 27 a 28. 

 

 
Obr. è. 27: Výstup z DNA èipu pro sadu vzorkù s primery pro GAPDH.  

 

 
Obr. è. 28: Výstup z DNA èipu pro sadu vzorkù s primery pro GAPDH. 
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 Z dùvodu vysokého mno�ství PCR produktù detekovaných na DNA èipech mimo 

oèekávaný band (150 bp), byla vyzkou�ena metoda pøidání genomické DNA. PCR mix byl 

modifikován pøidáním 1 ìl gDNA o koncentraci 100 ng/ìl vyizolované z bunìèné linie CEM. 

Vliv modifikovaného PCR mixu na detekci varianty 1 dle Wallander et al. je uveden na obr. è. 

29. Do�lo ke sní�ení koncentrace PCR produktù, ale nedo�lo k inhibici vzniku nespecifických 

produktù. 

 

 
Obr. è. 29: Detekce varianty 1 pomocí primerù od Wallander et al., upravený PCR mix s gDNA bunìèné linie 
CEM.  

 Dále byly vyzkou�eny rùzné koncentrace MgCl2 (3mM, 4mM a 5 mM) pro optimalizaci 

RT real-time PCR. Proto�e nebylo dosa�eno signifikantních zmìn, nejsou výsledky z DNA 

èipù uvedeny. 

 Na základì výsledkù byla dodateènì vyizolována RNA z plicní tkánì pacientù, 

bunìèné linie NCI-H2228 zalité v parafínu a v trizolu.  Získané výsledky analýzy na RNA èipu 

jsou zobrazeny na obr. è. 30. Vzorek uchovaný v trizolu vykazuje minimální fragmentaci RNA 

oproti vzorkùm uchovaných v parafínu.  
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Obr. è. 30:  Výsledek analýzy RNA vyizolované z pacientských vzorkù uchovávaných v parafínu s RNA bunìèné 

linie uchovávané jak v trizolu tak parafínu. 
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5 Diskuze 

 Cílem práce bylo zjistit prognosticko-prediktivní hodnotu genù C-MET, FGFR1, EGFR 

a ALK pro pacienty s karcinomem plic a napomoci navr�ení vhodného algoritmu vy�etøování 

pacientù pomocí FISH metody, pou�itelného pro rutinní praxi. 

 Byly pøipraveny duální (Spectrum Orange a Spectrum Green) DNA sondy 

(FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7) pro FISH, izolací bakteriálních plasmidù s inzertem 

a následným fluorescenèním znaèením. Byla ovìøena kvalita hybridizace a specificita vazby. 

Obì pøipravené  sondy vykazovaly na chromozomálních preparátech vysokou specificitu 

ke své pøedpokládané vazebné oblasti a zkøí�ená hybridizace nebyla nalezena. Získané 

signály byly dostateènì kvalitní a intenzivní v porovnání k nespecifickému pozadí vzorku. 

V souèasné dobì probíhají stabilitní studie a je zpracovávána dokumentace pro pou�ití 

tìchto sond jako in vitro diagnostika (CE IVD certifikace). Zajímavostí je, �e pøi testování 

sondy FGFR1/CEP8 jsme pou�ili bunìènou linii NCI-H520, u které je v literatuøe popsána 

amplifikace genu FGFR1 (Dutt et al., 2011). Amplifikaci se nám nepodaøilo prokázat pomocí 

pøipravené ani komerèní sondy, a to ani na novì dodané linii (ATCC), tj. linie bez mo�ných 

genetických zmìn vzniklých kultivací. V literatuøe ani materiálech dodejce linie v�ak nebyly 

o amplifikaci FGFR1 nalezeny dal�í záznamy, pøedpokládáme tedy, �e se mù�e jednat 

o chybu autorù. 

 Byl vy�etøen soubor 80 pacientù s karcinomem plic, diagnostikovaných v letech 2010-

2013, histologicky urèených pøevá�nì jako adenokarcinom 52,5 % (42/80). Medián vìku 

pacientù byl 69 let (vìkový prùmìr 67,8 let), 71,25 % (57/80) pøedstavovali mu�i.  Pacientské 

vzorky byly vy�etøeny metodou FISH s pou�itím pøipravených DNA sond FGFR1/CEP8 a C-

MET/CEP7 a komerènì získaných EGFR/CEP7 a break apart ALK sond.  

 Statistická analýza dat byla provedena pomocí softwaru Statistica8. Jako statisticky 

významná byla pova�ována hladina testu p<0,05 (trend), resp. p<0,01 (korelace). 

Pøi testování byl pou�it Mann-Whitney test z dùvodu poru�ení normality dat a ÷2 test 

nezávislosti v kontingenèních tabulkách. 

 Ze statistické analýzy vyplývá, �e se zvy�ujícím se vìkem dochází èastìji k polyzomii 

chromozomu 7 (p=0,012) resp. p=0,022 (Colorado hodnocení) a tím i ke zvý�ení poètu kopií 

genu EGFR (p=0,041). Pro gen C-MET, který je rovnì� na chromozomu 7 lokalizován, 

nevychází hodnota statisticky významnì (p=0,153). Tato skuteènost mù�e být dùsledkem 

malého mno�ství pacientù v souboru (N=80). V�eobecnì, polyzomie chromozomù zvy�ující 

se s vìkem pacientù byla ji� u nìkterých diagnóz v literatuøe popsána (Bourouba et al., 

2011), av�ak polyzomie chromozomu 7 u karcinomù plic není s vìkem pacienta dosud 

v dostupné literatuøe spojována. Jak se ukazuje, zvý�ený poèet chromozomù 7 by mohl mít 
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vliv na celkové pøe�ití pacientù léèených gefitinibem (Buckingham et al., 2007) a to i nepøímý, 

nebo� v dùsledku této polyzomie dochází ke zvý�ení poètu kopií dal�ích onkogenù, u kterých 

ji� byl vliv na karcinom plic (EGFR, C-MET) (Park et al., 2012) prokázán u jiných diagnóz èi 

je jeho onkogenní úèinek diskutován, napø. B-RAF (Pao et Girard, 2011), DMP1 (Frazier et 

al., 2012), ST7 (Charong et al., 2011) apod.). Souvislost mezi polyzomií chromozomu 7 

a poèty kopií genù EGFR resp. C-MET byla u na�eho souboru dle oèekávání prokázána 

(p<0,0001 resp, p=0,02), av�ak prokázán byl i statisticky významný vliv na poèet kopií genu 

ALK (chromozom 2; p=0,043), viz dále. Vy��í poèet kopií genu EGFR byl u na�eho souboru 

nalezen u 41,25 % (33/80), resp. u 56,25 % (45/80), dle hodnocení Colorado. Nejèastìji bylo 

zvý�ení nalezeno u pacientù se spinocelulárním karcinomem (50 %; 9/18) 

a adenokarcinomem (40,5 %; 17/42), co� odpovídá publikovaným datùm (Kim et al., 2012). 

Vy�etøení EGFR bude v dal�í práci doplnìno mutaèními analýzami. I kdy� se v poslední 

dobì zdá, �e vy�etøování EGFR metodou FISH nebude doporuèováno pro indikaci léèby 

tyrozinkinázovými inhibitory (Vincent et al., 2012), data nejsou pøíli� konzistentní a navíc 

urèení poètu kopií tohoto genu by mohlo mít vliv na prognózu onemocnìní èi jiné typy terapie 

(Murray et al. 2012; Pallis et al., 2011). Rovnì� napø. Schneider et al. (2008) potvrdili, �e 

pozitivita EGFR urèená pomocí FISH koreluje s celkovým pøe�itím a obdobím bez známek 

progrese, oproti tomu vy�etøení pomocí imunohistochemie koreluje jen slabì a pova�ují 

vy�etøování EGFR metodou FISH za vhodné pro predikci úèinnosti léèby tyrozinkinázovými 

inhibitory. Problémem pøi urèování prediktivní a prognostické hodnoty poètu kopií EGFR je 

také fakt, �e se zmìny kopií EGFR èasto vyskytují spoleènì s aktivaèními mutacemi EGFR, 

co� mù�e do znaèné míry analýzy ovlivnit.  

 Na vy�etøeném souboru vzorkù se nepodaøilo potvrdit vztah mezi poètem kopií EGFR 

a pohlavím, av�ak polyzomie chromozomu 7 a zvý�ení poètu kopií C-MET bylo èastìji 

nalézáno u �en ne� u mu�ù (p=0,04 resp. p=0,02). Vzhledem k pracem, které prokázaly 

èastìj�í aberace EGFR u �en (Wang et al., 2013) pøedpokládáme, �e se jedná o chybu 

vzniklou dosud malým souborem zkoumaných pacientù. Souèasnì zvý�ený poèet kopií C-

MET i EGFR byl nalezen u 13 pacientù (16,25 %; 13/80; p=0,0252), co� odpovídá ji� 

publikovaným datùm (Cappuzzo et al., 2009). 3 pacienti (3,75 %; 3/80) vykazovali souèasnì 

zvý�ený poèet kopií genù FGFR1 a C-MET, p=0,0252. Tato korelace nebyla prozatím 

potvrzena �ádnou publikací, mù�e v�ak být zpùsobena ji� zmínìnými polyzomiemi vícero 

chromozomù v jádøe (fakt, �e nádory jsou v�eobecnì charakterizovány 

polyzomiemi/polyploidiemi a dal�ími aberacemi byl popsán ji� v roce 1992 - Testa 

et Siegfried, 1992). 

 U jednoho pacienta byla nalezena vysoká amplifikace C-MET a u jednoho hranièní 

hodnota (celkovì 2,5 %; 2/80). Jen asi 4-7 % pacientù s rakovinou plic vykazuje pravou 
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amplifikaci C-MET de novo (Sierra et Tsao, 2011), typickou pro pokroèilej�í stádium 

onemocnìní a pøedpovídající  krat�í dobu pøe�ití pacientù (Zhao et al., 2005). Sledování této 

amplifikace je dùle�ité také z dùvodu, �e je jedním z mechanizmù rezistence k EGFR 

tyrozinkinázovým inhibitorùm jako je erlotinib. 

 Vysoká hladina amplifikace FGFR1 se vyskytuje asi ve 20 % pøípadù spinocelulárních 

karcinomù u kuøákù (Weiss et al., 2010), u adenokarcinomu se vyskytuje ve 3 % pøípadù 

(Dutt et al., 2011). Amplifikace FGFR1 u NSCLC se èastìji vyskytuje u mu�ù (39,4 % vs. 

�eny 13,8 %), u kuøákù (40,8 % vs. nekuøáci 4,2 %), ale u� nelze urèit pøesnou korelaci 

s vìkem (Sasaki et al., 2012). Na základì statistických výsledkù nebyla u na�eho souboru 

nalezena �ádná z uvedených korelací. To je zøejmì dáno malým poètem reprezentativních 

vzorkù, tedy jen 18 pacientù se spinocelulárním karcinomem.  
 Zvý�ený poèet kopií genu ALK byl nalezen statisticky významnì vy��í pouze 

u adenokarcinomu (39 %; 13/33; p=0,0066). Aurtoøi Salido et al. (2011) popsali zvý�ení 

poètu kopií ALK u adenokarcinomu ve 4,5 % pøípadù, av�ak cut-off pro zvý�ení byl nastaven 

≥6 kopií v  ≥10 % analyzovaných bunìk. Na�e hranice pro zvý�ení byla stanovena ≥3 signálù 

ve  ≥30 % bunìk vzorku. Dle dostupné literatury nemá ale toto zvý�ení pro pacienty praktický 

význam a hodonocena je pøedev�ím aberace ALK. Aberace ALK byla nalezena u 4 pacientù 

(5 %; 4/80) pacientù. Podle Sasaki et al. (2010) se frekvence fúzního genu EML4-ALK rùzní 

od 2,9-9,4 %. Výskyt aberace ALK genu tedy koreluje s výsledky dostupných studií.  

 U vy�etøovaného souboru 80 pacientù byly nalezeny statisticky významné vztahy, 

práce bude dále pokraèovat na prospektivních a retrospektivních pacientských vzorcích. 

Následnì budou vy�etøeny mutace EGFR a v�echna získaná data korelována. Cílem je 

pøispìt k objasnìní významu vybraných markerù pacientù pro odhad biologického chování 

nemoci a úèinnost adjuvantní chemoterapie a rovnì� zpøesnìní vhodného algoritmu 

vy�etøování jednotlivých markerù pou�itelného v rutinní praxi  

  Dal�í práce v praktické èásti se týkala detekce fúzního genu EML4-ALK. Fúzní gen 

EML4-ALK je standardnì sledován pomocí metody FISH. Problémem detekce EML4-ALK 

pomocí RT real-time PCR je v�ak výskyt nìkolika variant fúzního genu (Soda et al., 2007; 

Penzel et al., 2012). Pro celistvost vy�etøování by mìly být vytvoøeny primery pro v�echny 

varianty. U èásti vy�etøovaných vzorkù opakovanì selhává  hybridizace sondy èi 

nespecifické pozadí preparátu je natolik vysoké, �e výsledek nelze vyhodnotit. Proto jsme se 

pokusili zavést RT real-time PCR vy�etøovací metodu pro varianty 3ab a 6. Detekce fúzního 

genu EML4-ALK byla provedena pro 2 nejèastìj�í fúzní varianty - 1 a 3ab dle Wallander 

et al. a byla doplnìna o novì navr�ené primery pro varianty 1 a 3ab. Zámìrem praktické 

èásti bylo stanovit variantu fúzního genu EML4-ALK u vybraných pacientù a bunìèné linie 

NCI-H2228 jako srovnávacího vzorku. 
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 Z 23 FFPE tkání pacientù a bunìèné linie NCI-H2228 zalité v parafínu byla vyizolována 

RNA o rùzných koncentracích, èistota mìøená pøi 260/280 vykazovala hodnoty od 1,41 

do 1,98. Nízké hodnoty èistoty znamenají rùznì vysokou kontaminaci aromatickými látkami 

nebo proteiny. Problémem izolace RNA z FFPE tkání je zøejmì samotné uchování 

v parafínu. Po pøepisu RNA do cDNA byly mìøeny hodnoty koncentrace cca od 2000 

do 3000 ng/ìl, èistota mìøená pøi 260/280 se pohybovala od 1,65 do 1,68; u bunìèné linie 

byla hodnota 1,8. Je patrné, �e u bunìèné linie NCI-H2228 je koncentrace a èistota (1,8) 

vyizolované RNA a cDNA ze v�ech vzorkù nejoptimálnìj�í. To je zøejmì dáno tím, �e vzorek 

neobsahuje vazivovou tkáò a není kontaminován dal�ími slo�kami preparátu.  

 Z køivek meltingových analýz PCR produktù bylo zji�tìno, �e dochází ke vzniku mnoha 

produktù. Podle Wallander et al. byly PCR produkty pøeneseny na DNA èip a analyzovány. 

Na DNA èipu byl potvrzen vznik mnoha bandù a tudí� mnoha amplikonù. Nespecifické 

produkty byly pozorovány i u sledování housekeepingového genu pro GAPDH. U GAPDH 

v�ak bylo mo�né rozpoznat detekovaný GAPDH (silný band) od nespecifických produktù. 

Tímto byla potvrzena správnost izolace RNA a její pøepis do cDNA.  

 Primery pro detekci rùzných variant byly vybrány podle délky PCR produktù do 150 bp. 

Fixace parafínem je metoda, která dobøe zachovává morfologické znaky tkání, které jsou 

pozdìji pou�ity pro rùzné analýzy. Nevýhodou fixaèní metody je vysoká fragmentace RNA 

a DNA. Pro dlouhodobé uchování je navíc dùle�itá teplota, uchování vcelku nebo v øezech 

a délka skladování (Ahlfen et al., 2007). Pro potvrzení hypotézy, �e za vznik nespecifických 

produktù mù�e vysoká fragmentace RNA, byla dodateènì vyizolována RNA z FFPE tkání 

pacientù, bunìèné linie NCI-H2228 uchované v parafínu a v trizolu. Z elektroforetogramu 

bylo zji�tìno, �e pro izolaci RNA je potøeba mnoho øezù pro vy��í výnos RNA. Byla 

porovnána RNA z bunìèné linie zalité v parafínu a ulo�ené v trizolu. Mnohonásobnì ni��í 

míra fragmentace byla pozorována u bunìk uchovaných v trizolu.  

 Pou�ití reverznì transkriptázové RT real-time PCR po izolaci RNA z FFPE je velmi 

problematické kvùli velmi �patné kvalitì a fragmentaci RNA. Integrita RNA z FFPE je 

nesrovnatelnì hor�í ne� DNA, kde se real-time PCR bì�nì pou�ívá pro diagnostické úèely. 

Øe�ením je pouze uchování primárního vzorku ve stabilizaèním médiu (napø. RNA later), 

popø. zamra�ení vzorku v kapalném dusíku, co� ale v souèasné dobì v rutinní diagnostice 

není mo�né.   
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6 Závìr 

 Souèasným trendem klinické praxe je koncept personalizované medicíny, kde jsou 

pacienti vybíráni na základì klinických charakteristik, histologických podtypù a molekulárnì-

genetického profilu. Cílem této práce bylo vy�etøit genetické markery u skupiny pacientù 

s karcinomem plic, kteøí jsou souèástí vìt�ího projektu ÚMTM s Plicní klinikou FN Olomouc, 

a pomoci pøi zpøesòování  léèby pacientù s operabilním NSCLC nalezením prediktivních 

markerù a navr�ením vhodné strategie vy�etøování jednotlivých markerù. Èastý zpùsob 

vy�etøení genetických zmìn u NSCLC vzorkù je pomocí metody FISH. Touto metodou bylo 

vy�etøeno 80 pacientù na geny pro C-MET, EGFR, FGFR1 a fúzní gen EML4-ALK. Ji� 

u souboru 80 pacientù, vy�etøených v rámci této práce, byly nalezeny statisticky významné 

vztahy, z nich� pouze nìkteré byly dosud popsány v literatuøe. Vy�etøením celého souboru 

a následnou korelací s klinicko-patologickými daty bychom rádi popsali impakt tìchto aberací 

pro prognózu èi cílenou léèbu pacienta a potvrdili èi vyvrátili dosud nalezené korelace.

 Metodou RT real-time PCR byly experimentálnì stanovovány fúzní varianty EML4-ALK 

z FFPE vzorkù NSCLC. Podle literatury byly vybrány primerové sekvence a ty doplnìny novì 

navr�enými. Problémem je v�ak samotné uchování vzorkù v parafínu, nebo� i pøes 

optimalizaci metody nelze EML4-ALK aberace spolehlivì detekovat. Pro zavedení detekce 

EML4-ALK do rutinní praxe pomocí RT real-time PCR navrhuji zchlazení bioptované tkánì 

v tekutém dusíku a poté uchování pøi  -80ºC nebo v RNA lateru.  
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ZKRATKY  
 

AKT  RAC-beta serine/threonine-protein kinase 

AKT/PKB  RAC-alpha serine/threonine-protein kinase - RAC-alfa serin/treonin  

  proteinkináza 

ATP   adenosintrifosfát 

BAD  BCL2 antagonist of cell death - Bcl2 antagonista bunìèné smrti  

B-Myb Myb-related protein B 

C-Myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog - ptaèí myelomatózní 

  virální onkogenní homolog 

DAG  1,2-diacylglycerol 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindol 

DNA  deoxyribonucleotide acid - deoxyribonukleová kyselina 

EDTA  ethylendiaminotetraoctová kyselina 

ELK1 ETS  domain-containing protein Elk-1 - ETS doména obsahující protein Elk-1 

ErK  mitogen-activated protein kinase - mitogennì aktivovaná   

  proteinkináza 

FGF  fibroblast growth factor - fibroblastový rùstový faktor 

FKHR forkhead box protein O1 

FRS2  fibroblast growth factor receptor substrate 2 - substrát fibroblastového 

  rùstového receptoru 2 

Gab1  GRB2-associated-binding protein 1 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - glyceraldehyd-3-fosfát  

  dehydrogenáza 

GSK3â glycogen synthase kinase 3 beta 

Grb2  growth factor receptor-bound protein 2 - vazebný protein receptoru  pro 

  rùstový faktor 2 

GAP  GTPase akctivating protein - GTPázu aktivující protein 

GTP  guanosintrifosfát 

HER  human epidermal growth factor receptor - lidský epidermální rùstový  

  faktor 

IP3  inositol 1,4,5-trifosfát 

JAK  tyrozine-protein kinase JAK - tyrozinproteinová kináza JAK 

JNK  mitogen-activated protein kinase - mitogennì aktivovaná proteinkináza 

KIF5B kinesin family member 5B - èlen kinezinové rodiny 5B 

KLC1  kinesin light chain 1 - lehký øetìzec kinezinu 1 
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KRAS kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

MAPK mitogen-activated proteinkinase - mitogennì aktivovaná proteinkináza 

MEK  dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 

MKP1 MAPK phosphatase 1 - fosfatáza MAPK 1 

MMP  matrix metalloproteinase - matrixová metaloproteináza 

mRNA messenger RNA - mediátorová DNA 

mTOR mammalian target of rapamycin - savèí cíl rapamycinu 

NK4  interleukin 32 

PDK  pyruvate dehydrogenase kinase - pyruvát dehydrogenázová kináza 

PIP2  fosfatidilinositol 4,5-bisfosfát 

PLCã  phospholipase C gamma - fosfolipáza C gama 

PKC  protein kinase C - proteinkináza C 

PTEN phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual- 

  specificity protein phosphatase 

P38  activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 

Rac  Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

Ras  Rat sarcoma - krysí sarkom 

Rho  rhodopsin - rodopsin 

Shc  SHC-transforming protein - SHC-transformující protein 

Ship1  phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 -   

  fosfatydilinositol-3,4,5-trifosfát 5-fosfatáza 1 

Shp2  protein tyrozine phosphatase, non-receptor type 11 

SOS  son of sevenless homolog 

Src  proto-oncogene tyrozine-protein kinase - protoonkogen   

  tyrozinproteinové kinázy 

STAT  signal transducer and activator of transcription - signální transduktor  a 

  aktivátor transkripce 

S6K  ribosomal protein S6 kinase 

TGF  transforming growth factor - transformující rùstový faktor 

TRIS  2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 

TTF1  transcription termination factor 1 - transkripèní terminaèní faktor 1 

VEGF  vascular endothelial growth factor - vaskulární endoteliální rùstový  

  faktor 

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor - receptor vaskulárního  

  endoteliální rùstového faktoru 

 


