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Souhrn

Karcinom plic je charakterizovan vysokou umrtnosti a pocet pacientld umirajicich
na karcinom plic meziro¢né pfibyva. Karcinom plic je rozdélen podle histologického vySetfeni
na malobunéény a nemalobunécny karcinom. Nemalobuné&ny karcinom plic je dale rozdélen
na squamézni karcinom, velkobuné&ny karcinom a adenokarcinom. P¥i vzniku karcinomu plic
dochazi k morfogenetickym zménam v regulaci ristu a déleni bunék. Na vzniku karcinomu
plic se podili kumulace genetickych zmén, a to pfedevSim genu, které kontroluji buné€nou
proliferaci, preziti, diferenciaci, migraci a interakce s okolnimi burikami. Geny regulujici tyto
pochody jsou oznaceny jako protoonkogeny a tumor-supresorove geny.

U nemalobunééného karcinomu dochazi ¢asto k molekularnim zménam v genech pro
C-MET, EGFR, FGFR nebo dochazi ke vzniku fuzniho genu EML4-ALK. Prakticka cast
zahrnuje vySetfeni genetickych zmén souboru 80 pacientl s karcinomem plic pomoci metody
FISH. Byl stanoven status gend C-MET, FGFR1 a EGFR. Pomoci centromerickych sond byl
zaroven stanoven pocet kopii chromozomu 7 (na kterém jsou lokalizovany geny C-MET a
EGFR) a chromozomu 8, na kterém je lokalizovan gen FGFR1. Souéasné byla metodou
FISH vysSetfovana pfitomnost aberace genu ALK. Uréeni téchto zmén je soucasti vétsSiho
projektu probihajiciho na UMTM, ve spolupraci s Plicni klinikou FN Olomouc. Cilem celého
projektu je vySetfit vybrané biomarkery pacientd s operabilnim nemalobunéénym
karcinomem plic a objasnit jejich prognostickou a prediktivni hodnotu pro odhad biologického
chovani nemoci a ucinnost adjuvantni chemoterapie a navrzeni vhodného algoritmu
vySetfovani jednotlivych marker(, pouzitelného v rutinni praxi a vedouciho ke zkvalitnéni
IéCebné pécle o pacienty s NSCLC.

Bohuzel, zejména u karcinomu plic se laboratofe velmi Casto potykaji s problémem, Ze
kvalita dodanych vzorkd je nizka a nelze ziskat dalSi material pro vySetfeni. Az 20 %
pacientskych vzorkd nelze v rutinni diagnostice vysetfit na pfitomnost aberace ALK. Z tohoto
ddvodu bylo soucasti zavést techniku PCR pro sledovani fuzniho genu EML4-ALK (varianty

1, 3ab a 6) u pacientd, u nichz 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  Uvod

Kazdoro&né v Ceské republice onemocni rakovinou 73000 lidi a kazdy rok na ni umre
pres 27000 lidi. Ceska republika zaujima v Evropé prvni pFicku v &etnosti vyskytu rakoviny
tlustého stfeva. Pozadu vSak nezlstava ani v pfipadé karcinomu plic — ten se nejCastéji
vyskytuje u Ceskych muzl, mezironé pribyva i pocet Zen s karcinomem plic.
NejvyznamnéjSim rizikovym faktorem vzniku tohoto karcinomu je koufeni tabakovych
(www.linkos.cz).

V zahrani€i - napfiklad v USA, bylo vroce 2010 az 157300 umrti spojeno
s karcinomem plic, a proto se tedy fadi na prvni pficku. Obecné vede ke smrti 29 % pFipadu
u muzd a 26 % zen. NejCast&jSim podtypem karcinomu plic je nemalobunéény karcinom plic
(NSCLC), ktery reprezentuje asi 85 % vSech pfipadu.

Od roku 2000 dochazi k postupnému odkryvani molekularni podstaty karcinomu plic,
zejména u NSCLC, a rozvoji cilené (biologické I|éCby), ktera podstatné rozSifuje
terapeutické moznosti. Pro predikci ucinnosti 1éCby se vyuziva pfesné identifikace mutaci
v genech EGFR, KRAS, C-MET a fuzniho genu EML4/ALK. Tyto zmény jsou spojovany se
vznikem karcinomu plic. Mutace nebo prestavby gend zpusobuji zmény exprese mnoha
molekul, které jsou zapojeny do bunééné signalizace. Zminéné poruchy buriky vedou
k nekontrolovatelnému buné&nému ristu a porucham apoptézy. Na zakladé vySetieni

bunék karcinomu plic je pacientim presné uréena lé¢ba (Brandao et al. , 2012).



2 Soucasny stav resené problematiky

2.1 Preména bunky v nadorovou

Pfeméné buriky v nadorovou pfedchazi mnoho morfogenetickych zmén. Rlst bunék
je regulovan nékolika mechanizmy. Pokud jsou tyto regulaéni mechanizmy poruseny,
dochazi k nekontrolovatelnému déleni bunék a vzniku nadorového onemocnéni. Vznika tak
masa bunék nereagujici na vnéjSi ani vnitini podnéty a vymariuje se z regula¢niho vlivu
okolnich bunék i celého organizmu. Vznik nadoru zahrnuje kumulaci mnoha genetickych
zmén, které kontroluji buné&nou proliferaci, pfeziti, diferenciaci, migraci a interakce
s okolnimi burikami (Pelengaris et Khan, 2006). Geny podilejici na regulaci téchto pochodu
se nazyvaji protoonkogeny a tumor-supresorove geny.

Invazivni rdst maligniho nadoru ma nékolik krokl — migraci, pfeziti, degradaci matrix
a navozeni bunécné polarity. Prvnim krokem migrace bunky je pferuseni intracelularnich
spoju realizovanych pomoci kadherinl, cytoskeletalni prestavba a zvySena produkce
matrixovych proteaz, které narusuji bazalni laminu. Na zakladé tohoto procesu se bunka
pfemisti do okolnich tkani. V misté invaze je obnovena buné&tna polarizace a nasledné
dochazi k bunéCnému pomnozeni. Vznika tak organizovana trojrozmérna struktura

(Comoglio et Trusolino, 2002).

2.2 Rakovina plica NSCLC

Karcinom plic patfi mezi nejrozSifen&jSi typy nadorovych onemocnéni zapadniho
svéta a ma Spatnou prognézu — jen 10-15 % pacientl prezije 5 let nebo vice. Na zakladé
histologického vysSetfeni plic rozdélujeme dva hlavni typy: nemalobunécny karcinom plic
Citajici asi 85 % vyskytu a malobunécny (SCLC) s 15 % (Brandao et al., 2012). Toto
rozliSeni je zakladem pro stanoveni prognézy pacientd i naslednou IéCbu. Malobunécny
karcinom plic je diagnostikovan nejCastéji u kufakd; z 90 % jsou pacienti sou¢asnymi nebo
byvalymi kuraky. Ac¢koli je koufeni povazovano za hlavni rizikovy faktor rakoviny plic, okolo
25 % pacientl s rakovinou plic jsou nekufaci. NSCLC postihuje jen asi 10 - 20 % kufaki
coz naznacduje, ze na vzniku NSCLC se podili genetické predispozice a zivotni prostiedi
(Johnson et al., 2012). Bylo dokazano, ze u kufakl a nekufakl dochazi jak k expresi
riznych gend, tak i k jinym mutacim odliSnych gent (Subramanian et Govindan, 2007).
U NSCLC vznikaji Casto mutace vgenech: EGFR, EML4-ALK, KRAS, C-MET atd.

Frekvence téchto mutaci podilejicich se na NSCLC je uvedena na obr. 1.
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Obr. 1: Frekvence somaticko-genetickych zmén u NSCLC. A — Cetnost mutaci EML4-ALK, EGFR, KRAS
a HER2/ERBB?2 v zavislosti na koufeni pacienta. B — Frekvence somatickych mutaci u nekufak( nebo byvalych
lehkych kufaka. Prevzato z Sasaki et al., 2010.

Histologicky se NSCLC déli na squamézni karcinom (SCC), velkobunécny karcinom
a adenokarcinom. Typ je ur€en na zakladé rozdilné exprese jednotlivych biomarkerd (napf.
cytokeratiny, TTF1, chromogranin) z biopsie nebo resekovaného tumoru. Déale se pouziva
hematoxilin-eozinové barveni pro rozliSeni nadorové tkané a zakladni charakteristiku
nadoru. (Kim et al., 2013).

SCC ¢ita asi 20 % NSCLC a nejvice se poji s ucinky cigaretového koufe. SCC se
nejCastéji vyskytuje v centru dychacich cest a zasahuje az do segmentl bronchl (Sakurai
et al., 2004). Metastazy se u SCC vyskytuji jen zfidka, maji spide lokalni agresivni ucinky.
SCC obsahuje unikatni biomarkery jakymi jsou amplifikace gend SOX2 a FGFR1, mutace
NFE2L2, KEAP1 a DDR2, zmény PI3K drahy. Histologicky je nador charakterizovan
keratinizovanymi burikami, intercelularnimi spoji a perlovou formaci. Bufiky SCC jsou velké
s objemnou hustou cytoplazmou, nepravidelnym barevnym jadrem a malym jadérkem
(Drilon et al., 2012).

Velkobunéény karcinom se vyskytuje asi ve 12 % pfipadd. Pacientem je vétSinou
kufak ve véku okolo 60 let. Z histologického hlediska nema velkobuné&ény karcinom vyrazné
znaky a jeho vzhled zalezi na misté vzniku nadoru. Buriky se mohou shlukovat do agregatu,
ojedinéle vSak mohou byt i rozptyleny. Jadro ma rdzny tvar - od extrémné pravidelného az
po absolutn& nepravidelny tvar s nerovnomémym rozloZzenim chromatinu. Casto se
objevuje v periferijnich ¢astech plic (shrnuto v Travis et al., 2004).

Adenokarcinom je nejrozSitenéjsi v asijské populaci (cca 40%), ale jeho podil se
zvySuje i v USA a Evropé. Nejcastéji se vyskytuje u primarniho karcinomu kufakud (Travis,
2002) nebo byvalych kufaku, ale stale Castéji jej Ize identifikovat i u nekufaku.

Adenokarcinom je rozdélen do nékolika podtypl a hojné vykazuje smiSenou histologii.
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Smisena histologie je charakterizovana kombinaci znakd bronchoalveolarnich, papilarnich,
acinarnich nebo znaku solidniho nadoru (Brambilla et al., 2001).

Uréeni stadia rakoviny plic byva nejCastéji posuzovano dle TNM Kklasifikace (T-
primarni nador, N-mistni lymfatické uzliny, M-vzdalené metastaze). TNM klasifikace byla
zavedena roku 1946 a v aktualizované formé z roku 2009 je pouzivana dodnes. Na zakladé
T, N a M je u pacientl uréeno chirurgicko-patologické stadium (IA-1V).

Histopatologické urCovani stadia je pro predikci a prognézu mnohem pfesné&jsi nez
klinické urleni. Podle novodobého uréovani TNM se NSCLC déli do stadia | az IV
a do podskupin A a B zaloZenych na velikosti primarniho nadoru. Stadium | zasahuje pouze
plice - bez invaze do okolnich tkani. Stadium | je rozdéleno na IA s nejlepsi prognézou
(61 % pacientl prezije 5 let) a IB (38 % pacientl prezije 5 let). Stadium IIA maji pacienti
s T1 primarnimi nadory, intrapulmonalnimi metastazemi nebo metastazemi v lymfatickych
uzlinach. Tito pacienti maji 34% Sanci zit dalSich 5 let. Stadium |IB zahrnuje pacienty
s velkymi nadory plic, rozSifenymi v lymfatickych uzlinach, branici a mediastinu. U pacientd
se stadiem IIB je 22-34% Sance na preziti 5 let. Stadium IlIA obsahuje 4 podskupiny;
zakladni charakteristikou jsou T3 nadory a nadory v lymfatickych uzlinach. Lécba je
zalozena na lobektomii plic s odstranénim uzlin a Casto se vyuziva ipreoperativni
chemoterapie. Jen 9-13 % pacientu prezije dobu 5 let. Stadium IlIB zahrnuje pacienty s T4
nadory nebo s N3 lymfadenopatii bez metastaz vné hrudniku. Pfeziti 5 let dosahne jen asi
1-8 % pacientl. Tato stadia jsou vétSinou inoperabilni. Ve stadiu IV maji pacienti vzdalené
metastazy; jen 1 % pacientu prezije dobu 5 let. (Beadsmoore et Screaton, 2002). Pro lé¢bu
IV stddia NSCLC se v souc€asné dobé vyuziva chemoterapie — cisplatiny ¢i karboplatiny

spolu s dal8im aktivnim Cinidlem nebo také biologicka Ié¢ba (Azzoli et al., 2009).

2.3 C-MET (receptor hepatocytarniho rustového faktoru)

C-MET je protoonkogen kodujici receptor hepatocytarniho rustového faktoru
s tyrozinkinazovou aktivitou. C-MET je lokalizovan v chromozomalni oblasti 7931 a délka je
132982 bp (RefSeq). Poprvé byl izolovan z lidské bunécéné linie osteogenniho sarkomu,
ktera byla chemicky zmutovana in vitro. Transformujici aktivita byla zji§téna na zakladé
pfestavby DNA, kde sekvence z TPR lokusu na chromozomu 1 fazovala do sekvence
C-MET na chromozomu 7. Pozdé&ji byla pfestavba nalezena i u pacientll s karcinomem
zaludku (Furge et al., 2000).
poranéni a pfi formovani organl v dospélosti. BEhem dospélého Zivota vyuzivaji epitelialni
buriky programu invazivniho rastu pfi léCeni poranéni. Bunky na okraji rany proliferuji
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a migruji, aby obnovily integritu tkané. C-MET je zahrnut i v procesech regenerace jater
a obnovovani tkané pfi poranéni kize (Gentile et al., 2008).

Ligandem C-MET je HGF (Hepatocyte Growth Factor). Gen pro HGF lezi
v chromozomalni oblasti 7g21.1 (www.ncbi.nlm.nih.gov) a jeho exprese je Casto zvySena
u NSCLC. HGF je silnym mitogennim faktorem motility v riznych typech bunék, ktery
reaguje s tyrozin kindzovym receptorem kdédovanym C-MET protoonkogenem (Bussolino
etal., 1992). HGF je produkovan mezenchymalnimi bufikami a indukuje expresi C-MET
u epitelialnich bunék. HGF je sekretovan jako jednofetézcovy inaktivni prekurzor (pro-HGF)
a musi byt proteolyticky nastépen do aktivni formy pomoci protedzam podobnym serinu
(Danilkovitch-Miagkova et Zbar, 2002).

Po vazbé ligandu HGF aktivuje C-MET signalizaéni molekuly jako jsou PI3K, Src,
signalni transduktory i aktivatory transkripce a spousti kliCové kroky metastaze (Xu et al.,
2010) jako jsou motilita, proliferace, preziti a morfogeneze (Corso et al., 2005). Buriky
a C-MET rovnéz podporuje angiogenezi (Pal et al., 2010). Somatické mutace MET byly
popsany u nékolika typu rakoviny véetné rakoviny zaludku, prsu, moCového méchyie,
vaje¢nikd, 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 produkovan jako jednofetézcovy prekurzor. Prekurzor je nastépen
ve furinovém misté. Takto vznikd vysoce glykosylovana extracelularni a-podjednotka
a B-podjednotka s velkou extracelularni oblasti, na kterou se vaze ligand. Retézce
a (50kDa) a B (140kDa) jsou spojeny disulfidickymi muistky (Gentile et al., 2008).
Extracelularni ¢ast C-MET obsahuje oblast homologni k sematoforinim - sema doménu,
MRS oblast bohatou na cystein, ktera je nasledovana repeticemi bohatymi na glycin a prolin
a dale navazuji Cyfi imunoglobulinim podobné struktury. Sema doména se sklada
z a-fetézce a N-terminalni Casti 8 fetézce C-MET (Birchmeier et al., 2003). Intracelularni
¢ast C-MET osahuje tfi oblasti. Prvni je juxtamembranovy segment zahrnujici serinové
zbytky (Ser 985), ktery po fosforylaci protein kindzou C nebo Ca®" kalmodulin-
dependentnimi kinazami, downreguluje kinazovou aktivitu receptoru. Dale je zde tyrozin
(Tyrl003), ktery vaze ubiquitin ligazu Cbl zodpovédnou za polyubiquitinaci C-MET,
endocytéozu a degradaci. Druhou c&asti je tyrozinkinazova doména, ktera po aktivaci
receptoru prochazi transfosforylaci na tyrozinech Tyr1230, Tyr1234 a Tyrl235. Treti ¢asti je

C-terminalni oblast skladajici se ze dvou klicovych tyrozind Tyr1349 a Tyr1356 vloZzenych
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v degenerovaném motivu, ktery reprezentuje multisubstratové vazebné misto. Zde se vazi
adaptory obsahujici Src homologni-2 domény. Znakem receptoru C-MET je multifunkéni
vazebné misto, do néhoz se vazou specifické signalni molekuly. Tyroziny Tyrl349
a Tyrl356 ve vazebném misté jsou dulezité pro signalni transdukci jak in vitro tak in vivo
(Gentile et al., 2008).

Pro-HGF je Stépen v mistech Arg494-Val495, dochazi ke zméné na heterodimerickou
aktivni HGF formu. Ta se sklada z fetézcu a (65 kDa, 463 aminokyselin) a 3 (30 kDa, 234
aminokyselin) spojenych disulfudickou vazbou. Retézec a obsahuje N-terminalni smyé&ku
nasledovanou ¢tyfmi doménami ve tvaru precliku, tzv. kringle domény — 80 aminokyselin
dvojité zasmyckovanych a formovanych pomoci tfi vnitfnich disulfidickych mastki. Retézec
je homologni k serinovym proteazam z kaskady krevni sraZeniny. a fetézec je zodpovédny
za vazbu receptoru a B fetézec je potfebny pro plnou receptorovou aktivaci a biologickou
odpovéd (Comoglio et Trusolino, 2002). Stépeni je provedeno pomoci serinovych proteaz
jakymi jsou HGF konvertujici enzym, krevni koagula¢ni faktor VIII a urokinazovy typ
plazminogenniho aktivatoru. Existuji i pfirozené se vyskytujici izoformy HGF obsahujici
domény NK1 a NK2. Obé izoformy NK1 a NK2 jsou jak antagonisté, tak agonisté a mohou
modulovat kinazovou aktivitu C-MET. HGF a také izoformy NK1 a NK2 jsou
overexprimovany v tkanich NSCLC a nékterych NSCLC bunéénych liniich. Overexprese
HGF zpusobuje aktivaci HGF/C-MET autokrinni smy¢ky a tim zvySuje tumorogenicitu (Qiao
et al., 2002). Na obrazku 2 je schématicky zobrazena struktura C-MET a HGF.
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Obr. 2: Strukturni znaky C-MET a HGF. A - HGF je slozen z a a B disulfidicky spojeného heterodimeru
obsahujiciho vlasenkovou strukturu, nasledovanou ctyfmi ,kringle" doménami (K1-K4) a serinprotedazovou
doménou postradajici proteolytickou aktivitu. B - C-MET je slozen z a a 8 disulfidicky spojeného heterodimeru.
Extracelularni oblast obsahuje Sema doménu, MRS doménu a ¢&tyfi imunoglobulinlm podobné struktury.
Intracelularni  ¢ast C-MET se sklada z katalytické oblasti a C-terminalni regulaéni Casti.
Prevzato z Gentile et al., 2008.

2.3.2Mutace a jeji dusledky

Aberovany C-MET se podili na Sirokém spektru malignit. Parakrinni signalizaci,
overexpresi ligandu a/nebo receptoru, tvorbou autokrinni smy¢€ky a/nebo mutaci receptoru,
preskupenim genu a/nebo amplifikaci muze dojit k proliferaci rakovinnych bunék, jejich

preziti, motilité a invazi (Peruzzi et Bottaro, 2006).
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NejcastéjSi pfiCinou konstitutivni aktivace C-MET u lidskych nadord je zvySena
exprese proteinu, ktera je nasledkem transkripéni upregulace bez pfitomnosti amplifikace
genu (Danilkovitch-Miagkova et Zbar, 2002). Overexprese receptord vede Kk jejich
oligomerizaci a reciproké aktivaci. Proto jsou bunky citlivé i na velmi malé koncentrace
ligandu (Boccacio et al., 1994). Abnormalni aktivace receptoru C-MET je €asto pozorovana
u neoplastickych bunék indukujicich pfechod pfes fyzické bariéry, které udrzuji buriky
Vv jejich pfirozeném prostfedi. Aktivace C-MET umoznuje pfeZiti buné&k v krevnim fecisti
a jejich ukotveni. Buniky extravazuji a kolonizuji nové oblasti, proliferuji a tim vznikaji
populace znamé jako metastazujici léze (Trusolino et Comoglio, 2002). HGF je vtomto
pfipadé silnym angiogennim cytokininem (Bussolino et al., 1992). Aktivace C-MET v pre-
neoplastickych lézich vede k aktivaci genud kontrolujicich krevni koagulaéni kaskadu
a uvolnéni koagulacnich faktorud, které podporuji zahnizdéni nadoru (Boccaccio et Medico,
2006). U Trosseaova syndromu je vztah mezi progresi nadorového onemocnéni
a zvySenou koagulaci krve znam vice nez jedno stoleti. C-MET zde slouzi jako pro-
koagulan&ni induktor (Rickles et Levine, 2001).

C-MET amplifikace vede k receptorové overexpresi a konstitutivni HGF-independentni
aktivaci. C-MET a HGF hraji roli pfi progresi onemocnéni, v angiogennim procesu a jako
prvek mezi nadorovymi burikami a mikroprostfedim. VétSina C-MET amplifikaci je
spojenych a polyzomii chromozomu 7. Asi u 20 % pacientt lécenych gefitinibem nebo
erlotinibem dochazi k amplifikaci C-MET a k naslednému vzniku sekundarni rezistence
(Chen et al, 2009). V souCasné dobé& je znamo nékolik pFicin rezistence, mezi
nejvyznamnéjsi z nich patfi pravé amplifikace C-MET a mutace v EGFR, oznaCovana jako
T790M. Bylo prokazano, Ze lze jiz pfed léCbou identifikovat bufiky s mutaci T790M nebo
amplifikaci C-MET. Zda se, zZe si tyto bufiky uz pfed lécbou vytvafi urlity rezistentni
mechanizmus a selekénim tlakem |é€by vznika mnozstvi rezistetnich klonu po 1é¢bé (Suda
et al., 2010). Jen asi 4-7 % pacientd s rakovinou plic vykazuje pravou amplifikaci C-MET
de novo (Sierra et Tsao, 2011), ktera je znakem pokrocilejSiho stadia onemocnéni
a pacienti s touto aberaci maji kratSi dobu preziti (Zhao et al., 2005). Amplifikace C-MET je
spojena se vznikem metastazi, tzn. amplifikace C-MET je tedy spojovana s pozni fazi
maligni progrese (Zeng et al., 2008).

Konstitutivni aktivace C-MET muze byt dosazeno tfemi rlznymi cestami: vznikem
HGF-C-MET autokrinnich smycek; overexpresi C-MET; pfitomnosti mutace v sekvenci
kédujici receptor. Autokrinni nebo parakrinni produkce HGF je €asto spojovana s mnohem
agresivngj§im chovanim nadoru. Ve druhém pfipadé vede kvantitativni upregulace
ke zvySené citlivosti na HGF nebo k oligomerizaci receptoru a k reciproké aktivaci

i v nepfitomnosti ligandu. Nej¢ast&jSim mechanizmem onkogenni aktivace u lidi je vysoka
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exprese C-MET. Tato overexprese je zpusobena zvySenym podétem kopii genu kédujiciho
C-MET, ale mnohem Castéji dochazi k nadmérné produkci pfi transkripci. ZvySena exprese
C-MET byla popsana u mnoha solidnich tumor — karcinomu zaludku (Kijima et al., 2002),
Zlu€ovodll (Nakazawa et al., 2005) ¢i plic (Lutterbach et al., 2007). Prognéza je vétSinou
Spatna. Bodové mutace mohou generovat konstitu¢né aktivni receptory, popsanych pfipadd
vSak neni mnoho (Gentile et al., 2008).

Na vzniku karcinomu plic se mize podilet i nadméma exprese ligandu HGF
pro receptor C-MET. Koufeni cigaret indukuje zvySenou expresi HGF v alveolarnich
pneumocytech typu Il avrakovinnych burikdch plic. Dochazi k diferenciaci a/nebo
proliferaci a aktivaci C-MET (Beau-Faller et al., 2008). Dal§i mutace se vyskytuji v exonech
genu pro tyrozinkinazové domény, hlavné juxtamembranové &asti, ktera se u rakoviny plic
vyskytuje zhruba ve 12 % pfipadd (Peruzzi et Bottaro, 2006). Amplifikace C-MET byly
popsany u karcinomu prsu, vajecniku, kolorektalniho karcinomu, melanomu, osteosarkomu
(Qiao et al., 2002) a v neposledni fadé v 4-7 % pfipadd u NSCLC (Cappuzzo et al., 2009).

2.3.3Signalizace

Vazbou HGF na C-MET dochazi k autofosforylaci dvou tyrozinovych zbytkd (Y1234
a Y1356) v aktivatni smycce, ktera reguluje kinazovou aktivitu. Takto se zformuje
multifunkéni dokovaci misto, na které se mohou vazat intracelularni adaptory pomoci Src
,homology-2“ domény a dalSich rozpoznavacich motivli, coz vede k signalizaci (Corso
et al., 2005). Mezi adaptorové proteiny a substraty patfi Grb2, Gab1, PI3K, fosfolipaza C-y,
Shc, Src, Shp2, Shipl, signalni transduktor a aktivator transkripce 3 (Gentile et al., 2008).
Gab a Grb2 jsou dulezitymi efektory a pfimo interaguji s receptorem. Pfima vazba Grb2
do dokovaciho mista C-MET Y1356 reguluje postup bunécného cyklu. Gabl se pfimo vaze
na C-MET nebo nepfimo pomoci Grb2, coz spousti morfogenezi v epitelialnich
a vaskularich endotelialnich burikach. Gabl tyrosylfosforylaci C-MET aktivuje druhého
posla PI3K, tim dochazi k postupu v bunééném cyklu, k ochrané pfed apoptézou a zvySené
motilité (Rosario et Birchmeier, 2003). Odpovédi na HGF je prodlouzena fosforylace Gab1,
zatimco jiné rustové faktory zplsobuji rychlou pfechodnou fosforylaci. Prodlouzena
odpovéd aktivuje transduktory a zapina proces morfogeneze, viz obr. 3 (Gentile et al.,
2008). Tim dochazi ke vzniku a vyvoje nadorového onemocnéni. Hlavnim induktorem
procesu morfogeneze je cigaretovy kouf, spousti overexpresi HGF v rakovinnych burikach

plic a dale diferenciaci a proliferaci bunék (Beau-Faller et al., 2008).
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Obr. 3: Signalizace onkogennim C-MET se nejCastéji aktivuje abnormalni parakrinni stimulaci HGF a naslednou
receptorovou overexpresi nebo autokrinni produkci HGF, receptorovou mutaci, genovou amplifikaci nebo
pfestavbou. ZvySena bunécna proliferace, preZiti, motilita a degradace matrix jsou disledkem aktivace drah
podilejicich se na nadorovém rlstu, invazivité a metastazovani. Pfevzato z Peruzzi et Bottaro, 2006.

2.3.4C-MET a adheze bunék

Béhem vzniku metastatického karcinomu musi vznikajici nadorové burky potlagit
adhezivni sily udrzujici epitelialni buiky v multicelularni organizaci. Dojde k reorganizaci
integrind a ke zméné vazby k bazalni membrané, ktera epitelialni buriky déli od okolni
pojivové tkané. Bunka vytvofi proteolytické defekty jak v bazalni membrané, tak v matrix,
coz umozni migraci a vstup do krevniho fecisté (Trusolino et Comoglio, 2002).

Morfogenetické zmény jsou shrnuty na obr. 4.
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Obr. 4: Aktivace C-MET v normalnim epitelu zavisi na parakrinni stimulaci HGF. Epitelialni bunky za&inaji
nekontrolované proliferovat kvuli mutaci C-MET, overexpresi a produkci HGF- dependentni autokrinni smycky.
PFi progresi nadoru vede aktivace C-MET k rozruSeni vazeb burika-burika a infiltraci do krevniho Fecisté.
Pfevzato z Trusolino et Comoglio, 2002.

Intracelularni adheze je primarné zprostfedkovana pomoci adherentnich spoja.
V téchto mistech je fyzické pfipojeni realizovano transmembranovymi kadheriny, které jsou
pfipojeny k cytoskeletu kateniny. Kateniny formuji leSeni pod membranou, ktera strukturné
a funkéné spojuje kadheriny k aktinovym mikrofilamentiim (Nagafuchi, 2001). HGF spousti
destabilizaci adherentnich spoju transkripéni downregulaci kadherind (Miura et al., 2001),
a redistribuci kadherin-kateninovych komplext z aktinového cytoskeletu na rozpustné
frakce membrany (Balkovetz et Sambandam, 1999). Kadherin-kateninové komplexy jsou
rozpoustény matrixovymi metaloproteinazami (Davies et al., 2001) nebo dochazi k disrupci
strukturni integrity adherentnich spojli pomoci tyrozinové fosforylace katenint (Shibamoto
etal., 1994).
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HGF zeslabuje shlukovani rakovinnych bunék, usnadnuje jejich disociaci a rozptyl
(Trusolino et Comoglio, 2002). Po uvolnéni do okoli mohou nadorové bunky ziskat
schopnost rozpoznat modifikované extracelularni prostfedi pomoci vystaveni univerzalnich
adhezivnich receptorl, a to bud expresi novych integrin nebo funkéni aktivaci uz
vystavenych ale dormantnich integrint (Plow et al., 2000). HGF silné ovliviiuje bunécénou
strategii upregulaci transkripce integrind (Nebe et al., 1998) a stimulaci jejich agregace
v mistech bohatych na aktin beze zmény poctu integrinovych molekul v membrané
(Trusolino et al., 2000). Zminéna pozitivni modulace syntézy integrinl anebo avidita
pomuze rozeznat receptorové ligandy. To umozni rakovinnym burikam pfeziti a migraci,
aniz by doSlo ke smichani s bufkami epitelidlniho pavodu (Trusolino et Comoglio, 2002).
HGF hraje dualezitou roli v regulaci proteolyzy matrixovymi metaloproteinazami. Toho je
dosazeno zesilenim transkripCni hladiny velkého poc€tu matrixovych metaloproteinaz

a stimulaci pfemény jejich prekurzort na aktivni formy enzymu (Rosenthal et al., 2002).

2.3.5Cilena lécba

Lécba C-MET pozitivnich pacientd maze byt na zakladé znalosti C-MET signalizace
rozdélena do 3 skupin: antagonismus interakce ligand-receptor, inhibice tyrozinkinazové
katalytické aktivity a blokovani interakci receptor-efektor (Peruzzi et Bottaro, 2006). Inhibuji
transaktivaci receptoru a tim aktivaci efektor. Nej¢astéjSim léEba amplifikace/overexprese
C-MET je pomoci na nizkomolekularnich kinazovych inhibitorll a monoklonalnich protilatek.
Kinazové inhibitory jsou zaloZzeny na prevenci vazby ATP na C-MET. V soucasné dobé jsou
nejdiskutovanéj§imi  tyrozinkindzovymi inhibitory crizotinib, tivatinib, cabozantinib
a monoklonalni protilatka s nazvem onartuzumab.

Cabozantinib je dualni inhibitor VEGFR2 a C-MET. U&inek kombinace cabozantinibu
a erlotinibu je porovnavan s ucinkem samotného erlotinibu ve fazi I/ll klinické studie. Tento
inibitor inhibuje angiogenezi a metastaze u NSCLC vykazujiciho deregulaci C-MET. DalSim
inhibitorem je tivantinib, ktery je ve fazi Ill klinického testovani. Sequist et al. vydali v roce
2011 studii o klinické fazi Il zahrnujici 167 pacientd s NSCLC. Pacientiim byl podavan
erlotinib+tivantinib (ET) a erlotinib+placebo (EP). Obdobi bez znamek progrese bylo u ET
3,8 mésice a u EP 2,3 mésice. U pacientl Ié€enych ET byla zna¢né prodlouzena doba
vzniku novych metastazi (7,3 vs. 3,6 mésicu). Dale byla pozorovana lepsi odpovéd
pacientd s mutacemi v KRAS lé€enych ET v porovnani s EP. Ze 167 pacientd byli 2 pacienti
s pravou amplifikaci v C-MET a zvySeny pocCet kopii (= 4 kopie/buriku) byl nalezen u 37
pacientd. Uginek ET se zvy$oval s podétem kopii pro C-MET. Kombinace erlotinibu

a tivantinibu muze prodlouzit obdobi bez znamek progrese, prodlouzit pfeziti a ¢as vzniku
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metastazi v porovnani s erlotinibem samotnym. DalSim léCivem je crizotinib, ten je
v soucasné dobé ve fazi I/ll klinické studie. Sleduje se ucinek erlotinibu v kombinaci
s crizotinibem v porovnani se samotnym erlotinibem. Onartuzumab je ve fazi lll klinického
testovani, jeho ucinky byly potvrzeny ve fazi Il klinického testovani, kde bylo obdobi bez
znamek progrese (PFS) 2,9 mésicl u skupiny s onartuzumabem vs. 1,5 mésice u skupiny,
kterd obdzela erlotinib+placebo (u C-MET pozitivni skupiny). Dal8i klinické studie probihaji
v kombinaci s erlotinibem, bevacizumabem/pemetrexed a paclitaxelem s platinou (shrnuto
v Koudelakova et al., 2013).

24 EML4 - ALK (echinoderm microtubule-associated protein-like 4 —

anaplastic lymfoma kinase)

Poprvé byl EML4 popsan Heidebrechtem et al. v roce 2000, kdyz nalezl overexpresi
EML4/ROPP120 béhem mitézy. EML4 lezi na chromozomu 2p21 a fadi se do rodiny
»echinodermal microtubule associated protein-like" proteind lokalizovanych v cytoplazmeé.
EML4 ma velikost 120 kDa (Pollmann et al., 2006) a je mu pfipisovana zakladni role
v proliferaci bunék a v bunééném preziti (Radtke et al., 2010). Je nezbytny pro spravny
vznik mikrotubult (Inamura et al., 2008) a sestaveni vieténka u nové vznikajicich bunék.
Supresi EML4 transkripce pomoci RNA interference dochazi k dramatickému snizeni
proliferace uz po 72 h od transfekce a zaroven dochazi ke zvySeni poltu apoptotickych
bunék (Pollmann et al., 2006).

ALK byl poprvé objeven ve fuznim genu s nukleofosminem NPM1 u anaplastického
velkobunééného lymfomu, coz dalo tomuto genu nazev (Morris et al., 1994). ALK lezi
v chromozomalni oblasti 2p23, kéduje tyrozin kinazovy receptor a je €lenem inzulinové
superrodiny. ALK je fyziologicky exprimovana jen v nervovém systému, tenkém stfevé
a varlatech (Reungwetwattana et al., 2012). ALK a EML4 se vyskytuji na kratkém rameni
chromozomu 2, jsou oddéleny 12 Mb a jsou orientovany opacnymi sméry (Koivunen et al.,
2008).

Fuzni gen EML4-ALK poprvé popsali Soda a kol. vroce 2007 pomoci tvorby
retroviralni komplementarni cDNA expresni knihovny ze vzorku adenokarcinomu plic. Jedna
z amplifikovanych cDNA méla délku 3 946 bp a obsahovala otevieny C&teci ramec
pro protein tvofeny 1 059 aminokyselinami. Tento protein mél aminoterminalni d&ast
shodnou s lidskym EML4 a karboxyterminalni ¢ast odpovidala intracelularni doméné lidské
ALK. CDNA byla odvozena z fuzniho produktu gentt EML4 a ALK. Fuze EML4-ALK vznikla
na zakladé malé inverze kratkého ramene chromozomu 2. Transformujici potencial fuzniho

genu EML4-ALK byl demonstrovan za pouziti plazmidd pro EML4-ALK, které byly
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pfeneseny do mysich fibroblastl 3T3. U mysSi byly transfekované 3T3 bunky dokonce
schopny formovat podkozni tumory. Na zakladé této prace byl fuzni transkript EML4-ALK
detekovan u 5 ze 75 NSCLC pacientq, tj. 6,7 %. Zpocatku se prfedpokladalo, Ze fuze EML4-
ALK se vyskytuje jen u NSCLC. AvSak pomoci RT-PCR bylo prokazano, ze EML4-ALK fuze
je detekovana u 2,4 % karcinomu prsu, 2,4 % kolorektalniho karcinomu a 4 % NSCLC.
Fuzni gen EML4-ALK Casto doprovazi mutace v EGFR a KRAS (Brandao et al., 2012).

2.4.1Varianty inverzi/translokaci

K inverzi nedochazi pokazdé na stejnych mistech, proto vznikda mnozstvi variant
EML4-ALK (obr. 5). Varianty vzdy obsahuji intracelularni tyrozinkinazovou doménu ALK
od exonu 20 az 29 (Takeuchi et al., 2008). EML4 je variabilné pfipojen a vznikaji tim rdzné
varianty EML4-ALK. Tzv. coiled-coil doména uvnitf EML4 je pfitomna u vSech variant, je
nezbytna a dostacujici pro transformujici aktivitu EML4-ALK. Zfejmé je to zpusobeno diky

dimerizaci fuzniho proteinu.

A EML4-ALK

E13;A20 B EML4 ALK [
E6:A20 B Emu4 ALK I
E20,A20 | | EML4 ALK 1
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E2;A20 B EmL4 ALK ]
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Obr. 5: Rizné varianty EML4-ALK a dalSich fuznich partnerG. A — razné varianty EML4-ALK, nomenklatura
odkazuje ktranslokovanému exonu EML4 do exonu ALK. B - frekvence raznych EML4-ALK variant.
Pfevzato z Sasaki et al., 2010.

21



Dosud bylo objeveno vice nez 13 variant ALK prestaveb a vétSina znich je
onkogennich. Nejcastéjsi variantou inverze je E13;A20 a E6a/b;A20 — tj. varianty 1 a 3a/b.
Tyto dvé varianty EML4-ALK byly detekovany u 33 % a 29 % pacientd s NSCLC. ALK je
v8ak schopno fuzovat nejen s EML4, ale také s TGF, KIF5B, KLC1 a tyto proteiny také
fuzuji s intracelularni doménou ALK (Sasaki et al., 2010 a Togashi et al., 2012). Nékolik
EML4-ALK fuznich variant i fuzni partnefi, jako je napfiklad KIF5B, bylo popsano u NSCLC

a vykazuji transformuijici aktivitu (Brandao, 2012).

2.4.2 Signalizace

ALK se sklada jako vSechny kinazy zintracelularni domény vazajici ligand,
transmembranoveé oblasti a intracelularni domény. Za fyziologickych podminek indukuje
ligand homodimerizaci ALK vedouci k transfosforylaci a kinazové aktivaci (Shaw
et Solomon, 2011). Inverze chromozomu 2p vede k vytvofeni EML4-ALK fuzniho onkogenu
(obr. 6). Kédujici protein obsahuje N-terminalni konec EML4 a intracelularni katalytickou
doménu z ALK. Nahrazeni extracelularni a transmembranové domény ALK oblasti EML4
ma za nasledek dimerizaci kinazové domény bez aktivace ligandu a tudiz zvySeni jeji
katalytické aktivity (Soda et al, 2007). Tato translokace zpUsobuje aktivaci
downstreamovych onkogennich signalnich drah, jakymi jsou aktivace STAT3, AKT/PI3K
a RAS/ERK drah, které Fidi bunéénou proliferaci, pfeziti a bunéény cyklus (Mossé et al,,
2009).
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Obr. 6: Schématicky vznik EML4-ALK fuzniho onkogenu a jeho dowstreamové signalni drahy. Vznik EML4-ALK
inverzi chromozomu 2p. Fuzni protein je exprimovan a aktivuje signalni drahy, jako jsou Ras/Mek/Erk
a PI3K/Akt. Uloha STAT3 signélni drahy u EML4-ALK pozitivniho NSCLC je dosud neznama.
Pfevzato z Shaw et Solomon, 2011.

2.4.3Znaky nadoru s ALK prestavbou

Typicky pacient s EML4-ALK pfestavbou ma adenokarcinom, je nekufak nebo lehky
kurfak a ma nizsi vék nez typicky pacient s karcinomem plic (Sasaki et al., 2010). Existuji
i vyjimky. Fuze ALK byla detekovana i u starSich pacientl (76 let) s kufackou minulosti
(Rodig et al., 2009). ALK prestavba je také ve vétsiné pfipadl mutacné exkluzivni s mutaci
EGFR s KRAS.

Adenokarcinomy s EML4-ALK prestavbou jsou histologicky velmi rdznorodé,
obsahujici od acinarnich az po dokonale kulaté bunécné shluky s produkci hlenu. Acinarni
usporadani je nejCastéjsi u adenokarcinomU asijské populace, zatimco kulovité buriky se
vyskytuji u kavkazské populace. Pacienti ze zapadnich zemi vykazuji nadorové buriky se
vzory podobnym listim, které jsou jednoduse odliSitelné od acinarniho, papilarniho
a bronchoalveolarniho schématu. Nadory s pfestavbou EML4-ALK jsou charakterizovany
bunkami s pfebytkem intracelularnino mucinu a malym jadrem odsunutym ze stifedu.
VétSina nador( s prestavbou ALK (>60 %) ma znaky rastu solidniho nadoru s >10 %

kulatymi (,signet ring") bufikami znazornénymi na obr. 7 (Sasaki et al., 2010).
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Obr. 7: Patologicka charakteristika EML4-ALK u NSCLC. NSCLC je charakterizovano burnkami
vetvaru prstence (signet ring: viz Sipka): A - zvétSeni 40x, B - zvétSeni 1000x.
Pfevzato z Sasaki et al., 2010.

2.4.4Diagnostika

Pro detekci EML4-ALK prestavby u NSCLC se vyuziva nejCastéji reverzni transkripéni
PCR (RT-PCR), imunohistochemie (IHC) a fluorescencni in situ hybridizace (FISH). RT-
PCR je vyuzivana pro extrémni citlivost pfi detekci mutovaného transkriptu. Avsak jak jiz
bylo zminéno, existuje vice nez 13 variant, a proto musi byt RT-PCR multiplexni
a obsahovat primery pro vS8echny varianty. Problémem této detekce je uchovani biopsie
pacientl. Bézné je bioptovana tkan fixovana formalinem a zalita do parafinového bloku
(,FFPE tissue™). RNA izolovana z tohoto materialu je vysoce degradovana a neni pro PCR
metodiku nejvhodnéjsi. DalSi metodou je fluorescenéni in situ hybridizace (FISH),
vyuzivajici hybridizace fluorescentné znalenych DNA sond (prob) na cilovou DNA
vySetfovaného vzorku. Na testovani se vyuzivaji break-apart €i translokacni proby.
PFi pouziti break-apart sondy je gen ALK oznacen z kazdé strany zlomu nahybridizovanou
sondou s jinym fluoroforem (napf. Spectrum Orange a Spectrum Green). Fyziologicky ALK
Ize tedy pozorovat jako dvoubarevnou ,dvojtecku”. Dojde-li k rozstépeni ALK, signaly se
od sebe oddali a Ize je pozorovat oddélené (obr.8 A, B). Druhym typem je translokacni
sonda: pfi jejim pouziti lze detekovat pouze zvoleny typ translokace. ALK gen
a translokacni partner (v 99 % EML4) jsou oznaceni nahybridizovanim sond s rdznymi
fluorofory. Ve fyziologickém vzorku lze signaly téchto sond pozorovat oddélené. Dojde-li
k translokaci, oba translokacéni partnefi se k sobé pfiblizi a signaly tvofi dvojte¢ku (obr. 8 C,
D). IHC vyuziva vazby protilatek na tumor-specifické antigeny (Sasaki et al., 2010). Citlivost

imunohistochemické analyzy zavisi na faktorech, kterymi jsou klon protilatky a pouzita
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detekéni metoda (Brandao et al., 2012). IHC metoda ma vyhody jako jsou nizké naklady,
jednoduchost a teoretické stanoveni vSech variant. Wallander et al. vSak popisuje, ze
komercni protilatky postradaji citlivost k detekci EML4-ALK fazniho proteinu - hlavné
u varianty 1. To je zfejmé zpusobeno mensi mirou exprese nez u varianty 3. V soucasné

dobé je pro indikaci cilené Ié€¢by doporucena detekce ALK prestavby pomoci FISH.

A B

Obr. 8: Detekce fuzniho genu EML4-ALK pomoci fluorescenéni in situ hybridizace. A,B- break apart sonda: A-
genotyp bez prestavby; B-pfestavba genu EML4-ALK. C, D: translokac¢ni sonda: C-fyziologicky stav, D-
translokace EML4-ALK. Prevzato z Koudelakova et al., 2012.

2.4.5Léc¢ba a progndza

Priimérné preziti pacientl s nelé¢enym metastazujicim NSCLC je jen 4 az 5 mésic;
pouze 10 % pacientl zije déle nez 1 rok. Chemoterapie u pokrocilého NSCLC je ¢asto
povazovana za neefektivni nebo dokonce pfili§ toxickou. AvSak analyzy ukazaly, Ze

v porovnani s podpurnou Ié€bou poskytuje chemoterapie vysSi preziti pacientl s pokrocilym
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stadiem NSCLC. Chemoterapie redukuje symptomy a zlepSuje kvalitu zivota (Schiller et al.,
2002).

Ackoli je hlavnim pilifem |éCby NSCLC cytotoxicka terapie, hraji zde ¢im dal vétsi roli
tyrozin kindzové inhibitory. Farmakologicka inhibice EML4-ALK vyuziva inhibitory
k downregulaci Ras/Mek/Erk, PI3/Akt a k apoptéze. EML4-ALK translokace se vyskytuji
Casto spole¢né s EGFR nebo KRAS mutacemi. Tento vyskyt ma za nasledek rezistenci
a Spatnou odpovéd na EGFR tyrozinkinazové inhibitory (Shaw et al., 2009). Crizotinib je
dualni inhibitor fosforylace ALK a C-MET, ktery ma slibné vysledky v Ié¢bé pacientu
s tumory vykazujicimi pfestavbu ALK. V druhé fazi testovani bylo pacientim podavano 250
mg tohoto léCiva dvakrat denné ve 3-tydennim cyklu. PfeZiti jednoho roku bylo dosaZeno
u74 % pacientd a preziti dvou let u 54 % pacientll (Shaw et al., 2011). Na zakladé
pozitivnich vysledku 1éEby byl crizotinib v roce 2012 schvalen v Evropé jako IéCivy pfFipravek

NSCLC se zvySenou expresi ALK.

2.5 EGFR (receptor epidermalniho ristového faktoru)

EGFR patfi spolu s HER2 (c-erbB-2), HER3 (c-erbB-3), a HER (c-erbB-4) do rodiny
c-erbB (HER) receptorl. EGFR je 170 kDa glykoprotein skladajici se z extracelulatmi
transmembranové a intracelularni domény s tyrosinkinazovou funkci (Yarden et Sliwkowski,
2001). EGFR je specificky tyrozinkinazovy receptor, jehoz gen je umistén v chromozomaini
oblasti 7p12 (RefSeq). EGFR byl objeven v roce 1975, v 80. letech byl osekvenovan a poté
oznacen jako tyrozinkindzovy receptor (shrnuto v Brand et al., 2011). Patologicka aktivace
overexpresi, mutaci a/nebo iniciaci autokrinni produkce ligandu, hraje dulezitou roli
v karcinogenezi a progresi nadoru. Mutace genu EGFR se poji s bunécnou proliferaci,
bunécnym rustem, invazivitou, metastatickym Sifenim, apoptézou a nadorovou angiogenezi
(Brandao et al., 2012). Overexprese EGFR se vyskytuje u vétSiny solidnich tumorud véetné
karcinomu prsu, krku a hlavy, NSCLC, ledvin, vaje¢nikl a stfev (Herbst et Langer, 2002).
Overexprese receptoru se v malé mife vyskytuje i u karcinomu mocového méchyfe, slinivky
bfiSni a gliomu (Salomon et al., 1995). Vlivem zmnozeni receptor0 EGFR je generovan
signal a aktivovany downstreamové signalni drahy, coz zplsobuje agresivni a invazivni rst
bunky (Ethier, 2002). U NSCLC dochazi v zavislosti na histologii ve 40-80 % pfipadu
k overexpresi EGFR (Fujino et al., 1996). Dale dochazi asi v 10 % pfipadd k mutacim
v EGFR u pacientl s NSCLC (Paez et al., 2004).

K dal$im ligandim vazajicim se na EGFR patfi transformujici rlstovy faktor-a,
amphiregulin, heparin-vazebny EGF a betacelulin (Salomon et al., 1995). Po navazani
ligandu dochazi na povrchu buriky k homodimerizaci nebo k heterodimerizaci, nej¢astgji
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s HER2 (Bazley et Gullick, 2005), k autofosforylaci intracelularni domény EGFR (Franklin
et al., 2002) a ke spusténi signalni drahy do buriky (Herbst, 2004).

2.5.1 Struktura

Extracelularni doména obsahuje dvé domény bohaté na cystein (C1 a C2) a dvé
domeény bohaté na leucin (L1 a L2). Spolu tvofi ligand vazebnou doménu s délkou cca 620
aminokyselin. Intracelularni doména ma délku 542 aminokyselin a obsahuje
juxtamembranovou doménu slouzici primarné jako misto zpétnovazebného oslabovani
proteinkinazou C a ERK MAP kinazami. Je prokazano, ze motiv v této oblasti mize vazat
i G proteiny (Sun et al, 1997). Na tuto Cast navazuje asi 250 aminokyselin dlouha
tyrozinkinazova doména. Jeji karboxyterminalni cast obsahuje pét autofosforylacnich
motiva, které spojuji proteiny obsahujici SH2 a PTB domény. Karboxyterminalni Cast
funguje také jako autoinhibiéni substrat - pfi nedostatku nebo odstranéni jeji ¢asti neni

ligandem aktivovany EGFR schopen fosforylovat substrat (Songyang et al., 1993).

2.5.2 Mutace

Z dlvodu jejich vztahu ke klinické odpovédi na tyrozinkinazové inhibitory jsou mutace
EGFR nejlépe charakterizované mutace u NSCLC. Mutace vtomto misté se nazyvaji
aktivaénimi mutacemi, protoze vedou k ligand-independentni aktivaci EGFR receptoru.
AktivaCni mutace jsou mnohem Castéj§i u Asiatek, nekufaCek a pacientek
a s adenokarcinomem (Janne et Johnson, 2006). Aktivacni mutace v genu pro EGFR byly
nalezeny v prvnich C&tyfech exonech (18-21) tyrozinkinazové domény (Shigematsu et
Gazdar, 2006; Kumar et al., 2008). Tyto mutace se déli do tfi skupin. Prvni skupinou jsou
in frame delece v exonu 19, ten koduje ¢ast kindzové domeény. Druhou skupinou jsou
jednonukleotidové substituce, které zplUsobuji zaménu aminokyselin. Prevazujici
jednonukleotidova mutace se nachazi v exonu 21, kde dochazi k substituci argininu
za leucin na kodonu 858 a cita asi 41 % EGFR tyrozinkinazovych mutaci. DalSi mutaci
druhé skupiny je zaména glycinu-719 za serin, alanin nebo cystein se zhruba 4% vyskytem.
DalSich missense mutaci je asi 6 %. Treti skupinou mutaci jsou ramcové duplikace anebo
inzerce v exonu 20 Citajici 5 % (Sharma et al., 2007). NejvyznamnéjSi sekundarni mutaci je
zaména threoninu za metionin v exonu 20 z treoninu na metionin. Jeji oznaceni je T790M
a je spojena s rezistenci na EGFR tyrozinkinazové inhibitory - gefitinib a erlotinib. Zminéna
mutace je umisténa v ATP-vazebné kapse, ktera je kritickym mistem vazby inhibitoru,

a proto je tato vazba oslabena (Kobayashi et al., 2005).
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DalSim typem patologické aktivace EGFR muize byt amplifikace genu. Amplifikace
EGFR jsou spojeny s vysokym stupném rakoviny a jejich vyskyt je malo €asty u primarnich
Iézi rakoviny (Yatabe et al., 2008). EGFR mutace jsou €astym fenoménem a amplifikace
EGFR se muze vyskytnout béhem progrese rakoviny. Asi 30 % az 60 % pacientl
s pokroCilym NSCLC vykazuje zvySeny poCet EGFR (Reungwetwattana et al., 2012) -
v pfipadé kdy je pomér genu EGFR ku chromozomu 7 = 2,1 (Hirsch et al., 2003).
Nejnovejsi studie prokazuji, ze vysoka amplifikace genu EGFR je spojena s dobrou
odezvou na tyrozinkinazové inhibitory (Wang et al., 2013).

V dnedni dobé& se k vySetifeni EGFR amplifikaci nej¢astéji pouziva FISH metoda.
ZvySené mnozstvi kopii EGFR je spojeno s dobrou odpovédi na tyrozinkinazové receptory,
zastavenim progrese nadoru a prezitim pacienta. Liang et al. potvrdili spojitost mezi
poctem kopii EGFR a mutacemi v tomto genu. Dale prokazali, ze exprese proteinu
pro EGFR koreluje s po¢tem kopii EGFR a jeho mutacemi (Liang et al., 2010).

2.5.3Signalizace

Signalni diverzita je u EGFR zplUsobena vysokym poétem EGFR ¢&lent, velkym
repertoarem ligand a kombina¢nimi moznostmi dimerizace receptortd. Bunky NSCLC
produkuji a uvolfiuji mnoho ligandi EGFR (Volante et al., 2007). lzoformy umisténé
v membrané a rozpustné rastové faktory mohou za ur€itych podminek fungovat také jako
biologicky aktivni ligandy. Pravé tyto ligandy mohou indukovat autokrinni, parakrinni anebo
endokrinni signalizaci (Singh et Harris, 2005). U NSCLC je nejCastéji overexprimovan
epiregulin (Zhang et al., 2008), vazbou na EGFR nasleduje aktivace receptoru, receptorova
dimerizace, aktivace intracelularni tyrozinkinazy a signalizace. Abnormalni aktivace EGFR
a signalizace do buriky je nékolikastupfiova signalni sit, jejiz vysledkem je proliferace
bunék, apoptéza, angiogeneze a metastaze. Existuje nékolik mechanizm( vedoucich
ke stalé aktivaci receptoru - overexprese a mutace receptoru, ligand-dependentni a ligand-
independentni mechanizmy, kone¢na fosforylace kliCovych tyrozinovych zbytkd a aktivace
cytoplazmatickych substrat (shrnuto v Lurje et Lenz, 2009). Tyto pochody jsou provadény
aktivaci drah Ras/Raf/MEK, PLCy, PI3K/Akt a STAT (Nyati et al., 2006). Drahy zpusobujici

transformacni zmény bunék u NSCLC jsou shrnuty na nize uvedeném obr. 9.
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Obr. 9: Shrnuti bunéCnych drah, které jsou iniciovany vazbou ligandu na EGFR a jejich G€inek na bunku.
Prevzato z Nyati et al., 2006.

2.5.4Translokace EGFR do jadra

Jaderna lokalizace EGFR byla poprvé popsana v regenerujicich hepatocytech
u primarniho adenokarcinomu. Vysoké hladina EGFR v jadfe byla detekovana i u dalSich
nadoru jakymi jsou napfiklad rakovina kize, prsu, moCového méchyre, délozniho Cipku,
adrenokortikoidniho karcinomu, $titné zlazy a dutiny ustni (shrnuto v Brand et al., 2011).
PFesny mechanismus endocytézy EGFR z cytoplazmatické membrany do jadra neni dosud
zcela prozkouman. Jaderné lokalizacni sekvence jsou umistény v intracelularni ¢asti a jejich
dalsi vyuziti je pfi internalizaci receptoru (Hsu et Hung, 2007). Mezistupen pfenosu je
prechod pres Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum (Wang et al., 2010). Internalizace
EGFR a jeho transport do jadra probiha ¢astéji nez jeho degradace nebo zpétna recyklace
na bunécény povrch. Spojkou je PIKfyve, ktera fidi endozomalni dynamiku a intracelularni
pfenos EGFR do bunky (lkonomov et al.,, 2003). Nasleduje klasicky cytoplazmaticko-
nuklearni transport, kde proteiny obsahujici jaderné lokaliza¢ni sekvence formuji komplexy
s importiny. Ty interaguji s nukleoporiny a vazbou importinu do Sec61 na vnitfni jaderné
membrané dochazi ke vstupu do jadra (Harel et Forbes, 2004). EGFR neobsahuje DNA

vazebnou doménu, a proto se vaze na jiné transkripCni faktory. Bylo zji§téno, ze EGFR
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funguje jako koaktivator minimalné sedmi gend podporujicich vznik onkologického
onemocnéni - cyklinu D1, NO syntazy, B-Myb, aurora kinazy A, cyklooxygenazy 2, c-Myc
a breast cancer resistant proteinu BCRP (Brand et al., 2011).
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Obr. 10: Shrnuti pfesunu EGFR do jadra. Pfevzato z Brand et al., 2011.

2.5.5Lécba a prognéza

Nadory s patologicky aktivovanym EGFR se €astéji vyskytuji u Asiatld nez u neasijské
rasy (30 % vs. 8 %), u Zen nez u muzu (59 % vs. 26 %), u nekufaku nez u kufakd (66 % vs.
22 %) a u adenokarcinomud nez u ostatnich podtypt NSCLC (49 % vs. 2 %) (Brandao et al.,
2012).

Lécba EGFR pozitivnich pacientl se déli na dvé hlavni kategorie. Prvni kategorii jsou
humanizované formy monoklonalnich protilatek, které zabrafuji vazbé ligand-receptor.
Druhou kategorii jsou malé molekulami inhibitory tyrozinkinaz. Monoklonalni protilatky se

vazou na extracelularni doménu, a tim zabranuji vazbé ligandu na receptor (Baselga,
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2002). Tyrozinkinazové inhibitory erlotinib a gefitinib se reverzibilné vazou do ATP vazebné
kapsy. Tim zabranuji vazbé ATP a fosforylaci a signalizaci do bunky (Gazar et Mina, 2005).

V8echny somaticky aktivované mutace EGFR se vyskytuji v ATP-vazebné kapse
v tyrozinkinazové doméné, coz je vazebné misto tyrozinkinazovych inhibitort, kterymi jsou
erlotinib a gefitinib. Gefitinib byl v ¢ervhu 2009 schvalen jako |éCivo pro pacienty
s aktivaénimi mutacemi v EGFR. Objektivni odpovédi byly popsany u 10 - 20 % pacientl
v klinickych testech (Miller et al., 2004). Erlotinib vykazuje protinadorovou aktivitu
v preklinickych studiich faze I, Il a Ill. Erlotinib byl v roce 2004 poprvé oficialné pouZit jako
lé¢ba EGFR pozitivnich nadora. Preziti jednoho roku bylo u erlotinibu stanoveno na 31 %
(shrnuto v Koudelakova et al., 2013). Ackoli malé molekuly, gefitinib a erlotinib snizuji
tyrozinkinazovou aktivitu EGFR a maji velkou ucinnost (Sharma et al., 2007), dochazi
u pacientd béhem 6 mésict az dvou let k vyvinuti ziskané rezistence (Oxnard et al., 2011).
Okolo 50 % pacientd s NSCLC, ktefi byli 1é€eni v prvni linii, si vyvinulo rezistenci na Iécivo
vznikem sekundarni missens mutace v tyrozinkinazové doméné EGFR. Nej¢astéjSi mutaci
(>90 %) je substituce T790M, ktera byla popsana jiz vySe. | nékteré dalSi mutace jako
D761Y a T854A zpUsobuiji rezistenci na prvni generaci tyrozinkinazovych inhibitor(i (shrnuto
v Ma et al., 2012).

2.6 FGFR (receptor fibroblastového rastového faktoru)

FGFR je tyrozinkinazovy receptor, jehoz ligand patfi do rodiny fibroblastovych
rstovych faktord, jez jsou zapojeny do mnoha fyziologickych procesl v€etné angiogeneze,
organogeneze, vyvoje tkani a endokrinni signalizace (Beenken et Mohhamadi, 2009). Gen
pro FGFR1 lezi v chromozomalni oblasti 8p12. Ve 20 % pfipadu je vysoka exprese FGFR1
spojovana se zvySenym poctem kopii geni FGFR1 u SCC u kufaka (Kohler et al., 2012).
V nékolika pfipadech jsou uvadény bodové mutace ve FGFR2 u SCC (Davies et al., 2005).
Signalizace pomoci FGFR je zapojena do autokrinni signalizacni smyc¢ky, ktera vede
k proliferaci nadorl a jejich angiogenezi (Marek et al., 2009). Disregulovana signalizace
byla nalezena také u nékolika malignit. Amplifikace, bodové mutace nebo translokace
pfispivaji ke karcinogenezi zvySenou proliferaci, antiapoptézou, bunénou migraci
a angiogenezi (Turner et Grose, 2010).
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2.6.1 Struktura

FGFR tyrozinkinazy jsou kédovany 4 geny (FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4), avsak
z duvodu existence alternativniho mRNA splicingu se objevuje i mnoho izoforem
ilustrovanych na obr. 11 (Beenken et Mohhamadi, 2009). FGFR1 az FGFR4 se skladaji
z extracelularni ligand vazebné domény, transmembranové domény a cytoplazmatické
domeény, ktera obsahuje katalytické tyrozinkinazové jadro spolu s regulaénimi sekvencemi
(Schlessinger, 2000). Extracelulari doména je sloZena z 2 az 3 imunoglobulinu podobnych
vazebnych smycCek (Grose et Dickson, 2005) oznaéenych jako D1 - D3. Mezi D1 a D2 je
sedm az osm kyselych zbytk( nazyvanych "kysely box". Jedna se o konzervované pozitivné
nabitou oblast (Schlessinger et al., 2000). Cytoplazmaticka doména FGFR obsahuje nékolik
regulanich sekvenci. Juxtamembranova doména je mnohem delSi nez u jinych
tyrozinkinaz. Tato oblast obsahuje vysoce konzervované sekvence, které slouzi jako
vazebné misto pro fosfotyrozinvazebné domény proteind FRS2a a FRS2B (Ong et al.,

2000).
FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4

I ll |
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Obr. 11: Izoformy vyskytujici se u obratlovcl. Extracelularni doména se sklada ze tfi imunoglobulinovych
smycek (Igl-1ll) a "kyselého boxu" (AB). Alternativni splicing u Iglll je zvyraznén modrou barvou. Nasleduje
transmembranova doména (TM) a intracelularni sekvence enzymatické ¢asti tyrozinkinazy (TKI, TKII).
Prevzato z Mason, 2007.

Prvni FGF byl objeven jako mitogen pro kultivované fibroblasty (Gospodarowicz,
1974). Existuje 18 savcich FGF, které jsou na zakladé homologie a fylogeneze uskupeny
do 6 podrodin. BEhem embryonalniho vyvoje a v dospélém organizmu zprostifedkova FGF
mnoho bunélnych odpovédi. V morfogenezi hraje roli u embryonalniho vyvoje tim, ze
reguluje vyvoj nervového systému, bunéénou proliferaci, diferenciaci a bunécnou
migraci. V dospélém organizmu reguluje opravu tkani, hojeni ran a angiogenezi u nadoru

(Beenken et Mohammadi, 2009).
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2.6.2Varianty

Ruzné FGFR izoformy obsahuji extracelulami doménu se dvéma nebo tfemi
imunoglobulinm podobnymi doménami. Rozpustné sekretované izoformy, stejné jako
alternativni splicing ve tfeti imunoglobulinGm podobné doméné D3, méni ligand vazebnou
specifitu (Yayon et al., 1992). Alternativni sestfih D3 existuje u FGFR1-3, ale nevyskytuje se
u FGFR4. Exon 7 u FGFR2 genu kéduje N-terminadlni polovinu D3 (znadi se jako izoforma
a), zatimco exony 8 a 9 alternativné kdduji C-terminalni polovinu D3 (znaci se jako izoforma

b a c). Alternativni spilicing a vznik rdznych izoforem jsou ilustrovany na obr. 12.
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Obr. 12: FGFR izoformy jsou vytvareny na zakladé alternativniho spilicingu FGFR transkriptu. Dvé izoformy
FGFR jsou generovany na zakladé alternativniho spilicngu exonu 8 a 9. C-terminalni polovina D3 je kédovana
exonem 8 a vytvaii FGFR-IlIb izoformu. Zatimco C-terminalni polovina DIl je kédovana exonem 9 a vytvari
FGFR-llic izoformu. Pfevzato z Eswarakumar et al., 2005.

Dvé alternativni formy FGFR vykazuji rizné ligand vazebné charakteristiky. Napfiklad
FGFR2b vaze FGF7 a FGF10, ale uz nevaze FGF2; FGFR2c izoforma vaze FGF2
a FGF18, avsak jiz nevaze FGF7 a FGF10. Tabulka | shrnuje mozné ligandy rdznych
EGFR.

Tab. I: 1zoformy FGFR maji afinitu k rGznym FGF ligandim. Pfevzato 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 dokazano, ze izoforma FGFR2b je exprimovana jen u epitelialnich bunék
a FGFR2c jen u mezenchymalnich bunék (Orr-Urtreger et al., 1993). Tato exprese je
specificka pro urcité bunétné linie a umoznuje interakce mezi epitelialnimi

a mezenchymalnimi vrstvami b&hem vyvoje jako odpovéd na ligandy FGF.

2.6.3 Signalizace

Po navazani ligandu a heparinu nebo heparan sulfat glykosaminoglykanu do FGFR
komplexu dochazi k dimerizaci D2 domén, autofosforylaci a aktivaci intracelularni
signalizace (Beenken et Mohhamadi, 2009). Heparan sulfat glykosaminoglykan a heparin
stabilizuji FGF proti degradaci (Hacker et al., 2005). Signalizace FGFR je provedena
pomoci signalizaénich mezi¢lankd do autofosforylanich mist na aktivovaném receptoru
a fosforylaci substratu. Aktivovany FGFR fosforyluie FRS2a a FRS2(B proteiny, které
zapnou multiproteinovy adaptorovy komplex. Tento komplex aktivuje signalni drahu
PI3K/AKT, Ras/IMAPK a PLCy (Dailey et al., 2005). Drahy, sekundarni poslové a vysledny

efekt jsou shrnuty v obr. 13.

extraceluldrni éast
intracelulémi gast l

|/

Ptdins(4,5)P,

DAG + 1P, :
ﬂ Pidins(3.4)P,
Ca™ Pidins(3 4.5)P,
cytoskeletalni
organizace

\'% antiapoptéza

CASPASE 9

B e P B
zapnutifvypnuti

Obr. 13: Drahy FGF signalizace. Aktivovany FGFR stimuluje PI3BK/AKT, Ras/MAPK a PLCy drahy. MAP kinazy
jsou translokovany do jadra a fosforyluji transkripcni faktory, které reguluji cilové geny.
Prevzato z Dailey et al., 2005.
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Signalizace pomoci FGFR drahy je regulovana nékolika mechanizmy. Napfiklad
~Sprouty-related"” proteiny SPRED negativné reguluji MAPK signalizaci vazbou
do vazebného receptorového proteinu 2 a na Raf1 (Murphy et al., 2010). MAPK fosforylace
FRS2a redukuje svou vazbu na FGFR a tim redukuje signalizaci (Lax et al., 2002). Také

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

2.6.4FGFR a onkologické onemocnéni

Nedavnym vyzkumem bylo zjiSténo, Ze vysoka hladina amplifikace FGFR1 se
vyskytuje asi ve 20 % pfipadd spinocelularnich karcinoml u kufakua (Weiss et al., 2010).
Dale bylo zjisténo, ze vasi 2 % pfipadd se FGFR1 amplifikace vyskytuje u dalSich
histologickych typu karcinomu plic. U adenokarcinomu se amplifikace FGFR1 vyskytuje
ve 3 % pfipadu a u SCC ve 21 % pfipadu (Dutt et al., 2011). Amplifikace FGFR1 u NSCLC
se Castéji vyskytuje u muzu (39,4 % vs. Zzeny 13,8 %), u kuraku (40,8 % vs. nekufaci 4,2 %),
ale uz nelze urcit pfesnou korelaci s vékem (Sasaki et al., 2012). U NSCLC dochazi ¢asto
ke koexpresi FGFR1 s FGFR2 (Marek et al., 2009). U spinocelularnich karcinom( dale
vznikaji bodové mutace ve FGFR2. U NSCLC je FGF ¢asto exprimovan spolu s FGFR1
a FGFR2.

Dochazi k autokrinni signalizaci, ktera mlze byt inhibovana malymi molekulami
tyrozinkinazovych inhibitort (Marek et al., 2009). Bylo zjisténo, Ze tyrozinkinazové inhibitory
inhibujici VEGFR také inhibuji FGFR izoformy. Momentalné probihaji studie faze | a ll, které
objasni u€inky pazopanibu, BIBF1120, brivanibu a cediranibu na FGFR pozitivni bunky
rdznych tkani véetné NSCLC (shrnuto v Kono et al., 2012).

Overexprese FGFR je vySetfovana imunohistochemickou metodou. FISH metoda
se sondami na centromeru chromozomu 8 a FGFR1 se vyuZiva pfi detekci amplifikace
genu. Kohler et al. stanovili maximalni hranici amplifikace genu FGFR ku chromozomu 8

na 2,75. Imunohistochemicka detekce a FISH metoda pro FGFR1 je zobrazena na obr. 14.
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negativni FISH pozitivni FISH

Obr. 14: A - Imunohistochemicka detekce FGFR1: 0 - zadna, 1 - nizka, 2 - stfedni, 3 - silna exprese (zvétSeni
630x). B — Detekce genu FGFR1 (zelena) a CEN8 (Cervena) pomoci FISH.
Prevzato z Kohler et al., 2012.

2.7 Soucasny stav a budoucnost NSCLC

Karcinom plic je nejcastéjSim pfipadem rakoviny. Odhaduje se, Zze v roce 2008 pfibylo
1,61 miliond novych pfipadu, coz je 12,7 % ze vSech typu rakoviny. 1,38 miliont lidi
zemfelo na karcinom plic, to je 18,2 % vSech umrti na rakovinu. VétSina novych pfipadl se
vyskytuje v rozvojovych zemich. Karcinom plic je stale celosvétové nejCastéjSim typem
karcinomu u muzd (1,1 milion0 pfipadu; 16,5 % z celku). U Zen je incidience karcinomu plic
vSeobecné niz8i, avSak je to Ctvrty nejcasté&jsi typ karcinomu (516000 pfipadd; 8,5 %
z celku) a druhy typ s nejvy8Si mortalitou (427000; 12,8 % z celku)
(http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/lung.asp).

V soucasné dobé dochazi k intenzivnimu studiu molekularni podstaty vzniku
nemalobunééného karcinomu plic. Dochazi k objevovani novych molekularnich markert
a genu zapojenych do vzniku karcinomu plic. Dochazi také k identifikaci signalnich drah

v burice, které vedou k morfologickym zménam a vzniku rakovinné burky. Toho Ize vyuzit
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v blokaci signalnich drah pomoci inhibitord. Dochazi také k vyvoji novych inhibitord
tyrozinkinazovych receptort zapojenych do vzniku NSCLC.

Cilem do budoucna je stanoveni pfesného histologického subtypu NSCLC a jeho
charakterizace pomoci prognosticko-prediktivnich markerll a jejich mutaci. Na zakladé

téchto krokl je mozné presné specifikovat cilenou 1é¢bu NSCLC a vyvoj téchto I&Civ.
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3 Cile prace

Cilem prace bylo pfipravit vlastni dualni DNA sondy FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7
pro metodu FISH, ovéfit jejich specifitu a kvalitu hybridizace jak na buné&cénych liniich, tak
i pacientskych vzorcich. V nasledujici Casti projektu pomoci pfipravenych a dalSich
komerénich sond vySetfit metodu FISH status C-MET, FGFR1 a EGFR genl a centromer
chromozomu 7 a 8, u souboru 80 pacientl s karcinomem plic. U téchto pacientll dale
metodou FISH stanovit pfitomnost aberace genu ALK. Prace je soudasti projektu UMTM
a Plicni kliniky FN Olomouc, hledajiciho prognostickou a prediktivni hodnotu vybranych
biomarkerd pro odhad biologického chovani nemoci a u€innost adjuvantni chemoterapie
u pacientt predevsim s operabilnim nemalobuné&&nym karcinomem plic (non-small cell lung
cancer; NSCLC). Cilem dal8i prace bylo navrhnout techniku PCR pro sledovani fuzniho

genu EML4-ALK (varianty 1, 3ab a 6) u pacientd, u nichz selhala metoda FISH.

3.1 Vysetreni cytogenetickych zmén pacientli s karcinomem plic metodou
FISH

Metodou FISH byl charakterizovan soubor pacientll s karcinomem plic. Pro toto
vySetfeni byly pfipraveny sondy FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7. DNA pro jednotlivé sondy
byly vyizolovany 2z bakteridlnich plazmidd, nasledné naznaceny a purifikovany.
U pfipravenych sond byla ovéfena vazebna oblast na chromozomalnich preparatech.
Specifita sondy FGFR1/CEP8 byla rovnéz ovéfena hybridizaci na pozitivni buné&cnou linii.
Kvalita hybridizace byla testovana na parafinovych tkanovych fezech. Pfipravené sondy
a komer¢né ziskané sondy (EGFR/CEP7 a ALK Break Apart) byly pouzity na stanoveni
poctu kopii genli C-MET, FGFR1, EGFR, centromer chromozom( 7 a 8 a aberace ALK

na souboru pacientskych vzorkd karcinomu plic.

Chemikalie:

70%, 85%, 95%, a 99,6% etanol; isopropanol; 3M octan sodny pH=5,5; LB Broth Miller
(Amresco); TE pufr (200 pyl 0,5M TRIS; 20 yl 0,05M EDTA; 960 ul deionizované vody);
Human Hybloc DNA (Applied Genetics Laboratories, Inc.); hybridizaéni pufr (5 ml
formamidu; 2 ml 50% dextran sulfatu; 100 uyl 10% SDS; 16,5 pl 0,5M TRIS; 16,5 ul 0,05M
EDTA; 250 ul Salmon sperm; 2620 ul deionizované vody); DAPI Antifade ES (Cytocell);
20xSSC (175 g NaCl s 88 g dihydratu citratu sodného, doplnéno do 1 | deionizovanou

vodou, pH=5,3); 0,2 M kyselina chlorovodikova; xylen NP-40; NaCl; deionizovana voda;
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dihydrat citratu sodného; formamid; promyvaci roztok | (20 ml 20xSSC a 3 ml NP-40
doplnéno do 1 | deionizovanou vodou, pH=7-7,5); promyvaci roztok Il (100 ml 20xSSC a 1
ml NP-40 dopInéno na 1 | deionizovanou vodou, pH=7); pepsin from porcine gastric mucosa
(Sigma-Aldrich); KCI-Na,HPO4 12H,0; KH,PO,; formaldehyd; fyziologicky roztok; HCI
a NaOH na upravu pH roztokd; 10xPBS (80 g NaCl, 2 g KCI, 32,1 g KCI‘Na,HPO412H,0, 2
g KH,PO, - doplnéno do 1 | deionizovanou vodou); NaSCN; 10% formalin (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 sulfat; Salmon Sperm DNA
(Invitrogen).

Kity:
QIlAfilter Plasmid Mega (Qiagen), BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System

(Invitrogen).

Pomticky:

VySetfovany vzorek (FFPE tkan na pozitivné nabitém skle), cytospin bunécéné linie NCI-
H520 na podloznim skle, rukavice, mikrozkumavky, pipety (Eppendorf), Spicky ep Dualfilter
T.I.P.S. (Eppendorf), odmérné valce, sterilni jehly, pozitivné nabita podlozni skla (Menzel
Glaser), kryci skla (Merienfeld), rubber cement Fixogum (Marabu), imerzni olej type-F
(Olympus), teplomér, buni¢ina nebo filtracni papir, barvici nadobky, stojanky, E. coli
(bA333B24) s plazmidem obsahujici DNA sekvenci genu FGFR1, E. coli (153D24
s plazmidem obsahujici DNA sekvenci genu C-MET, E. coli (PZ75) s plazmidem
obsahujicim centromerickou DNA sekvenci chromozomu 7, E. coli (p28.4) s plazmidem

obsahujicim centromerickou DNA sekvenci chromozomu 8, led, bunicina.

Pristroje:

minicentrifuga Minispin (Eppendorf), chlazena centrifuga Z 513 K (Hermle LaborTechnik),
laminarni box (BioAir), kombinovana chladni¢ka (Gorenje a Liebherr), NanoDrop 1000
(Thermo Scientific), Rotor-gene 3000 Classic (Corbett Research), vodni lazen ED-5 a TW2
(Julabo), pH-metr (Hanna Instruments), fluorescenéni mikroskop BX-60 (Olympus)
s pfisluSnymi filtry, imerznimi objektivy a obrazovou analyzou (MetaSystems), hybridiza¢ni
stanice HyBrite (Vysis, Downers Grove), hybridizacni stanice Thermobrite (Statspin),
digestof N1200 (Merci), laminarni box Herasafe KS (Thermo Scientific), vaha MAXX
(Denver Instruments), vortex Vortex Genie 2 (Scientific Industries), termoblok Driblock

DB2A (Techne), temperovana tfepacka Innova 40 (New Brunswick), termostat (Memmert).
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3.1.11zolace plazmidové DNA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Bakterialni klon bA333B24 (obsahujici plazmidy s inzertem DNA sekvence pro gen
FGFR1) byl inokulovan do 1 | LB média. K LB médiu bylo pfidano 25 mg
chloramfenikolu a nasledovala kultivace 12-16 hod pfi 200 rcf a 37 °C. Postup byl stejny
i u bakterialniho klonu 153D24 obsahujiciho plazmid se sekvenci pro gen C-MET.
Bakteridlni klon obsahujici plazmidy s centromerickou DNA chromozomu 7 (PZ75) byl
inokulovan do 1 | LB média s 50 mg ampicilinu. Stejny postup byl proveden i u
bakteridlniho klonu obsahujicihno centromerickou DNA chromozomu 8 (p28.4).
Nasledovala kultivace 12-16 hod pfi 200 rcf a 37 °C.

Vykultivované bakterie v LB médiu byly 15 min centrifugovany pii 6000 g a 4°C
a supernatant byl slit.

Peleta byla resuspendovana v 50 ml pufru P1.

Poté bylo pfidano 50 ml pufru P2 (lyza¢ni roztok), smés byla promichana a 5 min
inkubovana pfi pokojové teploté. Spravnym smichanim doSlo ke zméné barvy
na modrou (kit obsahuje systém pro indikaci spravného postupu).

Bylo pfidano 50 ml zchlazeného pufru P3 a smés promichana (doslo k odbarveni smési
jako potvrzeni spravného postupu).

QIA filter cartridge byla pfipevnéna klahvi. Byla nanesena pfipravena smés
a inkubovana 10 min pfi laboratorni teploté.

Smés byla prefiltrovana pomoci vakua.

Na cartridge bylo pfidano 50 ml pufru FWB2. Smés byla promichana Spickou a opét
byla vakuem prefiltrovana.

QIAGEN-tip byl kalibrovan pomoci 35 ml pufru QBT, nasledné byl pfefiltrovan lyzat
ziskany predchozim krokem.

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

DNA byla eluovana 35 ml pufru QF.

DNA byla precipitovana pfidavkem 24,5 ml isopropanolu a centrifugovana pfi 15000 g
a 4 °C po dobu 30 min.

Supernatant byl slit a k peleté bylo pfidano 7 ml 70% etanolu a smés centrifugovana
10 min pfi 15000 g.

Supernatant byl opét slit, peleta byla 20 min suSena ve flowboxu a poté rozpusténa
ve 100 ul TE pufru.

Vyizolovana DNA byla uchovana v mrazaku pfi -20 °C.
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3.1.2Priprava sondy

10.

11.
12.

13.

14.

15.
16.

500 ng plazmidové DNA bylo doplnéno do 21 ul deionizovanou vodou.

K vzorku bylo pfidano 20 ul 2,5x koncentrovaného roztoku primert (Random Primers
Solution).

Nasledovala 5 min inkubace pfi 95°C ve vodni lazni a poté 5 min chlazeni na ledu.

Na ledu bylo k vzorku napipetovano 5 pl 10x dCTP/dUTP Nukleotide Mix, 3 pl Cy3™-
dCTP/dUTP nebo Cy5 ™-dCTP/dUTP a 1 ul Exo-Klenow Fragment.

Smés byla jemné propipetovana a kratce stoCena na minicentrifuze a inkubovana
v termobloku 2 hod pfi 37°C.

Nasledovala purifikace: Nejprve bylo pfidano 200 pl Binding Buffer B2 a roztok
vortexovan.

Nasledné byla smés napipetovana na PureLink™ Spin Column a 1 min centrifigovana
pFi 10000 g.

Zachyceny roztok byl odstranén a na kolonu bylo pfidano 650 ul Wash Buffer W1,
centrifugace pfi 10000 g na 1 min.

Zachyceny roztok byl odstranén a byla provedena centrifigace pfi 14000 g po dobu
3 min.

Kolona byla umisténa do sterilni Amber Recovery Tube, bylo pfidano 55 ul Elution
Buffer E1 s naslednou inkubaci 1 min pfi laboratorni teploté.

Znacena DNA proba byla ziskana centrifugaci na maximalni vykon po dobu 2 min.

K probé bylo pfidano 25 pl Human Hybloc DNA a smés vysrazena pridavkem 7,5 pl
octanu sodného (3M; pH 5,5) a 206 pl 99,5% etanolu.

Smés byla inkubovana pfi -20 °C v mrazaku, na zavér probéhla 15 min centrifugace
na maximalni vykon pfi teploté 4°C.

Supernatant byl vylit a peleta byla susena 10 min ve flowboxu.

Peleta byla rozpusténa v 50 yl hybridiza¢niho pufru.

Takto pfipravena sonda byla uchovana pfi -20°C v mrazaku.

3.1.3VysSetieni FGFR1/CEP8 u bunééné linie NCI-H520

1.

Bunécna linie lidského karcinomu plic NCI-H520 (American Type Culture Collection,
ATCC) byla rozmrazena (uchovavana nad parami tekutého dusiku v kultivaénim médiu,
s pfidavkem dimethyl sulfoxidu -DMSO) a kultivovana v termostatu s 5% atmosférou
CO2 a 37°C. Ke kultivaci bylo (dle doporuceni ATCC) pouzito médium RPMI-1640,
s 10% fetalnim hovézim sérem (FBS). V prabéhu kultivace bylo obménovano médium
dle potfeby.
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10.
11.
12.

13.

Po narosteni linie (buriky pokryvaly pfevaznou ¢ast dna kultivaéni lahve) bylo médium
slito, kultivacni lahev vyplachnuta steriinim PBS a buriky uvolnény pfidavkem 0,25%
trypsinu v 0,03% EDTA. V prabé&hu pusobeni trypsinu bylo s lahvi poklepavano, aby
doSlo k uvolnéni co nejvétsiho poctu bunék a stav kontrolovan pod mikroskopem. Ihned
po uvolnéni vétsiny bunék byl proces trypsinizace zastaven pfidavkem FBS.

Buriky byly z lahve pfelity do dvou 50 ml zkumavek, pfidano PBS do plného objemu
a smés centrifugovana 8 min pfi 1200 g. Supernatant byl vylit.

Sediment z jedné zkumavky byl rozsuspendovan v cca 2 ml BPS. Do centrifugacni
komarky pro pfipravu cytospinli bylo vlozeno podlozni sklo a do komUrky nepipetovano
cca 50 pl suspenze. Komurka byla centrifugovana 3 min pfi 1000 g. Po ukonceni
centrifugace byla odsata nadbytecna tekutina a sklo (cytospin) nechano volné zasychat.
Sediment druhé zkumavky byl rozsuspedovan v kultivacnim médiu s FBS tak, aby se
koncentrace bunék pohybovala v rozmezi cca 500 tisic - 1 mil.bunék/ml. Touto suspenzi
byla naplnéna jednorazova kultivaéni komulrka na pfipravu bunécnych preparatl
na podloznim skle a celd sada kultivovana v termostatu (5% CO2, 37°C). Stav linie
v této komdrce byl kontrolovdan na mikroskopu. Jakmile doSlo k uchyceni bunék
na podlozni sklo, byla z komlrky odsata tekutina, komurka promyta PBS, rozlozena
a podlozni sklo nechano volné zasychat.

Podlozni skla pfipravena obéma metodami byla fixovana 10 min ve smési etanolu
a kyseliny octové v poméru 3:1 a nechana volné schnout po dobu 30 min.

Na skla s buné&nymi vzorky bylo naneseno 5 pl dudlni sondy pro FGFR1/CEPS8.
Nasledovala kodenaturace sondy 1 min pfi teplot¢ 750C a nasledné byly vzorky
hybridizovany se sondou pfi 37°C 12-18 hod.

Skla se vzorky a sondami byly promyty v promyvacim roztoku | o teploté 730C na 1 min
a 45 s, lehce osuseny a pfeneseny do promyvaciho roztoku Il na 30 s.

Skla byla volné sudena bez pfistupu svétla alespori 30 min.

Na vzorky bylo naneseno 3-9 ul DAPI a vzorky prekryty krycim sklickem.

Signaly byly odecteny ve flurorescenénim mikroskopu. Hodnocen byl pocet kopii genu
FGFR1 a pocet centromerickych signalll pro chromozom 8 a vysledek porovnan
s literarnimi Udaiji.

Skla, u kterych nebyla provadéna FISH byla uchovana pfi -20°C pro dal$i pouziti
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3.1.4Ovéreni specifity pripravenych sond na chromozomalnich preparatech

Na komeréné dodanych chromozomalnich preparatech (Vysis) byla provedena FISH
s pfipravenymi sondami FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7, dle bodu 7-11, kapitoly 3.1.3.
Signaly byly odecteny ve fluorescenénim mikroskopu a hodnocena byla vazebna oblast

a vyskyt pfipadné cross-hybridizace

3.1.50véreni kvality hybridizace na parafinovych fezech

1. Tkanové fezy fixované formalinem a zalité v parafinu (FFPE: Formalin-fixed, Paraffin-
Embedded) byly nakrajeny na fezy o tloustce 4-6 uym, pfeneseny na pozitivné nabita,

tzv. ,plus“ podlozni skla a imobilizovany inkubaci pfi 56°C pfes noc.

2. Podlozni skla se vzorky byla v digestofi tfikrat promyta v xylenu po dobu 7 min.

3. Nasledovalo dvakrat promyti v 96% etanolu po dobu 5 min.

4. Poté probéhlo suseni na vyhfevné plotynce o teploté 45-50°C na 3-5 min.

5. Sklo se vzorky bylo po dobu 20 min viozeno do 0,2M roztoku kyseliny chlorovodikové.
6. Nasledoval oplach na 3 min v deionizované vodé.

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

8. Nasledovala inkubace po dobu 20 min v NaSCN o teploté 80 °C.

9. Sklo bylo promyto 1 min v deionizované vodé.

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

11.V termostatu o teploté 37°C bylo vytemperovano 50 ml protedzového pufru o pH=2.

Tésné pfed pouzitim bylo pfidano 24 mg pepsinu. Sklo se vzorky bylo v tomto roztoku
inkubovano po dobu 50 min.

12. Nasledovalo dvakrat promyti v 2xSSC o pH=7 po 5 min.

13. Vzorky byl ususeny na vyhievné plotynce pfi teploté 45-50°C po dobu 3-5 min.

14. Poté byly fixovany v 10% pufrovaném formalinu po dobul0 min.

15. Nasledovalo dvakrat promyti v 2xSSC o pH=7 po 5 min.

16. Vzorky byly rychle oplachnuty kratkym ponofenim do deionizované vody a usuSeny
na vyhievné plotynce pfi teploté 45-50°C 10 min.

17. Na takto opracované tkané bylo naneseno 4-10 pl dualni sondy pro C-MET/CEP7,
FGFR1/CEPS8 a vzorky prekryty krycimi skly a zalepeny, aby nedoslo k jejich vysychani.

18. Kodenaturace sond se vzorky probihala 1 min pfi 85°C a nasledné byly vzorky
hybridizovany se sondami pfi 37 °C 12-18 hod.

19. Druhy den byla kryci sklicka odstranéna.

20. Sklo se vzorkem a sondami bylo promyto v promyvacim roztoku | o teploté 73°C na 1

min a 45 s, lehce osuseno a pfeneseno do promyvaciho roztoku Il na 30 s.
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21. Sklo se vzorky bylo volné suSeno bez pfistupu svétla alespor 30 min.
22. Na vzorky bylo naneseno 3-9 ul DAPI a vzorky pfekryty krycim sklickem.

23. Signaly byly odecteny ve flurorescenénim mikroskopu.

3.1.6Vysetreni statusu genti C-MET, FGFR1, EGFR, centromer chromozomu 7

a 8 pritomnosti ALK aberace u pacientil s karcinomem plic

1. Pro vy3etfeni byly dodany histologicky ovéfené FFPE tkanové fezy karcinomu plic,
na pozitivné nabitych podloZnich sklech. Jejich pretreatment a nasledna FISH byla
provedena dle kapitoly 3.1.5.

2. Hodnocen byl poc¢et kopii gent C-MET, FGFR1, EGFR, centromer chromozomu 7 a 8.
U ALK byl hodnocen nejen pocet kopii genu, ale i pfitomnost rozstépenych signalu,
znacicich pfitomnost aberace, viz 2.4.4.

3. U kazdého preparatu bylo hodnoceno 100 nepfekryvajicich se jader a ziskana data

statisticky zpracovana.

3.2 Detekce varianty fuzniho genu EML4-ALK

V dal8i ¢asti prace jsem se pokusila navrhnout vhodnou metodiku detekce pfitomnosti

aberovaného ALK, pfedevsim nejcastéjsi varianty EML4-ALK fuze.

Chemikalie:

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).

Pomucky:

FFPE vzorky tkané plic pacientl, rukavice, mikrozkumavky, pipety (Eppendorf), Spicky ep
Dualfilter T.I.P.S. (Eppendorf), sterilni jehly, led, chladici stojan, TRI lyzat bunééné linie
NCI-H2228, genomicka DNA vyizolovana z buné&éné linie CEM.

Pristroje:

minicentrifuga Minispin (Eppendorf), chlazena centrifuga Z 513 K (Hermle LaborTechnik),
laminarni box (BioAir), kombinovana chladni¢ka (Gorenje a Liebherr), vortex (Scientific
Industries), koncentrator (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), vodni lazefi ED-5 a TW2 (Julabo), pH-
metr (Hanna Instruments), fluorescenéni mikroskop BX-60 s pfisluSnymi filtry a imerznim
objektivem (Olympus), hybridizér HyBrite (Vysis, Downers Grove), Dri-Block DB2A
(Techne), hybridizér Thermobrite (Statspin), digestof N 1200 (Merci), flowbox Herasafe KS
(Thermo Scientific), vaha MAXX (Denver Instruments), vortex Vortex Genie 2 (Scientific
Industries), termoblok Driblock DB2A (Techne).

3.2.11zolace RNA z bunécné linie NCI-H2228

1. Byl pfipraven TRI lyzat bunécné linie NCI-H2228, byl rozmrazen na ledu asi 15 min
a poté 5 min pfi laboratorni teploté. Zbytek byl uchovan pfi -20°C.

2. K lyzatu bylo pfidano 200 pl chloroformu a v&e silné vortexovano po dobu 30 s: poté
probéhla inkubace 5 min pfi laboratorni teploté.
Nasledovala centrifugace po dobu 15 min pfi 4°C a 12000 g.

4. 500 pl vrchni vodni faze bylo pfeneseno do nové mikrozkumavky a bylo pfidano 500 pl
isopropanolu a nasledovalo kratké protfepani (2x - 4x).

5. Vzorek byl inkubovan 5 min pfi laboratorni teploté.
Nasledovala centrifugace 10 min pfi 4°C a 12000 g.
Supernatant byl odstranén a peleta promyta 1,5 ml 75% etanolu a zkumavka nékolikrat
pfevracena tak, aby se peleta uvolnila do etanolu.
Byla provedena centrifugace po dobu 5 min pfi 4°C a 12000 g.

Supernatant byl odstranén a peleta suSena 3 az 10 min na vzduchu ve flow boxu.

45



10.

11.

K peleté bylo pfidano 30 ul vody bez nukleaz s pridavkem DEPC (DEPC Treated Water)
a obsah byl nékolikrat promichan. Rozpusténi RNA bylo urychleno zahfatim vzorku na
60 °C po dobu 10 min a poté byl ochlazen v chladicim stojanu.

Rozpusténa RNA byla kratkodobé& uchovana pfi -20°C a dale byla pouzita pro prepis
do cDNA.

3.2.21zolace RNA pomoci RNeasy® FFPE Kitu

10.

11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.

FFPE tkanoveé fezy plic pacientt a buriky bunécéné linie NCI-H2228 zalité v parafinu byly
pfeneseny do mikrozkumavky.

Ke vzorkim bylo pfidano 160 ul Deparaffinization Solution, vzorky byly vortexovany
po dobu 10 s a centrifugovany v mikrozkumavkach.

Vzorky byly inkubovany 3 min pfi 56°C v termobloku a poté byly zchlazeny
na laboratorni teplotu.

Bylo pfidano 150 pl PKD Buffer a smés vortexovana.

Nasledné byly vzorky centrifugovany 1 min pfi 11000 g.

Ke vzniklé spodni &iré fazi vzorkll bylo pfidano 10 ul proteinase K, spodni faze byla
propipetovana.

Nasledovala inkubace pfi 56°C po dobu 15 min a poté pfi 80°C po dobu 15 min.

Spodni Cira faze byla pfenesena do nové 2ml mikrozkumavky, inkubovana po dobu 3
min na ledu.

Nasledné byla provedena centrifugace pfi 13500 rpm.

Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a k nému bylo pfidano 16 ul Booster
Buffer a 10 pl DNase 1 Stock Solution. Smés byla promichana invertovanim
mikrozkumavky s naslednou kratkou centrifugaci.

Poté byla inkubovana 15 min pfi pokojove teploté.

Dale bylo pfidano 320 ul Buffer RBC a vS8e promichano na vortexu.

K vzorku bylo pfidano 720 pl 100% etanolu a vSe fadné promichano pipetovanim.

Do kolonky RNeasy MinElute Spin, vlozené ve sbérné zkumavce (Collection Tube) bylo
pfreneseno 700 ul vzorku. Po zavfeni vicka nasledovala centrifugace po dobu 15
s pfi 8000 g. Roztok, ktery proSel kolonkou, byl odstranén.

Pfedchozi krok byl opakovan, dokud nebyl vzorek vy€erpan.

Do RNeasy MinElute Spin kolonky bylo pfeneseno 500 ul Buffer RPE, vi¢ko bylo
uzavieno a kolonka centrifugovana 15 s pfi 8000 g. Zachyceny roztok byl odstranén.

Opét bylo pfidano 500 ul a nasledné centrifugovano 2 min pfi 8000 g.
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18. RNeasy MinElute Spin kolonka byla vlozena do nové Collection Tube a byla provedena
centrifugace pfi 12100 g po dobu 5 min.

19. RNeasy MinElute Spin kolonka byla vlozena do nové 1,5ml Collection Tube a na filtr
bylo napipetovano 14-30 pl RNase-free vody. Vi¢ko bylo uzavieno a nasledovala
centrifugace 1 min pfi 12100 g.

20. Vyizolovana RNA byla co nejdfive pouZita k pfepisu do cDNA.

3.2.3Reverzni transkripce

1. Chemikalie uchovavané v mraznici (-18°C az -30°C) byly pfed zalatkem prace
rozmrazeny, zvortexovany a stoCeny na minicentrifuze. Pfed pfepisem do cDNA byla
zméfena koncentrace RNA.

2. Do 0,2ml zkumavek byla postupné napipetovana DEPC Treated Water, RNA a 0,6 pl
random primerd. Na reverzni transkripci byly pouzity 3 pg vyizolované celkové RNA
v reakénim objemu 30 pl.

3. Nasledovala 5 min inkubace v termocykléru s vyhfivanym vi¢kem pfi 70°C a poté byla
mikrozkumavka na 1 min zchlazena v chladicim stojanu.

4. Mezitim byl pfipraven master mix. Do 0,2 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 6 pl 5x
koncentrovaného RT pufru, 3 pyl 10mM dNTP a 0,75 pl RNAsinu. VSe bylo kratce
zvortexovano a stoc¢eno.

5. Ke zchlazenému vzorku bylo pfidano 9,75 pl master mixu, v8e bylo promichano
a inkubovano 5 min pfi laboratorni teploté.

6. Ke vzorku bylo pfidano 0,75 pl RTazy, vSe kratce zvortexovano a stoceno. Vzorek byl
inkubovan 10 min pfi pokojové teploté.

7. Mikrozkumavka byla umisténa do termocykléru a 60 min inkubovana s vyhfivanym
vickem pfi 42°C a 10 min pfi 70°C, poté nasledoval program chlazeni pfi 4°C.

8. Po zméfeni koncentrace cDNA byl vzorek uchovan v chladu.

3.2.4Reverzné transkriptazova (RT) real-time PCR genli

Pro analyzu vzniku fuze gentd EML4-ALK byly pouzity primery navrzené v &lanku
Wallander et al. (2012): ALK ex20R reverse, EML4 ex6F forward, EML4 ex13F forward.
Sekvence primer( pro gen GAPDH byly pouzity z ¢lanku Soda et al. (2007). Primery EML4-
ALK V1 a EML4-ALK V3 byly navrzeny v programu Primer3. Sekvence vSech primerl jsou

uvedeny v tabulce ¢&. II.
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Tabulka €. II: Primery pro detekci fuznich gend EML4-ALK a genu pro GAPDH s délkami jejich produktd.

EMLA4-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° 105 a 138 bp
EML4 V1 forward 5’-TAG AGC CCA CAC CTG GGA AA-3’ 109 bp
GAPDH forward 5-ACA ACA GCC TCAAGA TCA TCA G-3° 150 bp
GAPDH reverse 5-TCT TCT GGG TGG CAG TGA TG-3’ 150 bp
2. Zakladni slozeni Master Mixu je vypsano v tabulce €. lll. Teplotni profily reakci pro
amplifikaci jednotlivych genl jsou uvedeny v tabulce €. IV, V a VI.
Tabulka €. lll: Zakladni slozeni Master Mixu pro RT real-time PCR.
vysledna koncentrace mnoZzstvi na 1 reakci
10x PCR pufr 1x 2,5yl
25 mM MgCl, 5mM 5 ul
10 mM dNTP 200 uM 0,5 pl
5uM FW primer 0,2 uyM 2 pl
5uM RV primer 0,2 uM 2 pl
SybrGreen - 1l
DEPC Treated Water - 13,45 pl
ThermoStar polymerase (5U/1ul) 1U 0,2 pl
DNA - 1yl
celkovy objem 25 ul 25yl

Tabulka €. IV: Teplotni profily pro detekci fuzniho genu primery EML4-ALK V1 a V3.

hold 95°C 15 min
35x: denaturace 95°C 15s
annealing 66°C 15s
elongace 72°C 15s
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Tabulka €. V: Teplotni profily pro detekci fizniho genu primery ALK ex20R, EML4 ex6F a EML4 ex13F.

hold 95°C 10 min
35x: denaturace 94°C 30s
annealing 58°C 30s
elongace 72°C 30s

Tabulka &. VI: Teplotni profily pro detekci genu GAPDH.

hold 95°C 10 min
35x: denaturace 94°C 15s
annealing 59°C 15s
elongace 72°C 15s

3.  Vysledky byly zpracovany pomoci programu Rotor Gene 6.

3.2.50véreni amplifikovatelného produktu na DNA ¢ipech Agilent

Po provedeni RT real-time PCR byly vzorky analyzovany Cipovou elektroforézou pro zjisténi

velikosti amplifikovaného produktu.

1. Marker, velikostni standard a fluorescenéni barva byly 30 min temperovany pfi pokojové
teploté s gelem.

2. Byla sestavena Priming Station, pist vytazen na 1 ml a vloZen Cip.

3. Do C&ipu bylo na pozici G napipetovano 9 pl gelu s fluorescenéni barvou, chip byl vioZzen
do Priming Station, ktera byla poté uzaviena. Pist byl po dobu 60 s zatlacen
na zaklopku, pak byl uvolnén a po 5 s vytaZzen na pozici 1 ml.
Do Cipu bylo na 2 pozice nad G napipetovano po 9 ul gelu.
Na pozici pro zebfik a jamek 1-12 bylo napipetovano 5 pl markeru. Do pozic 1-12 bylo
napipetovano po 1 ul vzorkl a poté 1 ul velikostniho standardu do pozice oznacené
Zebfikem. Do volnych jamek bez vzorku bylo napipetovano 6 pl markeru.

6. Cip byl vortexovan 60 s na 2000 rpm, poté vloZzen do BioAnalyzeru 2100 a spusténa

analyza.

3.2.6 Ovéreni kvality izolované RNA ¢ipech Agilent

1. Marker, velikostni standard a fluorescenéni barva byly 30 min temperovany pfi pokojové

teploté s gelem.
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Do priming station byl viozen pist na RNA analyzu, zaklopka byla vysunuta na nejvyssi
pozici.

Byla sestavena Priming Station, pist vytazen na 1 ml a vlozen Cip.

Do Cipu bylo na pozici G napipetovano 9 ul gelu s fluorescenéni barvou, chip byl viozen
do Priming Station, ktera byla poté uzaviena. Pist byl po dobu 30 s zatlacen
na zaklopku, pak byl uvolnén a po 5 s vytazen na pozici 1 ml.

Do Cipu bylo na 2 pozice nad G napipetovano po 9 ul gelu.

Na pozici pro marker a jamek 1-12 bylo napipetovano 5 pl markeru. Do pozic 1-12 bylo
napipetovano po 1 ul vzorkd a poté 1 ul velikostniho standardu do pozice oznacené
markerem. Do volnych jamek bez vzorkl bylo napipetovano 6 ul markeru.

Cip byl vortexovan 60 s na 2000 rpm, poté vloZen do BioAnalyzeru 2100 a spusténa

analyza.
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4 Vysledky

4.1 Analyza aberaci FISH metodou

Bakteridlni klony obsahuji plazmid s inzertem pro pfipravu dané DNA sondy byly
inokulovany do média se selekénim antibiotikem a kultivovany na temperované tfepacce viz
tab. €. VII.

Tabulka &. VII.: Pfiprava sondy z bakterialniho klonu, selekce bakterialniho klonu a vyizolovana koncentrace
plazmidové DNA.

priprava sondy bakterialni klon selekéni ziskané koncentrace
antibiotikum plazmidové DNA

FGFR1 bA333B24 chloramfenikol 450 ng/ul

CEP 8 p28.4 ampicilin 4946 ng/ul

C-MET 153D24 chrloramfenikol 190 ng/pul

CEP7 PZ75 ampicilin 408 ng/ul

Plazmidova DNA byla z bakterii vyizolovana pomoci QIAfilter Plasmid Mega Kitu.
Koncentrace vyizolovanych plazmid( byla zméfena nanodropem a je uvedena v tab. ¢. VII.
Pomoci kitu BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System byla ziskand DNA
naznacena prostfednictvim fluorescenéné znaCenych dUTP. Po pFecisténi byly vytvofeny
dualni sondy. Byla vytvofena duélni sonda pro sledovani amplifikace genu FGFR1
a centromerické DNA chromozomu 8, na kterém je gen FGFR1 lokalizovan. Druha dualni
sonda byla pouZita ke sledovani genu pro C-MET a centromerické DNA na chromozomu 7,
na kterém lezi gen pro C-MET.

Sondy byly testovany na chromozomalnich preparatech (specifita pro vazebnou
oblast, viz obr. &. 15), na parafinovych fezech (kvalita hybridizace) a sonda FGFR1/CEP8
byla navic otestovana na preparatech bunécné linie NCI-H520 s amplifikaci genu FGFR1.
Deklarovana amplifikace uvedena v ¢lanku od Dutt et al. (2011) vSak nebyla u bunécéné linie

nalezena ani za pouziti komeréni sondy.
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Obr. & 15: FISH provedena na chromozomalnim preparatu, s pfipravenou sondou LSl C-MET (Spectrum
Orange) / CEP7 (Spectrum Green). Zkfizena hybridizace (crosshybridizace) na jiné chromozomy nebyla
pozorovana (A). Vazebna oblast odpovida mistu lokalizace genu FGFR1 a centromefe chromozomu 7 (B).

Pomoci specifickych filtrd, CCD kamery a programu ISIS (MetSystem) byly pofizeny
nasledujici reprezentativni snimky FISH sond. Obr. €. 16 znazornuje dualni sondu pro C-
MET a CEP7 u pacienta €. 6357. Na obr. ¢ 17 je zobrazena dualni sonda pro FGFR1

a CEP8 u tkané karcinomu plic stejného pacienta.
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Obr. &. 16: Sonda pro C-MET (Spectrum Orange) a CEP7 (Spectrum Green) u pacienta ¢. 6357.

Obr. €. 17: Sonda pro FGFR1(Spectrum Orange) a CEP8 (Spectrum Green) u pacienta €. 6357.

Pro vySetfovani genu FGFR1 a C-MET bylo nahodné vybrano 80 pacientl
s karcinomem plic. Signaly pro FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7 byly odecteny standardné
u 100 nadorovych jader. V pfipadé, ze byl preparat cytologicky chudy, bylo odeéteno
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minimalné 50 jader. Pfipady, kde nebylo mozno odecist 50 &i vice jader byly oznaéeny
za nehodnotitelné. Byly vypocitany primérné hodnoty jednotlivych genll a centromerickych
oblasti a zarovert hodnoceno procentualni zastoupeni aberace ve vzorku. V tabulce &. VI
je uveden priklad ziskani jednotlivych hodnot u konkrétniho pacienta &. 5152.

Tab. €. VIII: Tabulka vyhodnoceni statusu genu EGFR, ALK, C-MET a FGFR1
u pacienta €. 5152. Pfiklad vypoctu - hodnota Cetnost, CEP7 byla vypoctena soucinem
CEP7 a Cetnosti; hodnota ¢etnost EGFR byla ziskana sou¢inem EGFR a Cetnosti. Vypocet
byl analogicky aplikovan na dalsi geny a centromerické oblasti. Pomér genu
ku chromozomu je podil primérného poctu Cetnosti genu a primérného poctu Cetnosti
CEP. Pomér ALK nebyl vztazen k poctu kopii chromozomu, avS8ak byla hodnocena

pritomnost roz&tépeného signalu (aberace).

5152
EGFR
CEP7 EGFR Cetnost Cetnost CEP7 Cetnost EGFR Cetnost 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
celkembb O 188 190
prim. pocet 1,88 1,9
EML4-
ALK
ALK1 ALK2 Cetnost Cetnost ALK1 CEetnost ALK2 C&etnost 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
pram. pocet 4,83 4,83
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C-MET

CEP7 C-MET Cetnost Cetnost CEP7 Cetnost C-MET  Cetnost 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 6 9 3
2 4 6 12 3
3 3 12 12 4
4 4 12 12 3
celkem bb 100 199 207
prim. pocet 1,99 2,07
FGFR1
CEP8 FGFR1 Cetnost Cetnost CEP8 cetnost FGFR1 Cetnost v %
2 2 92 184 184 92 gen/chrom:
2 3 4 8 12 4 1,02
3 3 1 3 3
4 4 3 12 12
celkem bb 100 207 211
pram. pocet 2,07 2,11

Tabulka €. VIII.: Pfiklad vypoctu hodnot u pacienta €. 5152.

Procentualni hodnoceni aberace bylo sledovano nasedujicicm postupem:
Obsahovalo-li >30 % bunék pouze 1 signal pro gen/centromeru, byla do sloupce vysledek
vepsana hodnota -1. Obsahovalo-li >30 % bunék vice nez 3 signaly pro gen/centromerickou
oblast, byla do sloupce vysledek napsana hodnota 1. U ostatnich pfipadl byla ve sloupci
uvedena hodnota 0. Cilem tohoto hodnoceni bylo postihnout i menSi nefyziologické zmény,
které nelze detekovat z primérného poctu signalll v jadfe. Status genu EGFR byl zaroven
hodnocen tzv. Colorado University systémem, ktery je v souCasné dobé pro tento gen
nejvice doporucovan (Linderman et al., 2012). Dale byly doplnény o hodnoty u polyzomie
a amplifikace. Hodnoty polyzomie byly nastaveny v rozmezi od 2,5 v&. - hraniéni hodnota H
a od hodnoty 3 se jednalo o polyzomii P. Hrani¢ni hodnota amplifikace byla stanovena
nalb5 v€. do 1,8 v€. a oznaCena H, od hodnoty 1,81 v&. se jednalo o amplifikaci A.
V ostatnich pfipadech bylo vepsano N. Souhrnna tabulka €. IX uvadi ziskané vysledky
u vySetfovanych pacientd na sledované geny. Uvedené hodnoty byly dale statisticky

zpracovany a ziskané korelace vyhodnoceny.
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14 5083 M 1954 neuvedeno M802013 (1,96 N 0 2,06 nizka trizomie 10 % N O 11,07 N IN 1220 0 1220 0 N ine
15 5116 iM 1942 neuvedeno M80703 2,00 N 0 2,18 inizka trizomie 10 % N O 1,09 N N (297 1 1297 1 H ine
16 15132 :F 1977 neuvedeno :M80103 [2,00 N 0 2,24 nizka trizomie 16 % N 0 112 N N (2,17 0 217i0 N ne
17 5147 ‘M 1958 neuvedeno M82503 [1,86 N :-1 :1,80 nizka trizomie 18% N -1i097iN N [233:0 i233:i0 ‘N ine
18 5081 :M 1932 neuvedeno M80703 4,04 P 1 4,70 vysoka polyzomie 79% A 1 1,16 N N |285 1 i285i1 N ine
19 5077 M 1933 neuvedeno M80703 [2,00 N 0 2,14 nizka trizomie 10 % N O 107N N [259:1 i257:1 N ne
20 14361 F 1937 neuvedeno M80703 |2,14 N 0 3,28 vysoka polyzomie 37 % A 1 153 N H |1,74 -1 i1,74:-1 N ne
21 4745 M 11946 : byv. kufak | M81403 2,07 N 0 :2,21 :nizka trizomie 10% N O 1,07 N N (214 0 214 0 N ine
22 4508 M 1936  neuvedeno @ M81403 281 P i1 13,39 vysoka polyzomie 44 % A 1 121 N N |208 0 208 0 N ine
23 5123 'M 1944 i neuvedeno A M80703 2,00 N 0 2,34 inizka trizomie 10 % N O 1,17 N N /183 -1 11,83 -1 N ine
24 14861 M 1947 byv kufak M80103 1,74 N i1 1,76 idizomie 68 % N 1 1,01 N N 204 0 204 0 N ine
25 5030 M 1941 neuvedeno M80103 |2,10 N 0 2,34 nizka polyzomie 13 % N O 111 N N |204 0 206 0 N ne
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26 5061 M 1941 neuvedeno M80703 2,08 N 0 3,00 :vysoka polyzomie 72 % A 1 14 N N |259 1 259 1 H ne
27 (7324 M 1946 kufak M80103 2,06 N 0 2,11 : dizomie 58 % N 0O 102 N N (20 0 210 0 ‘N ne
28 7192 F 1941 neuvedeno M81403 3,37 P 1 3,58 i vysoka polyzomie 43 % A i1 1106 N N |262 0 262:0 H ne
29 7146 M 1943 neuvedeno M81406 (2,05 N 0 2,13 :dizomie 90 % N O 104N N [212: 0 214:0 N ne
30 7388 F 1950 byvkufak i1M81403 |2,31iN 0 2,86 nizka polyzomie 20 % H 1 124 N N [27001 1269 1 'H ine
31 7355 F 1956 | neuvedeno M814033 [2,05 N 0 2,15 idizomie 90 % N 0 105N N |240 0 238:0 N ne
32 7389 F 1939 neuvedeno M852503 (2,69 H 1 3,78 ivysoka polyzomie 40 % A 1 141 N N (211 0 211 0 N ne
33 7262 M 1945 neuvedeno M81403 2,14 N 0 2,20 inizka trizomie 16 % N 1 097 N N (213:0 210:0 N ne
34 7421 M 1968 : neuvedeno 286 H i1 3,60 vysoka polyzomie 51 % A i1 126 N N /284 1 2831 H ne
35 7171 F 1947 neuvedeno M81403 (2,19 N 0 2,31 :nizka polyzomie 11 % N O 105 N N (224 0 220:0 N 'ne
36 7185 ‘M 1947 ineuvedeno M81403 2,71 ' H 1 2,65 ivysoka polyzomie 21 % H 1 103 N N (2551 355i1 P ne
37 7094 F 1933 ineuvedeno M81403 9,13 P 1 9,13 vysoka polyzomie 83 % A 1 100 N N (348 1 348 1 P ne
38 17124 M 1938 | neuvedeno M80703 2,47 N 1 245 inizka trizomie 34% N 1 099 N N (2571 257:i1 ‘H 'ne
39 7141 M 1937 neuvedeno M81403 2,16 N 0 256 vysoka trizomie 40 % H 1 119N N |359 1 1371 1 P ‘ano
40 7120 M 1946 neuvedeno M81403 |2,03 N 0 2,08 :dizomie 87 % N 0 102N N |215: 0 2140 N ne
41 7062 F 1961 neuvedeno MO09030 (2,14 N 0 2,26 idizomie 81 % N 0O 106 N N 214 0 2140 N ne
42 16943 M 1938 :neuvedeno M81403 (4,09 P 1 4,22 vysoka polyzomie 55 % A 1 103 N N 309 1 309 1 P ano
43 6584 M 1935 neuvedeno 201 N i0 2,11 dizomie 92 % N O 105N N [216 0 216 : 0 N ne
44 6660 M 1940 byv. kufak M81403 [2,12 N 0 2,24 idizomie 84 % N O 106N N |216 0 216 0 N ne
45 6829 M 1946 neuvedeno M81403 2,63 H 0 276 :nizka polyzomie 20 % A 1 (105 N N |208 0 208 0 N ne
46 6971 F 1939 neuvedeno M802013 [2,00 N 0 2,04 idizomie 89 % N 0O 102N N |206 0 206:0 N ne
47 6659 M 1950 | neuvedeno M802013 [2,10 N 0 2,22 idizomie 87 % N 0 106 N N [202:0 202:0 N ine
48 6583 F 1948 neuvedeno M81403 [2,05 N 0 2,35 idizomie 81 % N 0 115N N |245 1 245 1 ‘N ano
49 6663 M 1929 neuvedeno :M80703 |2,06:N 0 2,18 dizomie 86 % N 0 1,06 N N 206 0 206:0 N ine
50 /6308 M 1933 neuvedeno A M80703 |2,05 N 0 2,09 idizomie 93 % N 0O 102N N |206: 0 206:0 N ne
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51 7023 M 11949 neuvedeno M81406 |2,56 ' H i1 282 nizka polyzomie 20 % H 1 110N N 2721 2721 H ne
52 16308 M 1933 i neuvedeno :M80703 |2,05:N 0 2,09 idizomie 93 % N O i102iN ‘N |[206:0 i206:0 ‘N ine
53 6981 F 1953 neuvedeno :M81403 |2,01 N 0 2,11 idizomie 83 % N O i105iN N [2,72:1 i2,72:1 ‘H ne
54 16990 F 1942 neuvedeno M81403 |2,09 N 0 :2,19 :dizomie 87 % N O i1,05N N [2,13 .0 :i2,14:0 N ne
55 16534 M 1956 i neuvedeno A M80703 |2,17 iN 0 2,34 nizka trizomie 14 % N i0 121,08 N N [210:i0 i2,10: 0 ‘N ne
56 16864 M 1956 neuvedeno M81403 |2,07 N O 2,11 idizomie 92 % N O i102:N N [222 0 i222:0 N ne
57 :16691 M 1938 ineuvedeno M81403 |2,00 N 0 2,32 nizka trizomie 20 % N i0 11,16 N N [236i1 1236 1 N ne
58 16483 M 1939 neuvedeno M81403 |2,10 N 0 :2,2 :dizomie 86 % N O i105/N N [2,45:0 :i215:0 N . ne
59 16708 F 1934 neuvedeno M81403 [2,12 N 0 2,21 :dizomie 86 % N O 104N N (380 1 :380:1 P ne
60 6357 M 1934 : neuvedeno 384 P i1 3,84 vysoka polyzomie 66% A i1 1100 N N (3241 3241 P ne
61 6467 M 1938 neuvedeno M80703 2,29 : N 0 259 nizka polyzomie 23 % H 1 113 N N (2090 209:0 N ‘ne
62 7235 F 11944 neuvedeno iM81403 2,44 N 0 2,76 nizka polyzomie 26 % H 1 1113 'N N (202 0 :1239:0 ‘N 'ano
63 7355 F 11956 neuvedeno iM81403 2,05 N O 2,15 dizomie 90 % N O 105 N N (24 ‘0 238:i0 N ‘ne
64 7354 M 1949 neuvedeno iM81403 2,09 N 0 223 dizomie 86 % N 0 1,07 N N (2791 277i1 ‘H ne
65 7303 M 1936 neuvedeno M81403 [2,09 N O 2,21 idizomie 87 % N O 106N N [226 0 i229:0 N ne
66 (7261 M 1946 neuvedeno iM80103 2,07 N O 2,21 dizomie 86 % N O 107 N N (216 0 2160 N ne
67 7387 M 1940 byv. kurak M81403 1,88 N 0 1,93 idizomie 72 % N O 103 N N (209 0 209:0 N ne
68 7023 ‘M 1949 neuvedeno M81406 |256 iH 1 282 | nizka polyzomie 20 % H 1 110 N N (2,721 2721 ‘H 'ne
69 7101 M 1949  neuvedeno i M802013 2,04 N 0 2,02 dizomie 87 % N O 099 N N [(193: 0 :193i0 N :ne
70 6973 F 1941 neuvedeno M81403 |2,23 N 0 2,35  nizka polyzomie 13 % N O 105 N N (243 0 245:0 N ne
71 7079 F 1955  kurak M81403 2,47 :N 1 2,66 nizka polyzomie 22 % H 1 106 N N (2230 223i0 N ne
72 6983 M 1955 neuvedeno M80703 |252 H 1 25 ' nizka trizomie 12% H 1 099 N N (25 1 25 i1 ‘H ne
73 7881 M 1936 neuvedeno iM80103 2,10 N O 2,2 dizomie 86 % N O 105 N N (212 0 212:0 N ‘ne
74 7883 M 1951 neuvedeno : M81406 220 N 0 2,25 :nizka trizomie 17% N O 1,02 N N 1239 0 239 0 N ine
75 17820 ' F 1932 : neuvedeno 796 P i1 15 vysokapolyzomie100% A i1 183 A A 2731 273i1 H ine
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76 7094 F 1933 neuvedeno M81403 9,13 :P 1 :9,13 vysokapolyzomie83% A 1 11,00 N N (348 1 348 1 P ne
77 7859 F 1951 neuvedeno M81406 |355:P 1 4 vysoka polyzomie 53% A i1 1,13 N N (289 1 2891 H ne
78 7825 M 1940 neuvedeno M81403 |3,03 P 1 3,21 nizka polyzomie 37 % A 1 106 N N (206 0 206 0 N ne
79 17824 ‘M 1945 neuvedeno M81403 (2,09 N 0 2,12 idizomie 91 % N 0 101N N |[206:0 206:0 N ine
80 (7846 ‘M 1946 neuvedeno M81403 (2,11 N 0 2,22 |dizomie 86 % N 0 105N N 243 0 2430 N ine
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1 6103 |1,80 N 0 1,79 N 1 0,99 N 0,95 N 0 091 N 0 0,96 N
2 6116 |0,88 N 0 0,91 N 0 1,03 N 2,01 N 0 157 N -1 0,78 N
3 5298 |1,10 N 0 1,10 N 0 1,00 N 2,08 N 0 208 N 0 1,00 N
4 5374 |2,18 N 0 2,18 N 0 1,00 N 2,23 N 0 222 N 0 1,00 N
5 5150 |2,22 N 0 2,38 N 0 1,07 N 2,08 N 0 212 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 0 228 N 0 1,07 N
8 5125 |2,23 N 0 2,07 N 0 0,93 N 2,08 N 0 206 N 0 1,00 N
9 5146 |2,08 N 0 2,18 N 0 1,05 N 2,04 N 0 213 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 14361 2,11 N 0 2,11 N 0 1,00 N 2,10 N 0 2,18 N 0 1,04 N
21 14745 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 15030 1,97 N 0 2,07 N 0 1,05 N 2,04 N 0 2,01 N 0 0,98 N
26 15061 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 17389 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 0 329 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 0 361 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 16943 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 -1 156 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 17235 |2,62 H 1 2,62 H 1 1,00 N 1,64 N -1 1,68 N -1 0,98 N
63 17355 |1,84 N -1 2,42 N 1 1,32 N 1,86 N -1 1,84 N -1 0,99 N
64 17354 |2,34 N 1 2,32 N 1 0,99 N 1,98 N -1 1,94 N 0,98 N
65 7303 |22 N 0 2,1 N 0 0,99 N 1,76 N -1 1,88 N 1,07 N
66 7261 |19 N -1 2,05 N 0 1,08 N 1,98 N 0 2,16 N 0 1,09 N
67 7387 |19 N -1 2 N 0 1,05 N 1,68 N -1 1,58 N -1 0,94 N
68 17023 |19 N -1 1,86 N -1 0,98 N 1,74 N -1 1,96 N -1 1,13 N
69 17101 [1,92 N -1 1,86 N -1 0,97 N 1,58 N -1 1,62 N -1 1,03 N
70 16973 |1,98 N 0 1,98 N 0 1 N 1,9 N 0 1,85 N 0 0,98 N
71 17079 |2,21 N 1 2,13 N 0 0,96 N 1,68 N -1 1,82 N -1 1,08 N
72 16983 |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 17883 |2,66 H 1 2,03 N 0 0,87 N 1,97 N 0 203 N 0 1,03 N
75 17820 |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 17825 |26 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 1 216 N 1 0,97 N

Tabulka €. IX: Souhrnné tabulky vySetfeni pacient pro geny EML4-ALK, EGFR, C-MET a FGFR1 (M80703 invazivni spinocelularni karcinom; M809030 bazaliom; M80103
jina primarni epitelialni malignita; M802013 nedefinovatelny karcinom; M81403 adenokarcinom NOS (Not Otherwise Specified); M81406 metastaticky NOS adenokarcinom;
M82303 ,solid“ karcinom; M82503 bronchoalveolarni karcinom; M83126 metastaza hypernephromu; M852503 adenokarcinom nizkého gradu).
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4.2 RT real-time PCR fuzniho genu EML4-ALK

Pomoci RNeasy® FFPE Kitu byla vyizolovana RNA ze 23 vzork( tkani karcinomd plic
zalitych v parafinu. Dale byla timto kitem vyizolovana RNA z bunééné linie NCI-H2228. Tato
linie byla pfedtim kultivovana a zalita do parafinového bloCku. Vyizolovana RNA byla
pfepsana do cDNA. Koncentrace RNA a cDNA byla zmé&fena nanodropem. Koncentrace
vyizolované RNA, cDNA a jejich Cistota jsou uvedeny v tabulce & X. Optimalni hodnoty
Cistoty RNA a DNA se pohybuji mezi 1,8-2. VSeobecné je Cistota RNA a DNA ziskana

z FFPE vzorku horsi, ale pro analyzu je dostacujici.

Tabulka €. X: Koncentrace RNA, cDNA a jejich Cistota.

vzorek | koncentrace  RNA | Cistota koncentrace cDNA | Cistota
[ng/ul] 260/280 [ng/ul] 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  Cistota koncentrace cDNA : Cistota
[ng/ul] 260/280 [ng/ul] 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 analyza s primery pro rGzné varianty fuzniho genu
EML4-ALK. Pro variantu 1 a 3 byly pfevzaty primery z ¢lanku Wallander et al. (2012).

Experiment byl rovnéz proveden se sadou vlastnich primerd pro varianty 1 a 3 navrzenych

v programu Primer3.

Na zakladé analyzy meltingové kfivky bylo zjist€no, Zze dochazi ke vzniku mnoha
nespecifickych produktd. Na obr. €. 18 je uveden pfiklad kfivky meltingové analyzy s primery

pro variantu 1 dle Wallander et al. Nespecifické produkty byly sledovany u vSech

meltingovych kfivek pro razné varianty i pro GAPDH.
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Obr. €. 18: Kfivka meltingové analyzy PCR produktl pro variantu 1.

PCR produkt vytvofeny podle primeru na variantu 1 od Wallander et al. ma
deklarovanou délku 109 bp varianta V3a ma 105 bp a V3b 138 bp. Mnou navrzené primery
pro varianty 1 a 3 amplifikuji produkt o délce 150 bp. Délka PCR produktd byla ovéfena
na DNA cCipech. Vysledky detekce genu pro EML4-ALK variant 1 a 3 dle Wallander et al. jsou

zobrazeny na obr. €. 19, 20, 21, 22.
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Obr. €. 19: Elektroforetogram amplikond pro sadu vzorkd s primery od Wallander et al. pro fuzni gen EML4-ALK
varianty 1, o¢ekavana délka amplikonu je 109 bp.
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Obr. &. 20: Elektroforetogram amplikond pro sadu vzork( s primery od Wallander et al. pro fazni gen EML4-ALK
varianty 1, o¢ekavana délka amplikonu je 109 bp.
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[bp] Ladder 1515 2625 1311 2432 1934 2555 2211 1935 1429 1341 1665
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Obr. €. 21: Elektroforetogram amplikond pro sadu vzorka s primery od Wallander et al. pro fuzni gen EML4-ALK

varianty 3, o¢ekavana délka amplikonu je 105 a 138 bp.

1612 1695 1580 L7l 136 23 3 o] 1804 1744 1453

1500 =
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=400 _

Obr. &. 22: Elektroforetogram amplikond pro sadu vzorkd s primery od Wallander et al. pro fuzni gen EML4-ALK

varianty 3, o¢ekavana délka amplikonu je 105 a 138 bp.
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Vysledky detekce fuzniho genu EML4-ALK

¢. 23, 24, 25, 26.

o0 variantach 3 a 6 jsou zobrazeny na obr.

[bp] Ladder 1515 2625 1311 2432 1934 2555 2211 1935 1429 1841 1666 2419 [bp]
1500 — — 1500
—
T — — — 700
400 — — — 400
00— — — 300
200 — =————— — 200
150 — ———— — 150
100 — e — [r— - 100
— —
o — -
15 - —-15
L 1 z 3 4 5 5 7 i 9 10 11 12

Obr. €. 23: Elektroforetogram amplikont pro sadu vzork( s navrzenymi primery pro fazni gen EML4-ALK varianty

3, o¢ekavana délka amplikonu je 150 bp.

[bp] Ladder 1612 1695 1580 1768 1316 2623 2013 2039 1601 1744 1483 Hz225 [bp]
1500 — — 1500
830 — — 830
TOO — — — 700
SO0 — —— — 500
400 — — 400
300 — —— — 300
200 — ———— — — =00
150 — — 150
100 — s—— — —— — 100
25 — T P —25
15— —-13
L 1 2 3 4 5 & 7 g 9 10 11 1z

Obr. €. 24: Elektroforetogram amplikont pro sadu vzork( s navrzenymi primery pro fazni gen EML4-ALK varianty
3, o¢ekavana délka amplikonu je 150 bp.
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[bp] Ladder 1515 2625 1311 2432 1934 2555 2211 1935 1429 1841 1668 2419 [bp]
1500 — — 1500
OO — — — 850
700 — — 700
500 — — 500
400 — — 400
300 — — 300
200 — — 200
150 — — 150

—_—

100 — — — - 100
20 — — 30
23 — =25
15 — —15

L 1 z 3 4 5 & 7 k] a 10 11 1z

Obr. &. 25: Elektroforetogram amplikon( pro sadu vzorkd s navrzenymi primery pro fuzni gen EML4-ALK varianty
1, ocekavana délka amplikonu je 150 bp.

[bo] Ladder 1612 1695 1580 1765 1316 2623 2013 2039 1601 1744 1483 Hzz28 [k
1500 — — 1500
BG0 —  — — 250
700 — — 700
500 — —500

400 — — 400

300 — — 300

200 — — 200

150 — — 150

100 — — — 100
30 — — 50
5 = =

L 1 2 3 4 5 5 7 f 9 10 11 12

Obr. €. 26: Elektroforetogram amplikonl pro sadu vzork(l s navrzenymi primery pro fazni gen EML4-ALK varianty
1, ocekavana délka amplikonu je 150 bp.
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Spravnost izolace RNA a jeji prepis do cDNA byla potvrzena pomoci primeru

pro housekeepingovy gen GAPDH, délka amplikonu je 150 bp. Dosazené vysledky detekce

genu GAPDH jsou zobrazeny na obr. &. 27 a 28.

[bp] Ladder 1515 2625 1311 2432 1934 2555 2211 1935 1429 1841 1668 2419 [bo]
1500 — — 1500
G0 —  — — 850
FOO —  e— — 700
SO0 —  s— — 500

400 — — —400 |
300 — — — 300
200 — — — 200
150 — ——— — 150
100 — s — 100

S0 — — 50

15 — —15

L 1 b4 3 4 1 & 7 3 9 10 11 12
Obr. &. 27: Vystup z DNA €ipu pro sadu vzorkt s primery pro GAPDH.

[bp] Ladder 1612 1695 1580 1768 1316 2623 2013 2039 1601 1744 1483 Hz228 [bp]
1500 — — 1500
OO0 —  — — 850
TOO — e— — 700
500 — — 500
400 — m— =400
300 — —— — 300
200 — — 200
150 — ———————— — 130
100 — s — 100
o e w— _ e
25 — —-25
15 — - 15
L 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12

Obr. €. 28: Vystup z DNA ¢ipu pro sadu vzorkud s primery pro GAPDH.
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Z divodu vysokého mnozstvi PCR produktll detekovanych na DNA d&ipech mimo
oCekavany band (150 bp), byla vyzkousena metoda pfidani genomické DNA. PCR mix byl
modifikovan pfidanim 1 uyl gDNA o koncentraci 100 ng/pl vyizolované z bunécné linie CEM.
Vliv modifikovaného PCR mixu na detekci varianty 1 dle Wallander et al. je uveden na obr. €.
29. Doslo ke snizeni koncentrace PCR produkt(, ale nedoslo k inhibici vzniku nespecifickych

produktd.

[bp] Ladder MNTC H2O NTC gDlA 1515 1934 1580 1768 2555 1695 1a41 2432 1612 Hzzz8 [bp]
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B850 —
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400 — — 400

300 — — 300

200 — — 200

150 — — 150

100 —

50—
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— o0

- 13

L 1 z 3 4 5 & 7 g 9 10 11 1z

Obr. €. 29: Detekce varianty 1 pomoci primerd od Wallander et al., upraveny PCR mix s gDNA bunécéné linie
CEM.

Dale byly vyzkouSeny razné koncentrace MgCl, (3mM, 4mM a 5 mM) pro optimalizaci
RT real-time PCR. ProtoZze nebylo dosazeno signifikantnich zmén, nejsou vysledky z DNA
Cipt uvedeny.

Na zakladé vysledku byla dodate¢né vyizolovana RNA zplicni tkané pacientd,
bunécéné linie NCI-H2228 zalité v parafinu a v trizolu. Ziskané vysledky analyzy na RNA €ipu
jsou zobrazeny na obr. €. 30. Vzorek uchovany v trizolu vykazuje minimalni fragmentaci RNA

oproti vzorkim uchovanych v parafinu.
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Obr. €. 30: Vysledek analyzy RNA vyizolované z pacientskych vzorkd uchovavanych v parafinu s RNA bunécné
linie uchovavané jak v trizolu tak parafinu.
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5 Diskuze

Cilem prace bylo zjistit prognosticko-prediktivnhi hodnotu gena C-MET, FGFR1, EGFR
a ALK pro pacienty s karcinomem plic a napomoci navrzeni vhodného algoritmu vySetfovani
pacientd pomoci FISH metody, pouzitelného pro rutinni praxi.

Byly pfipraveny dudlni (Spectrum Orange a Spectrum Green) DNA sondy
(FGFR1/CEP8 a C-MET/CEP7) pro FISH, izolaci bakterialnich plasmidl s inzertem
a naslednym fluorescenénim znacenim. Byla ovéfena kvalita hybridizace a specificita vazby.
Obé pfipravené sondy vykazovaly na chromozomalnich preparatech vysokou specificitu
ke své predpokladané vazebné oblasti a zkfizena hybridizace nebyla nalezena. Ziskané
signaly byly dostate¢né kvalitni a intenzivni v porovnani k nespecifickému pozadi vzorku.
V souCasné dobé probihaji stabilitni studie a je zpracovavana dokumentace pro pouZiti
téchto sond jako in vitro diagnostika (CE IVD certifikace). Zajimavosti je, Ze pfi testovani
sondy FGFR1/CEPS8 jsme pouzili buné€nou linii NCI-H520, u které je v literatufe popsana
amplifikace genu FGFR1 (Dutt et al., 2011). Amplifikaci se nam nepodafilo prokazat pomoci
pfipravené ani komeréni sondy, a to ani na nové dodané linii (ATCC), {j. linie bez moznych
genetickych zmén vzniklych kultivaci. V literatufe ani materialech dodejce linie vSak nebyly
o amplifikaci FGFR1 nalezeny dal$i zaznamy, predpokladame tedy, ze se mize jednat
o chybu autor(.

Byl vySetfen soubor 80 pacient s karcinomem plic, diagnostikovanych v letech 2010-
2013, histologicky urenych pfevazné jako adenokarcinom 52,5 % (42/80). Median véku
pacientl byl 69 let (vékovy pramér 67,8 let), 71,25 % (57/80) pfedstavovali muzi. Pacientské
vzorky byly vySetfeny metodou FISH s pouZitim pfipravenych DNA sond FGFR1/CEP8 a C-
MET/CEP7 a komer¢né ziskanych EGFR/CEP7 a break apart ALK sond.

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci softwaru Statistica8. Jako statisticky
vyznamna byla povaZovana hladina testu p<0,05 (trend), resp. p<0,01 (korelace).
PFi testovani byl pouZit Mann-Whitney test z divodu porudeni normality dat a x* test
nezavislosti v kontingencnich tabulkach.

Ze statistické analyzy vyplyva, Zze se zvysujicim se vékem dochazi Castéji k polyzomii
chromozomu 7 (p=0,012) resp. p=0,022 (Colorado hodnoceni) a tim i ke zvySeni poctu kopii
genu EGFR (p=0,041). Pro gen C-MET, ktery je rovnéz na chromozomu 7 lokalizovan,
nevychazi hodnota statisticky vyznamné (p=0,153). Tato skutecnost muze byt disledkem
malého mnozstvi pacientl v souboru (N=80). VSeobecné, polyzomie chromozomu zvySujici
se s vékem pacientll byla jiz u nékterych diagnéz v literatufe popsana (Bourouba et al.,
2011), avSak polyzomie chromozomu 7 u karcinoml plic neni s vékem pacienta dosud

v dostupné literatufe spojovana. Jak se ukazuje, zvy$eny pocet chromozomu( 7 by mohl mit
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vliv na celkové preziti pacientl I1éEenych gefitinibem (Buckingham et al., 2007) a to i nepfimy,
nebot v dusledku této polyzomie dochazi ke zvySeni poctu kopii dalSich onkogen(, u kterych
jiz byl vliv na karcinom plic (EGFR, C-MET) (Park et al., 2012) prokazan u jinych diagnéz &i
je jeho onkogenni ucinek diskutovan, napf. B-RAF (Pao et Girard, 2011), DMP1 (Frazier et
al., 2012), ST7 (Charong et al., 2011) apod.). Souvislost mezi polyzomii chromozomu 7
a pocty kopii genli EGFR resp. C-MET byla u naSeho souboru dle ocekavani prokazana
(p<0,0001 resp, p=0,02), avdak prokazan byl i statisticky vyznamny vliv na pocet kopii genu
ALK (chromozom 2; p=0,043), viz dale. VySSi po€et kopii genu EGFR byl u naSeho souboru
nalezen u 41,25 % (33/80), resp. u 56,25 % (45/80), dle hodnoceni Colorado. Nej¢astéji bylo
zvySeni nalezeno u pacientd se spinocelularnim karcinomem (50 %; 9/18)
a adenokarcinomem (40,5 %; 17/42), coz odpovida publikovanym datim (Kim et al., 2012).
Vysetfeni EGFR bude v dalSi praci doplnéno mutacnimi analyzami. | kdyz se v posledni
dobé zda, ze vysSetfovani EGFR metodou FISH nebude doporu€ovano pro indikaci léCby
tyrozinkinazovymi inhibitory (Vincent et al., 2012), data nejsou pfili§ konzistentni a navic
ur€eni poctu kopii tohoto genu by mohlo mit viiv na prognézu onemocnéni ¢i jiné typy terapie
(Murray et al. 2012; Pallis et al., 2011). Rovnéz napf. Schneider et al. (2008) potvrdili, ze
pozitivita EGFR uréena pomoci FISH koreluje s celkovym pfezitim a obdobim bez znamek
progrese, oproti tomu vySetfeni pomoci imunohistochemie koreluje jen slabé a povazuiji
vySetfovani EGFR metodou FISH za vhodné pro predikci ucinnosti I€€by tyrozinkinazovymi
inhibitory. Problémem pfi urovani prediktivni a prognostické hodnoty poctu kopii EGFR je
také fakt, Ze se zmény kopii EGFR &asto vyskytuji spole¢né s aktivaénimi mutacemi EGFR,
coz muze do zna¢né miry analyzy ovlivnit.

Na vysSetfeném souboru vzorkd se nepodafilo potvrdit vztah mezi poctem kopii EGFR
a pohlavim, av8ak polyzomie chromozomu 7 a zvy3eni poctu kopii C-MET bylo &astéji
nalézano u zen nez u muzl (p=0,04 resp. p=0,02). Vzhledem k pracem, které prokazaly
Castéjsi aberace EGFR u Zen (Wang et al., 2013) pfedpokladame, Ze se jedna o chybu
vzniklou dosud malym souborem zkoumanych pacient. Sou€asné zvySeny pocet kopii C-
MET i EGFR byl nalezen u 13 pacientd (16,25 %; 13/80; p=0,0252), coz odpovida jiz
publikovanym datum (Cappuzzo et al., 2009). 3 pacienti (3,75 %; 3/80) vykazovali sou¢asné
zvySeny pocet kopii gendl FGFR1 a C-MET, p=0,0252. Tato korelace nebyla prozatim
potvrzena zadnou publikaci, maze vSak byt zplsobena jiz zminénymi polyzomiemi vicero
chromozomu  vijadife  (fakt, ze nadory jsou vSeobecné  charakterizovany
polyzomiemi/polyploidiemi a dalSimi aberacemi byl popsan jiz vroce 1992 - Testa
et Siegfried, 1992).

U jednoho pacienta byla nalezena vysoka amplifikace C-MET a u jednoho hraniéni

hodnota (celkové 2,5 %; 2/80). Jen asi 4-7 % pacientl s rakovinou plic vykazuje pravou
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amplifikaci C-MET de novo (Sierra et Tsao, 2011), typickou pro pokrocilejSi stadium
onemocnéni a pfedpovidajici kratSi dobu pfeziti pacientd (Zhao et al., 2005). Sledovani této
amplifikace je dullezité také z dlvodu, Ze je jednim z mechanizmu rezistence k EGFR
tyrozinkinazovym inhibitorim jako je erlotinib.

Vysoka hladina amplifikace FGFR1 se vyskytuje asi ve 20 % pfipadl spinocelularnich
karcinomu u kufakua (Weiss et al., 2010), u adenokarcinomu se vyskytuje ve 3 % pfipadl
(Dutt et al., 2011). Amplifikace FGFR1 u NSCLC se Castéji vyskytuje u muzu (39,4 % vs.
zeny 13,8 %), u kufakd (40,8 % vs. nekufaci 4,2 %), ale uz nelze urcit pfesnou korelaci
s vékem (Sasaki et al., 2012). Na zakladé statistickych vysledku nebyla u naseho souboru
nalezena zadna z uvedenych korelaci. To je zfejmé& dano malym poctem reprezentativnich
vzorkd, tedy jen 18 pacientu se spinocelularnim karcinomem.

ZvySeny pocet kopii genu ALK byl nalezen statisticky vyznamné vysSi pouze
u adenokarcinomu (39 %; 13/33; p=0,0066). Aurtofi Salido et al. (2011) popsali zvySeni
poctu kopii ALK u adenokarcinomu ve 4,5 % pfipadd, avSak cut-off pro zvySeni byl nastaven
=6 kopii v 210 % analyzovanych bunék. Nase hranice pro zvyseni byla stanovena =3 signald
ve 230 % bunék vzorku. Dle dostupné literatury nema ale toto zvySeni pro pacienty prakticky
vyznam a hodonocena je pfedevsim aberace ALK. Aberace ALK byla nalezena u 4 pacient(
(5 %; 4/80) pacientl. Podle Sasaki et al. (2010) se frekvence fuzniho genu EML4-ALK rdzni
od 2,9-9,4 %. Vyskyt aberace ALK genu tedy koreluje s vysledky dostupnych studii.

U vySetfovaného souboru 80 pacientl byly nalezeny statisticky vyznamné vztahy,
prace bude dale pokraCovat na prospektivnhich a retrospektivnich pacientskych vzorcich.
Nasledné budou vySetfeny mutace EGFR a vSechna ziskana data korelovana. Cilem je
pfispét k objasnéni vyznamu vybranych marker( pacientl pro odhad biologického chovani
nemoci a uc€innost adjuvantni chemoterapie a rovné&z zpfesnéni vhodného algoritmu
vySetfovani jednotlivych markerd pouzitelného v rutinni praxi

DalSi prace v praktické €asti se tykala detekce fuzniho genu EML4-ALK. Fuzni gen
EML4-ALK je standardné sledovan pomoci metody FISH. Problémem detekce EML4-ALK
pomoci RT real-time PCR je vSak vyskyt nékolika variant fuzniho genu (Soda et al., 2007;
Penzel et al., 2012). Pro celistvost vySetfovani by mély byt vytvofeny primery pro vSechny
varianty. U ¢&asti vySetfovanych vzorki opakované selhava hybridizace sondy di
nespecifické pozadi preparatu je natolik vysoké, ze vysledek nelze vyhodnotit. Proto jsme se
pokusili zavést RT real-time PCR vySetfovaci metodu pro varianty 3ab a 6. Detekce fuzniho
genu EML4-ALK byla provedena pro 2 nejCastéjSi fuzni varianty - 1 a 3ab dle Wallander
et al. a byla doplnéna o nové navrzené primery pro varianty 1 a 3ab. Zamérem praktické
¢asti bylo stanovit variantu fuzniho genu EML4-ALK u vybranych pacientl a bunécné linie

NCI-H2228 jako srovnavaciho vzorku.
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Z 23 FFPE tkani pacientl a bunécné linie NCI-H2228 zalité v parafinu byla vyizolovana
RNA o raznych koncentracich, Cistota méfena pfi 260/280 vykazovala hodnoty od 1,41
do 1,98. Nizké hodnoty Cistoty znamenaiji rizné vysokou kontaminaci aromatickymi latkami
nebo proteiny. Problémem izolace RNA z FFPE tkani je zfejmé samotné uchovani
v parafinu. Po prepisu RNA do cDNA byly méfeny hodnoty koncentrace cca od 2000
do 3000 ng/ul, Cistota méfena pfi 260/280 se pohybovala od 1,65 do 1,68; u bunécné linie
byla hodnota 1,8. Je patrné, Zze u buné&céné linie NCI-H2228 je koncentrace a Cistota (1,8)
vyizolované RNA a cDNA ze vSech vzorkl nejoptimalnéjsi. To je zfejmé dano tim, ze vzorek
neobsahuje vazivovou tkarn a neni kontaminovan dalSimi slozkami preparatu.

Z krivek meltingovych analyz PCR produktd bylo zjisténo, Ze dochazi ke vzniku mnoha
produktd. Podle Wallander et al. byly PCR produkty pfeneseny na DNA Cip a analyzovany.
Na DNA C¢ipu byl potvrzen vznik mnoha bandld a tudiz mnoha amplikon(. Nespecifické
produkty byly pozorovany i u sledovani housekeepingového genu pro GAPDH. U GAPDH
vSak bylo mozné rozpoznat detekovany GAPDH (silny band) od nespecifickych produktu.
Timto byla potvrzena spravnost izolace RNA a jeji prepis do cDNA.

Primery pro detekci riznych variant byly vybrany podle délky PCR produktd do 150 bp.
Fixace parafinem je metoda, ktera dobfe zachovava morfologické znaky tkani, které jsou
pozdéji pouzity pro rizné analyzy. Nevyhodou fixa¢ni metody je vysoka fragmentace RNA
a DNA. Pro dlouhodobé uchovani je navic dulezita teplota, uchovani vcelku nebo v fezech
a délka skladovani (Ahlfen et al., 2007). Pro potvrzeni hypotézy, ze za vznik nespecifickych
produktd muze vysoka fragmentace RNA, byla dodatec¢né vyizolovana RNA z FFPE tkani
pacientl, bunécné linie NCI-H2228 uchované v parafinu a v trizolu. Z elektroforetogramu
bylo zjisténo, ze pro izolaci RNA je potfeba mnoho fezl pro vys$Si vynos RNA. Byla
porovnana RNA z bunécéné linie zalité v parafinu a ulozené v trizolu. Mnohonasobné nizsi
mira fragmentace byla pozorovana u bunék uchovanych v trizolu.

Pouziti reverzné transkriptazové RT real-time PCR po izolaci RNA z FFPE je velmi
problematické kvili velmi Spatné kvalité a fragmentaci RNA. Integrita RNA z FFPE je
nesrovnatelné horsi nez DNA, kde se real-time PCR bé&zné pouziva pro diagnostické ucely.
Re$enim je pouze uchovani primarniho vzorku ve stabilizaénim médiu (napf. RNA later),
popf. zamrazeni vzorku v kapalném dusiku, coz ale v souasné dobé v rutinni diagnostice

neni mozné.
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6 Zaver

Soucasnym trendem klinické praxe je koncept personalizované mediciny, kde jsou
pacienti vybirani na zakladé klinickych charakteristik, histologickych podtypu a molekularné-
genetického profilu. Cilem této prace bylo vySetfit genetické markery u skupiny pacientl
s karcinomem plic, ktefi jsou sougasti vétsiho projektu UMTM s Plicni klinikou FN Olomouc,
a pomoci pfi zpresnovani lécby pacientt s operabilnim NSCLC nalezenim prediktivnich
markerd a navrzenim vhodné strategie vySetfovani jednotlivych markerd. Casty zpdsob
vySetfeni genetickych zmén u NSCLC vzorkl je pomoci metody FISH. Touto metodou bylo
vySetfeno 80 pacientl na geny pro C-MET, EGFR, FGFR1 a fuzni gen EML4-ALK. Jiz
u souboru 80 pacientl, vySetfenych v ramci této prace, byly nalezeny statisticky vyznamné
vztahy, z nichZ pouze nékteré byly dosud popsany v literatufe. VySetfenim celého souboru
a naslednou korelaci s klinicko-patologickymi daty bychom radi popsali impakt téchto aberaci
pro prognézu ¢i cilenou Iéébu pacienta a potvrdili ¢i vyvratili dosud nalezené korelace.

Metodou RT real-time PCR byly experimentalné stanovovany fuzni varianty EML4-ALK
z FFPE vzorkd NSCLC. Podle literatury byly vybrany primerové sekvence a ty doplnény nové
navrzenymi. Problémem je vSak samotné uchovani vzork( v parafinu, nebot i pres
optimalizaci metody nelze EML4-ALK aberace spolehlivé detekovat. Pro zavedeni detekce
EML4-ALK do rutinni praxe pomoci RT real-time PCR navrhuji zchlazeni bioptované tkané

v tekutém dusiku a poté uchovani pfi -80°C nebo v RNA lateru.
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ZKRATKY

AKT
AKT/PKB

ATP
BAD
B-Myb
C-Myc

DAG
DAPI
DNA
EDTA
ELK1ETS
ErK

FGF
FKHR
FRS2

Gabl
GAPDH

GSK3B
Grb2

GAP
GTP
HER

IP3
JAK
JINK
KIF5B
KLC1

RAC-beta serine/threonine-protein kinase

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase - RAC-alfa serin/treonin
proteinkinaza

adenosintrifosfat

BCL2 antagonist of cell death - Bcl2 antagonista bunééné smrti
Myb-related protein B

avian myelocytomatosis viral oncogene homolog - pta¢i myelomatozni
viralni onkogenni homolog

1,2-diacylglycerol

4'.6-diamidino-2-phenylindol

deoxyribonucleotide acid - deoxyribonukleova kyselina
ethylendiaminotetraoctova kyselina

domain-containing protein Elk-1 - ETS doména obsahuijici protein Elk-1
mitogen-activated protein kinase - mitogenné aktivovana

proteinkinaza

fibroblast growth factor - fibroblastovy rtstovy faktor

forkhead box protein O1

fibroblast growth factor receptor substrate 2 - substrat fibroblastového
ristového receptoru 2

GRB2-associated-binding protein 1

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza

glycogen synthase kinase 3 beta

growth factor receptor-bound protein 2 - vazebny protein receptoru  pro
rstovy faktor 2

GTPase akctivating protein - GTPazu aktivujici protein
guanosintrifosfat

human epidermal growth factor receptor - lidsky epidermalni ristovy
faktor

inositol 1,4,5-trifosfat

tyrozine-protein kinase JAK - tyrozinproteinova kinaza JAK
mitogen-activated protein kinase - mitogenné aktivovana proteinkinaza
kinesin family member 5B - ¢len kinezinové rodiny 5B

kinesin light chain 1 - lehky fetézec kinezinu 1
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KRAS kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

MAPK mitogen-activated proteinkinase - mitogenné aktivovana proteinkinaza

MEK dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase

MKP1 MAPK phosphatase 1 - fosfataza MAPK 1

MMP matrix metalloproteinase - matrixova metaloproteinaza

MRNA messenger RNA - mediatorova DNA

mTOR mammalian target of rapamycin - sav¢i cil rapamycinu

NK4 interleukin 32

PDK pyruvate dehydrogenase kinase - pyruvat dehydrogenazova kinaza

PIP2 fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat

PLCy phospholipase C gamma - fosfolipaza C gama

PKC protein kinase C - proteinkinaza 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 - krysi sarkom

Rho rhodopsin - rodopsin

Shc SHC-transforming protein - SHC-transformuijici protein

Shipl phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 -
fosfatydilinositol-3,4,5-trifosfat 5-fosfataza 1

Shp2 protein tyrozine phosphatase, non-receptor type 11

SOS son of sevenless homolog

Src proto-oncogene tyrozine-protein kinase - protoonkogen

tyrozinproteinové kinazy
STAT signal transducer and activator of transcription - signalni transduktor a

aktivator transkripce

S6K ribosomal protein S6 kinase

TGF transforming growth factor - transformuijici rastovy faktor

TRIS 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol

TTF1 transcription termination factor 1 - transkripéni terminacni faktor 1

VEGF vascular endothelial growth factor - vaskularni endotelialni ristovy
faktor

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor - receptor vaskulamiho

endotelialni rdstového faktoru
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