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Souhrn

Vychodiska: TP73, ¢len genové rodiny p53, se vyznacuje nezvyklou komplexitou genového lokusu. Prepisem
ze dvou promotor( a alternativnim sestfihem primarniho transkriptu vznikaji dvé tifdy NH,-termindlnich izofo-
rem proteinu p73: transaktivacné- kompetentni TAp73 a transaktivacné-deficientni ATAp73 (ANp73, p73Aex2,
p73Aex2/3). TP73 je zapojen v regulaci diferenciace a apoptézy v neurondlni, mesenchymadlni a epitelidlni tkéni.
ZvySend exprese TP73 je u fady niddord povaZzovana za onkogenni, overexprese ATAp73 je negativnim prognos-
tickym znakem u nékterych karcinomt a neuroblastomu. Typ studie a soubor: Pilotni molekularné geneticka
a imunohistochemicka studie exprese izoforem proteinu p73 v souboru naddorové tkané meduloblastomu. Meto-
dy a vysledky: Metodou real-time PCR byly detekovany transkripty TAp73, ANp73, p73Aex2 u nadort (n=11)
avreferencni RNA z mozecku. Byla prokdzina zvySend exprese ANp73 atrend ke zvySené expresi TAp73 u medu-
loblastomu. Nebyla prokazédna korelace izoforem TP73 s expresi gentt TRKC, MYCC v jednotlivych vzorcich.
Imunohistochemické znaceni ANp73 a p73a (n=23) potvrdilo dosaZené vysledky na drovni proteinu. Zavér:
Exprese N-termindlnich izoforem p73 se miZe podilet na molekuldrni podstaté tumorigeneze u meduloblastomu.
Definujeme TP73 jako vhodny kandidétni gen pro dalsi studium jeho prognostického a terapeutického vyznamu
u tohoto onemocnéni.
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Summary

Backgrounds: TP73 gives rise to two diametrically opposed protein classes: transactivation-competent p73 pro-
teins (TAp73) and transactivation-deficient NH,-terminaly truncated ATAp73 proteins. ATAp73 are generated
by aberrant splicing (p73Aex2, p73Aex2/3) and alternative promoter usage of intronic promoter P2 (ANp73). TP73
is involved in neural, mesenchymal and epithelial morphogenesis. Oncogenic activity of TP73 has been well doc-
umented and frequent tumor specific up-regulation of ATAp73 forms was observed in some types of cancer. ANp73
overexpression was found to be an independent prognostic marker for aggressive clinical behavior in patients with
carcinomas and neuroblastoma . Design and subject: Real-time PCR and immunohistochemical detection of
TP73 isoforms in medulloblastoma samples. Methods and results: TAp73, ANp73, p73Aex2 transcripts have
been analyzed in medulloblastoma specimens and normal cerebellar tissue. ANp73 overexpression as well as
a trend to increased TAp73 expression were found. No correlations between TP73 isoforms and TRKC, MYCC
expression were documented. Immunohistochemical analysis of ANp73 and p73a confirmed molecular genetic
data. Conclusions: Our findings suggest the involvement of TP73 in medulloblastoma tumorigenesis, defining
TP73 as potential prognostic and therapeutic target for medulloblastoma.
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228 KLINICKA ONKOLOGIE 19 4/2006



Uvod

Ztrata funkce proteinu p53 je kli¢ovou udalosti v procesu kan-
cerogeneze ufady nadort [1,2]. Studie hledajici homology toh-
oto klasického nadorového supresoru vedly k objevu dalSich
¢lent p53-genové rodiny, TP73 [3] a TP63 [4]. TP73 je loka-
lizovan na kratkém raménku chromozomu 1 (1p36.2-3),
v oblasti podléhajici u fady nadort ztraté heterozygosity. Struk-
turni homologie proteinu p73 a p53 vede k prekryvajicim se
protein-proteinovym a DNA-proteinovym interakcim [5]. Pre-
sto vS§ak neni p73 klasickym nadorovym supresorem Knudso-
nova typu, nebot jeho inaktivujici mutace jsou v lidskych nddo-
rech nalézany extrémné fidce [6] a p73~/- deficientni my$ nem4
zvySeny sklon ke spontdnnimu vyskytu nadori [7]. Spektrum
biologickych funkci proteinu p73 je Siroké, vykazuje funkce
obdobné proteinu p53, ale rovnéZ funkce antagonistické, Ci je
zapojen do signdlnich drah, na nichZ se p53 nepodili [8,9]. Za
touto skuteCnosti stoji nezvykly poCet COOH- a NH,-termi-
nélnich izoforem proteinu p73, jejichZ existence vycha-
zi z komplexity genového lokusu TP73. Kromé promotoru P1
je v oblasti intronu 3 lokalizovén dalsi, interni promotor P2.
Ptepis z P1 dava vznik nezkracené (full-length) transaktivac-
né kompetentni TA-formé, piepis z P2 vede ke vzniku NH,-
zkréceného (truncated) proteinu ANp73. U ANp73 je 61 N-
koncovych aminokyselin proteinu TAp73 nahrazeno 13
aminokyselinami kédovanymi z alternativniho exonu 3B. Déle
byla dokumentovdna existence aberantnich transkripti
p73Aex2, p73Aex2/3, AN’p73, které, byt piepisovany z pro-
motoru P1 rovnéz postradaji TA doménu. p73Aex2 a p73A2/3
vznikaji alternativnim sestfihem exont 2 resp. 2/3, koduji
protein pocinajici aminokyselinou 49 resp. 72. Transkript
AN’p73 obsahuje 198 parti bazi z alternativniho exonu 3B (jeho
3’-koncovou ¢ast) a po translaci kéduje protein identicky
s ANp73. Souhrnné jsou tyto TA-deficientni, vii¢i TAp73 awt
p53 dominantné negativni izoformy p73 oznacovany jako
ATAp73. Kromé transkriptu kédujiciho p73 v plné délce 14
exontl (o-izoforma) nalézdme v normalni ¢i nadorové tkani
dalsich nejméné osm C-terminalnich izoforem B,y,8,,n,n;, 6,
vznikajicich mnohoCetnym sestfihem exonti 10 aZ 14. Expe-
rimentélni data naznacuji, Ze pfedev§im rozdilné moduluji
transaktivacni roli proteinu p73. [5,8-11].

TAp73 sdili s proteinem p53 ¢astecnou funkéni homologii.
Ektopicky navozena zvySena exprese TAp73 vede u bunék in
vitro k vazb& p73o a p73f na promotory nékterych p53-cilo-
vych gent s antiproliferativni a proapoptotickou funkci, mezi
jinymi CDKN1A/p21, GADD45, BTG2, PIG3, 14-3-3c,
IGFBP3, BAX a PUMA [8,12]. ZvySena exprese TAp73 je
indukovéna (i) bunénymi a virovymi onkogeny E2FI,
MYCC, E1A (ii) poSkozenim DNA y-ionizujicim z4fenim ¢i
lymfocytech [13-15]. Dle nové publikovanych dat je pravdé-
podobné, Ze po aktivaci TP73 je vysledna transkripcni odpo-
véd buiiky didna vzdjemnymi interakcemi TA vs. ATA
izoforem, zastoupenim jednotlivych COOH-termindlnich izo-
forem a rovnéz transkripcni aktivitou ostatnich ¢lenil rodiny
p53 spolu s dal§im bunénym kontextem . To 1ze demonstro-
vat na piikladu prace Goldschneidera et al. [12], ktery proka-
zal, Ze u bun€k neuroblastomové linie SH-SY5Y vede zvyse-
nd exprese ANp73o k akumulaci nemutované formy p53,
dochazi k inhibici WAF1/p21 genové exprese (diky domi-
nantn€ negativnimu efektu ANp73a), ovSem piekvapivé
k indukci BTGTS21/PC3 | daliiho z p53-cilovych gentl. Tato
transaktivace je navic zavisla jak na statusu genu p53 (nedo-
chazi k ni u p537 neuroblastomovych bungk), tak na dal§im
buné&&ném kontextu (je nalézana u p53*/* neuroblastomovych
bungk, nikoliv viak u p53** bun&k karcinomu prsu).
Vyznamna je role p73 pii diferenciaci v neuronalni,
mesenchymadlni a epitelidlni tkéani [8,16-19]. Protein p73 se

podili na nddorovém fenotypu buiiky u fady malignit, nej¢as-
t&ji zmifiovanymi nadory s u€asti p73 v tumorigenezi jsou kar-
cinom plic, prsu, spinoceluldrni karcinom hlavy a krku, karci-
nom jicnu, Zaludku a kolorekta, hepatoceluldrni karcinom
a chalangiokarcinom, ovaridlni karcinom, karcinom mocové-
ho méchyfe, neuroblastom, ependymom, meningeom, AML
a blasticka krize CML [8,9,20-29]. VétSina téchto studii dete-
kovala expresi p73 metodou RT-PCR, nové;jsi studie potvrzuji
expresi na urovni proteinu imunoblottingem ¢i imunohist-
ochemicky [18,27-29]. Vzriistd evidence o tom, Ze predev§im
ATA izoformy se podileji na dysregulaci signlnich drah nddo-
rovych bunék. ZvySend exprese ANp73 byla prokdzéna v pii-
padé neuroblastomu, hepatoceluldrniho a ovaridlniho karci-
nomu a rovnéZ u karcinomu prsu, plic a kolorekta; ve vSech
téchto pripadech méla prognosticky negativni vyznam [21-
23,27,28]. U fady nadort je nalézano konkomitantni zvySeni
exprese TAp73 i ATAp73 izoforem [28].

Cilem préace bylo provést pilotni studii exprese N-termindl-

nich izoforem proteinu p73 v nddorové tkani meduloblasto-
mu. Pracovni hypotéza, Ze se izoformy p73 mohou ticastnit na
dysregulaci signdlnich drah tohoto nej¢astéji se vyskytujiciho
embryondlniho nidoru centralni nervové soustavy déti, vycha-
zela z nasledujicich zjiSténi: (i) p73 se podili na morfogenezi
nervové soustavy, aberantni exprese morfogent v tumorige-
nezi je dobfe dokumentovana [16,30-33] (ii) p73 reguluje apo-
ptézu v neurondlni tkdni [16,17,30] (iii)) ANp73 overexprese
je nepfiznivym prognostickym znakem u neuroblastomu,
maligniho extrakranidlniho neurogenniho nadoru détského
véku [23].
Byla zavedena kvantifikace transkriptt TAp73, ANp73
a p73Aex2 metodou real-time PCR a imunohistochemicka
detekce ANp73 a p73a a vySetfeny dostupné vzorky medu-
loblastomu pacientd Kliniky détské onkologie LF MU a FN
Brno. V pfipadé¢ real-time PCR byla provedena analyza kore-
lace izoforem TP73 s expresi geni MYCC a TRKC, jejichz
detekce ma u pacienta s meduloblastomem potencidlni pro-
gnosticky vyznam [34-36].

Material a metody

Tkdrni meduloblastomu: Dostupnd nadorova tkan pacient
s diagnézu primarniho meduloblastomu Kliniky détské
onkologie LF MU a FN Brno (KDO). Nativni vzorky (n=11)
pochézely z banky nddorové tkané KDO pti Oddéleni 1ékai-
ské genetiky FN Brno, byly ziskdny, archivovany a vySet-
feny za dodrzeni v§ech zdkonnych norem po obdrZeni infor-
movaného souhlasu. Parafinové bloky (n=23) byly ziskdny
z archivll patologicko-anatomickych tstavi. Dlvodem
absence n€kterych vzorkl byla pfedevsim velikost biopsie
dostacujici jen rutinni diagnostice a operace mimo détské
onkocentrum.

Human Brain, Cerebellum Total RNA (BD Biosciences): Refe-
rencni RNA z lidského mozec¢ku 24 muZi/Zen zmirajicich
nahlou smrti byla uZita jako idealizovana normalni tkan ke
srovndni exprese TP73 v tkdni nddoru a v tkéni, ze které medu-
loblastom histogeneticky vznika. V pfipadé mozkovych nado-
i neni pii neurochirurgické operaci mozno ziskat normalni,
k nadoru priléhajici tkam.

Real-Time PCR: Celkova RNA byla izolovéna z nativni naddo-
rové tkang€ uzitim TRIzol (Invitrogen), koncentrace byla urce-
na spektrofotometricky. 1 g RNA byl reverzné prepsin uZi-
tim oligo(dT) primeru a reverzni transkriptazy Transcriptor
(Roche Diagostics). VySetfeni metodou real-time PCR bylo
provedeno na systému LightCycler (Roche Diagostics), vlast-
ni PCR kvantifikace v modifikaci TagMan (homogenous 5’
nuclease assay). Kazda reakce byla provedena v LC kapilafe
vobjemu 10 ul reakéni smési, skladajici se z 1 pl alikvotu vySet-
fované cDNA, 1 pul hot-start reak¢niho kitu LC FastStart DNA
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Master Hybridization Probes obsahujiciho Taq DNA polyme-
razu, ANTP, Mg?+ a pufr (Roche Diagostics), 1 ul (0,5 uM) kaz-
dého péru primerti (KRD, TIB MOLBIOL), 1 ul (0,2 mM) TM
sondy (TIB MOLBIOL), 0,25 ul Uracil-DNA glykosylazy
(Roche Diagostics) a optimalizovaného mnoZstvi Mg2*.
Sekvence uZitych primertt a TM sond uvadi Tab. 1. (design

Tabulka ¢. 1.:

(a)

mRNA | Sense-primer Antisense-primer

TAp73 | 5-CCTCTGGAGCTCTCTGGAAC-3’ | 5’-GCTCAGCAGATTGAACTGGGCCATG-3’
p73Aex2 | 5’-GGTCGCGACGGCTGCAGGGA-3' | 5°-CAGGCGCCGGCGACATGG-3
ANp73 | 5-CAAACGGCCCGCATGTTCCC-3’ | 5’-TGGTCCCATGGTGCTGCTCAGC-3’
Beta-aktin | 5’-TGAGCGCGGCTACAGCTT-3’ 5-TCCTTAATGTCACGCACGATTT-3’
(b)

mRNA |Sekvence TM sondy

TAp73  |5’-CCCTCCAGGTGGAAGACGTCCATGC-3’

p73Aex2  |5°-CCCTCCAGGTGGAAGACGTCCATGC-3'

ANp73  |5’-CCGTGCGGGGTCACCGACGT-3

Beta-aktin |5’-ACCACCACGGCCGAGCGGT-3’

Sekvence pouZitych primerii (a), sekvence uZitych TagMan sond (b)

primert dle [20], v pfipadé¢ TAp73 byla modifikovdna
sekvence R primeru) V pilotnich experimentech byly pro-
dukty amplifikace ovéfeny gelovou elektroforézo-
u a sekvenaci, v nutnych ptipadech byly reakéni podminky
optimalizovany pomoci temperature gradient PCR. Expre-
se cilového transkriptu byla paralelné stanovovana ve 2 kapi-
larach, vysetieni kazdého vzorku bylo nezavisle opakovano
v jedné kapiléfe. Byly vySetfovdny odpovidajici negativni
kontroly (cDNA lymfocytl zdravych darcl, genomovd
DNA, H,0), plasmid pcDNA3 s amplikonem TAp73a. slouZil
jako pozitivni kontrola pfi detekci TAp73 (dar Dr. P. Miil-
lera, Ph.D., Masarykutiv onkologicky ustav, Brno). Byla uZi-
ta relativni kvantifikace cilovych transkriptt, jejich expre-
se byla normalizovdna k expresi beta-aktinu jako
housekeepingovému genu, k vypoctu koncentraci transkripta
byla uZita interpolace ze standardni kalibra¢ni kiivky [37].
Normalizované vysledky exprese neurotrofinového recep-
toru TRKC a protoonkogenu MYCC v analyzovaném mate-
ridlu byly ziskdny v rdmci diivéjSich rutinnich diagnostic-
kych vySetieni.

Imunohistochemie: Z formalinem fixované, v parafinovych
blocich zalité tkané byly ziskany 4 pm fezy. Po standardnich
procedurach byly vzorky inkubovany pfi 4 °C pies noc s nasle-
dujicimi primarnimi protilatkami: (i) mySi monoklonalni pro-
tilatka p730/B (klon ER-15, Lab Vision, Neomarkers; fedéni
1:2000), epitop lokalizovan mezi AK 380-637 lidského pro-
teinu p73, tato protilatka specificky znaci pouze o-izoformu
[38] (ii)) mySi monoklondlni protildtka delta-Np73 (klon
38C674.2, Imgenex; fedéni 1:4000), epitop lokalizovan mezi
AK 2-13 lidského proteinu ANp73 [18]. Imunodetekce byla
provedena pomoci avidin-biotinového komplexu (Vectastain
Elite ABC Kit, Vector Laboratories) a vizualizovana uZitim
diaminobenzidinu jako substratu. Rezy byly dobarveny Gil-
lovym hematoxylinem.

Obrazek 2
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Imunohistochemickd detekce p73a (A, C, E) a ANp73 (B, D, F) v nddo-
rové tkdni meduloblastomu. Plexus choroideus byl uZit jako pozitivni
kontrola pro p730.(A) a ANp73 (B) [28]. StFedni p73 o pozitivita a vel-
mi slabd (<1 %) ANp73 pozitivita byla detekovdna v tomto medulobla-
stomu s extrémni noduldrni predominanci (C,D). Silnd jadend i cyto-
plazmatickd exprese p730. a cytoplazmatickd exprese ANp73 byla
detekovdna v pripadé tohoto klasického meduloblastomu (E, F).

Statistickd analyza: Normalizovand exprese TAp73, ANp73, p73Aex-
2 zjisténa metodou real-time PCR ve vzorcich meduloblastomu (MB-
L) byla deskriptivné vyhodnocena (median, 25. a 75. kvantil, mi-
nimum, maximum). Human Brain, Cerebellum Total RNA bylauZita
jako idealizovana normdlni tkar mozecku (N), medidn exprese v to-
mto referencnim vzorku byl uZitk porovnani s meduloblastomy (M-
BL:N). Vzhledem k tomu, Ze relativné maly analyzovany pocet vzo-
rki neumoznil uZit robustni statistickou analyzu, byla zvolena
kontingencni tabulka porovnavajici v souboru tkdné meduloblasto-
mu pocet hodnot leZicich nad a pod medidnem exprese referencni
RNA (Fisher’s exact test). Spearmantiv korela¢ni koeficient byl uZzit
k porovnani exprese cilovych transkripti s expresi TRKC aMYCC
(stanoveno rutinné v ramci diagnostickych vySetfeni).

Vysledky

Exprese izoforem TAp73, ANp73, p73Aex2 u medulobla-
stomu detekovana metodou real-time PCR

TAp73 exprese byla detekovana ve vSech vySetfenych vzor-
cich meduloblastomu a rovnéZ v RNA z lidského mozecku.
Median exprese v referencni RNA (Human Brain, Cerebellum
Total RNA), ¢inil 0,0065 % exprese beta-aktinu, u medulob-
lastomu 0,0192 % exprese beta-aktinu (rozsah 0,0008 % -
0,0749 %). Mediéan up-regulace TAp73 jednotlivych vzorki
(MBL:N) €inil 2,95 (rozsah 0,13 - 11,52) . Byl pozorovan trend
k nadorové specifické overexpresi TAp73, vzhledem k limi-
tovanému poctu vySetfenych vzorkl nddoru v§ak nebylo dosa-
Zeno statistické vyznamnosti (p=0,194). (Graf 1a., Obr . 1)
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Normalizovand exprese TAp73 (a), ANp73 (b) a p73 Aex2 (c). Box-plo-
ty zndzorriuji medidn, 25. a 75. percentil a rozsah normalizované expre-
se cilovych transkriptii v nddorové tkdni meduloblastomu (MBL, n=11),
pro srovndni je vynesen medidn normalizované exprese v referencni
RNA mozecku od 24 zdravych ddrcii (N).

ANp73 exprese byla detekovdna u 5 z celkem 11 vySetie-
nych vzorkti meduloblastomu. Medidn exprese v refe-
ren¢ni RNA z mozecku byl nulovy. Rozsah hodnot expre-
se v nadorové tkani cinil 0 - 0, 1428 % exprese
beta-aktinu. Byla pozorovadna signifikantné zvySend
exprese ANp73 v naSem souboru tkdné¢ meduloblastomu
(p=0,0175) (Graf 1b.)
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p73Aex2 exprese byla detekovdna u 8 z 11 vySetfenych
vzorkll meduloblastomu a rovnéZz v referencni RNA z lid-
ského mozeCku. Medidn exprese v referencni RNA ¢inil
0,0084 % exprese beta-aktinu, u meduloblastomu 0,0077
% exprese beta-aktinu (rozsah 0 - 0, 0828 %). Median hod-
not exprese v jednotlivych vzorcich naddoru ku refere¢ni
RNA (MBL:N) byl 0,92 (rozsah 0 - 9,86) Nebyl pozoro-
van trend k nddorové specifické overexpresi p73Aex2
v naSem souboru pacientd, toto zjiSténi je v§ak limitovano
malym poctem vySetfenych vzorki, u 4 z 11 vzorki pre-
sahuje normalizovand hodnota 75. percentil exprese v refe-
ren¢ni RNA mozecku. (Graf 1c.)

Imunohistochemicka detekce p730. a ANp73

V souboru 23 histopatologicky vysetfenych meduloblastomil
bylo dle morfologickych kritérii WHO klasifikovéno 17 nddo-
rt jako klasicky podtyp, 5 meduloblastom@ bylo desmoplas-
tickych, 1 velkobunécny. Byla provedena imunohistochemic-
ka detekce p73a. a ANp73, jako pozitivni byl hodnocen
vysledek, pii némz doslo k poZadované reakci u vice nez 1 %
bunék nadorové populace. Plexus choroideus byl uZit jako
pozitivni kontrola p73c.i ANp73 [28] (Obr . 2. A,B); v piipa-
dé p73aslouzila za pozitivni kontrolu rovnéZ epidermis, vyka-
zujici jadernou pozitivitu v parabazalni vrstvé bunék [29].

14 7 23 (61%) vySettenych meduloblastomt bylo p73a pozi-
tivnich, vzorky vykazovaly difusni jadernou i cytoplazmatic-
kou pozitivitu, kterd v 6 piipadech presiahla 10% bunék
(Obr. 2. C,E).

9z 23 vzorki (39%) bylo ANp73 pozitivnich, byla detekova-
na pouze cytoplasmaticka exprese ANp73 (Obr. 2. D,F). Spo-
le¢na exprese ANp73 a o-fetézce (protein ANp73o) byla pro-
kézana v 7 z 9 ANp73 pozitivnich vzorki. VZdy se jednalo
0 ANp73 pozitivitu v men$im procentu bunék oproti o-fetéz-
ci, pouze u 2 vzorkil pfekrocila ANp73 pozitivita 10% bunék
nadoru. U dvou vzorkiti byla prokdzana ANp73 pozitivita (v jed-
nom piipadé pouze fokdlni) pfi negativité o-fetézce. Nebyl
detekovan specificky vzorec exprese v desmoplastickych
meduloblastomomech ve srovnéni s klasickym histologickym
podtypem, toto pozorovéni je v§ak omezeno poctem analyz-
ovanych vzorku.
Imunohistochemie vs. real-time PCR detekce TP73 izoforem
9 vzorkl bylo moZno analyzovat metodou real-time PCR
i imunohistochemicky. Detekce mRNA ANp73 korelovala
s imunohistochemickou pozitivititou v 5 z 9 pfipadi. Jednou
byla pozorovana nizka exprese transkriptu ANp73 a fokalni
imunohistochemické znaCeni nepresahujici 1 % bunék prepa-
ratu, tfikrdt byla detekovédna pozitivita na Grovni proteinu
a nikoliv mRNA. Vzorek vykazujici nejvyssi expresi mRNA
ANp73 byl imunoreaktivni v 50 % bunék preparitu, coZ byla
rovnéZ nejvyssi pozitivita z vySetfenych meduloblastomil.
4 z 9 vzorki hodnocenych obéma metodami mélo méné nez
1 % p73o-imunoreaktivnich buné€k, $lo o meduloblastomy,
u nichZ na drovni mRNA byla detekovéna nizkd a v jednom
ptipadé stiedni exprese TAp73 a zdroveii Zadn4 ¢i nizk4 expre-
se transkriptt p73Aex2 a ANp73.

Korelace exprese izoforem TAp73, ANp73, p73Aex2 s expre-
si TRKC, MYCC - genii s dokumentovanym prognostickym
vyznamem u meduloblastomu

Neprokézali jsme korelaci mezi expresi transkriptli jednotli-
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vych izoforem p73 a protoonkogenu MYCC ¢i neurotrophi-
nového receptoru TRKC (p>0,05, Spearmantv korela¢ni koe-
ficient).

Diskuse

NaSe vysledky prokazuji expresi N-termindlnich izoforem p73
(TAp73, ANp73, p73Aex2) u meduloblastomu, maligniho
embryondlniho nadoru centrdlni nervové soustavy. Ve srov-
nani se zdravou tkani mozecku, z niZ tento nador histogene-
ticky vzniké, jsme prokdzali metodou real-time PCR zvySeni
exprese transkriptu ANp73 a trend k zvySeni exprese TAp73.
Imunohistochemické znaceni potvrdilo pozitivitu ANp73
u vice nez tietiny vySetfenych nadorti. RovnéZz imunoreakti-
vita p73a pozorovand u vice neZ poloviny vzorkl nepfimo
svédci pro skutecnost, Ze jsou exprimovany i dal§i N-terminalni
izoformy p73, coZ je v souladu s analyzou na Grovni mRNA.
Podil p53-homologniho proteinu p73 malignim fenotypu buii-
ky byl dokumentovan u fady nadori [8,9,20-29]. Dle soucas-
nych praci pfibyva dikazl, Ze zvySend exprese ATA forem
p73, predevsim ANp73, je u nékterych nddorti nepfiznivym
prognostickym znakem. Dobfe je tato skute¢nost dokumento-
véana pfedevs§im u karcinomu - hepatocelularniho karcinomu,
karcinomu plic, prsu, kolorekta, ovaria [21,22,27,28] arovnéz
u neuroblastomu [23,39]. Pekvapivé jen malo pozornosti je
vénovéno prikazu p73 v dalSich nddorech neurondlni histo-
geneze, prestoZe jsou p53 i p73 vyznamné zapojeny v regula-
ci apoptdzy a diferenciace v tkdni periferniho i centralniho ner-
vového systému [16,30,31]. Autorim piedklddané prace neni
znédma jind studie zkoumajici zastoupeni TA vs. ATA N-ter-
mindlnich izoforem u meduloblastomu. Jednou z méla praci
zabyvajicich se expresi TP73 u mozkovych nadort je publi-
kace Loiseau H. et al. [24], kterd prokazuje, pomoci semi-
kvantitativni RT-PCR s primery neumoZiiujicimi rozli$it
TAp73 vs. ATAp73, zvySenou expresi transkriptu p73 u epen-
dymomu. Analyzovény byly v této praci i dal§i vybrané nado-
ry CNS, z nichz nékteré vzorky anaplastickych astrocytomu
a meduloblastomu vykazovaly zvy$eny obsah mRNA p73.
Ugur H. et al. [40] podal dilkkaz overexprese mRNA TAp73
u8z12aANp73u 3z 12 vySetienych vzorki multiformniho
glioblastomu. Imunohistochemicky byl detekovan protein
p730/B v nadorové tkini ependymomu, kraniofaryngeomu
anékterych vzorcich high-grade gliomi [41,42]. Muta¢ni ana-
lyza p73 nedetekovala u meduloblastomu pfitomnost mutace
(soubor 5 vySetfenych vzorkl) [43], analyza metylace TP73
prokézala tuto epigenetickou zménu u 2 z 11 vySetfenych
meduloblastomu [44].

Meduloblastom pfedstavuje pfiblizné 20% vSech primar-
nich nddort mozku déti, je nej¢astéjSim malignim nddorem
centrdlni nervové soustavy détského véku. Dle klinickych
ukazatelll rozliSujeme onemocnéni standardniho a vysoké-
horizika, komplexni péce ve specializovanych centrech dét-

ské onkologie dosahuje 5-letého pfeZiti bez progrese u 65-
80 % pacientil standardniho, avSak jen u 25-40 % pacientll
vysokého rizika [45,46]. Protinddorova lécba je spjata
s dlouhodobymi nezddoucimi t¢inky na détsky organismus,
pfedevS§im s poruchami ristu, insuficienci Zl14z s vnitfni
sekrecias trvalym sniZenim kognitivnich schopnosti. Nové
poznatky nadorové biologie a klinickad zkuSenost ukazuji,
Ze meduloblastom je heterogennim onemocnénim, v§eo-
becné prijaté stratifikacni ukazatele, jako jsou Changova
klasifikace a rozsah resekce niddoru, nedostatecné vystihu-
jibiologickou povahu niddoru [46]. Nejcastéji popisovany-
mi moZnymi biologickymi prediktory meduloblastomu jsou
neurotrofinovy receptor TrkC a neuregulinovy receptor
ErbB2 (Her-2/neu) a dile protoonkogeny MYCC a MYCN.
Vysokd exprese MYCC a nizka exprese TRKC jsou pfiji-
many, byt ne obecné, za biomarkery s negativnim pro-
gnostickym vyznamem [34-36]. V praci Nakagawary A.
[47] 1ze najit model hypotetizujici zapojeni proteind rodi-
ny p53, v prvé fadé ANp73, v signilni kaskadé inhibice neu-
rotrofinovych receptorti Trk v neurondlni tkédni. V nasi pré-
ci jsme neprokdazali spolecnou down- ¢i upregulaci exprese
TRKC ¢i MYCC s expresi izoforem TP73 jako nepfimy
dikaz moZného prognostického vyznamu exprese izoforem
p73 u meduloblastomu. Asociace zji§ténych biologickych
dat s klinickym ukazatelem pieZiti v naSem souboru proza-
tim nebyla provedena pro kratky medidn sledovani pacien-
tt. Prospektivni vySetfovani izoforem p73 u meduloblas-
tomu, spolu s vyzkumem dalSich ¢lend rodiny proteinu p53,
nam v budoucnu umoZzni vyvodit zavéry stran vzijemnych
vztahtt TAp73 vs . ATAp73 ajejich prognostického vyzna-
mu.

Zavér

Na zdklad€ pozorované zvySené exprese ANp73 a TAp73
v nékterych vzorcich meduloblastomu ve srovnani s referenc-
ni nenddorovou tkani mozecku vyvozujeme, Ze exprese izo-
forem p73 se miZe podilet na molekul4rni podstaté tumorige-
neze tohoto onemocnéni. Definujeme TP73 jako vhodny
kandidatni gen pro dali studium jeho prognostického a tera-
peutického vyznamu u meduloblastomu.
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