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pÛvodní práce

PILOTNÍ  STUDIE  EXPRESE  IZOFOREM  PROTEINU  P73 
U MEDULOBLASTOMU:  MOÎN¯  PODÍL  P53-HOMOLOGNÍHO  PROTEINU
S POTENCIÁLNÍM  PROGNOSTICK¯M  V¯ZNAMEM  V TUMORIGENEZI
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Souhrn 
V˘chodiska: TP73, ãlen genové rodiny p53, se vyznaãuje nezvyklou komplexitou genového lokusu. Pfiepisem
ze dvou promotorÛ a alternativním sestfiihem primárního transkriptu vznikají dvû tfiídy NH2-terminálních izofo-
rem proteinu p73: transaktivaãnû- kompetentní TAp73 a transaktivaãnû-deficientní ∆TAp73 (∆Np73, p73∆ex2,
p73∆ex2/3). TP73 je zapojen v regulaci diferenciace a apoptózy v neuronální, mesenchymální a epiteliální tkáni.
Zv˘‰ená exprese TP73 je u fiady nádorÛ povaÏována za onkogenní, overexprese ∆TAp73 je negativním prognos-
tick˘m znakem u nûkter˘ch karcinomÛ a neuroblastomu. Typ studie a soubor: Pilotní molekulárnû genetická
a imunohistochemická studie exprese izoforem proteinu p73 v souboru nádorové tkánû meduloblastomu. Meto-
dy a v˘sledky: Metodou real-time PCR byly detekovány transkripty TAp73, ∆Np73, p73∆ex2 u nádorÛ (n=11)
a v referenãní RNA z mozeãku. Byla prokázána zv˘‰ená exprese ∆Np73 a trend ke zv˘‰ené expresi TAp73 u medu-
loblastomu. Nebyla prokázána korelace izoforem TP73 s expresí genÛ TRKC, MYCC v jednotliv˘ch vzorcích.
Imunohistochemické znaãení ∆Np73 a p73α (n=23) potvrdilo dosaÏené v˘sledky na úrovni proteinu. Závûr:
Exprese N-terminálních izoforem p73 se mÛÏe podílet na molekulární podstatû tumorigeneze u meduloblastomu.
Definujeme TP73 jako vhodn˘ kandidátní gen pro dal‰í studium jeho prognostického a terapeutického v˘znamu
u tohoto onemocnûní. 
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Summary 
Backgrounds: TP73 gives rise to two diametrically opposed protein classes: transactivation-competent p73 pro-
teins (TAp73) and transactivation-deficient NH2-terminaly truncated ∆TAp73 proteins. ∆TAp73 are generated
by aberrant splicing (p73∆ex2, p73∆ex2/3) and alternative promoter usage of intronic promoter P2 (∆Np73). 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 ∆TAp73 forms was observed in some types of cancer. ∆Np73
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, ∆Np73, p73∆ex2 transcripts have
been analyzed in medulloblastoma specimens and normal cerebellar tissue. ∆Np73 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 ∆Np73 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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Úvod
Ztráta funkce proteinu p53 je klíãovou událostí v procesu kan-
cerogeneze u fiady nádorÛ [1,2]. Studie hledající homology toh-
oto klasického nádorového supresoru vedly k objevu dal‰ích
ãlenÛ p53-genové rodiny, TP73 [3] a TP63 [4]. TP73 je loka-
lizován na krátkém raménku chromozomu 1 (1p36.2-3),
v oblasti podléhající u fiady nádorÛ ztrátû heterozygosity. Struk-
turní homologie proteinu p73 a p53 vede k pfiekr˘vajícím se
protein-proteinov˘m a DNA-proteinov˘m interakcím [5]. Pfie-
sto v‰ak není p73 klasick˘m nádorov˘m supresorem Knudso-
nova typu, neboÈ jeho inaktivující mutace jsou v lidsk˘ch nádo-
rech nalézány extrémnû fiídce [6] a p73- /- deficientní my‰ nemá
zv˘‰en˘ sklon ke spontánnímu v˘skytu nádorÛ [7]. Spektrum
biologick˘ch funkcí proteinu p73 je ‰iroké, vykazuje funkce
obdobné proteinu p53, ale rovnûÏ funkce antagonistické, ãi je
zapojen do signálních drah, na nichÏ se p53 nepodílí [8,9]. Za
touto skuteãností stojí nezvykl˘ poãet COOH- a NH2-termi-
nálních izoforem proteinu p73, jejichÏ existence vychá-
zí z komplexity genového lokusu TP73. Kromû promotoru P1
je v oblasti intronu 3 lokalizován dal‰í, interní promotor P2.
Pfiepis z P1 dává vznik nezkrácené (full-length) transaktivaã-
nû kompetentní TA-formû, pfiepis z P2 vede ke vzniku NH2-
zkráceného (truncated) proteinu ∆Np73. U ∆Np73 je 61 N-
koncov˘ch aminokyselin proteinu TAp73 nahrazeno 13
aminokyselinami kódovan˘mi z alternativního exonu 3B. Dále
byla dokumentována existence aberantních transkriptÛ
p73∆ex2, p73∆ex2/3, ∆N’p73, které, byÈ pfiepisovány z pro-
motoru P1 rovnûÏ postrádají TA doménu. p73∆ex2 a p73∆2/3
vznikají alternativním sestfiihem exonÛ 2 resp. 2/3, kódují
protein poãínající aminokyselinou 49 resp. 72. Transkript
∆N’p73 obsahuje 198 párÛ bází z alternativního exonu 3B (jeho
3’-koncovou ãást) a po translaci kóduje protein identick˘
s ∆Np73. Souhrnnû jsou tyto TA-deficientní, vÛãi TAp73 a wt
p53 dominantnû negativní izoformy p73 oznaãovány jako
∆TAp73. Kromû transkriptu kódujícího p73 v plné délce 14
exonÛ (α-izoforma) nalézáme v normální ãi nádorové tkáni
dal‰ích nejménû osm C-terminálních izoforem β,γ,δ,ζ,η,η1,θ,
vznikajících mnohoãetn˘m sestfiihem exonÛ 10 aÏ 14. Expe-
rimentální data naznaãují, Ïe pfiedev‰ím rozdílnû modulují
transaktivaãní roli proteinu p73. [5,8-11]. 
TAp73 sdílí s proteinem p53 ãásteãnou funkãní homologii.
Ektopicky navozená zv˘‰ená exprese TAp73 vede u bunûk in
vitro k vazbû p73α a p73β na promotory nûkter˘ch p53-cílo-
v˘ch genÛ s antiproliferativní a proapoptotickou funkcí, mezi
jin˘mi CDKN1A/p21, GADD45, BTG2, PIG3, 14-3-3σ,
IGFBP3, BAX a PUMA [8,12]. Zv˘‰ená exprese TAp73 je
indukována (i) bunûãn˘mi a virov˘mi onkogeny E2F1,
MYCC, E1A (ii) po‰kozením DNA γ-ionizujícím záfiením ãi
alkylancii (iii) pfii hyperaktivaci T-receptorÛ na periferních T-
lymfocytech [13-15]. Dle novû publikovan˘ch dat je pravdû-
podobné, Ïe po aktivaci TP73 je v˘sledná transkripãní odpo-
vûì buÀky dána vzájemn˘mi interakcemi TA vs. ∆TA
izoforem, zastoupením jednotliv˘ch COOH-terminálních izo-
forem a rovnûÏ transkripãní aktivitou ostatních ãlenÛ rodiny
p53 spolu s dal‰ím bunûãn˘m kontextem . To lze demonstro-
vat na pfiíkladu práce Goldschneidera et al. [12], kter˘ proká-
zal, Ïe u bunûk neuroblastomové linie SH-SY5Y vede zv˘‰e-
ná exprese ∆Np73α k akumulaci nemutované formy p53,
dochází k inhibici WAF1/p21 genové exprese (díky domi-
nantnû negativnímu efektu ∆Np73α), ov‰em pfiekvapivû
k indukci BTGTIS21/PC3, dal‰ího z p53-cílov˘ch genÛ. Tato
transaktivace je navíc závislá jak na statusu genu p53 (nedo-
chází k ní u p53-/- neuroblastomov˘ch bunûk), tak na dal‰ím
bunûãném kontextu (je nalézána u p53+/+ neuroblastomov˘ch
bunûk, nikoliv v‰ak u p53+/+ bunûk karcinomu prsu).
V˘znamná je role p73 pfii diferenciaci v neuronální,
mesenchymální a epiteliální tkáni [8,16-19]. Protein p73 se

podílí na nádorovém fenotypu buÀky u fiady malignit, nejãas-
tûji zmiÀovan˘mi nádory s úãastí p73 v tumorigenezi jsou kar-
cinom plic, prsu, spinocelulární karcinom hlavy a krku, karci-
nom jícnu, Ïaludku a kolorekta, hepatocelulární karcinom
a chalangiokarcinom, ovariální karcinom, karcinom moãové-
ho mûch˘fie, neuroblastom, ependymom, meningeom, AML
a blastická krize CML [8,9,20-29]. Vût‰ina tûchto studií dete-
kovala expresi p73 metodou RT-PCR, novûj‰í studie potvrzují
expresi na úrovni proteinu imunoblottingem ãi imunohist-
ochemicky [18,27-29]. VzrÛstá evidence o tom, Ïe pfiedev‰ím
∆TA izoformy se podílejí na dysregulaci signálních drah nádo-
rov˘ch bunûk. Zv˘‰ená exprese ∆Np73 byla prokázána v pfií-
padû neuroblastomu, hepatocelulárního a ovariálního karci-
nomu a rovnûÏ u karcinomu prsu, plic a kolorekta; ve v‰ech
tûchto pfiípadech mûla prognosticky negativní v˘znam [21-
23,27,28]. U fiady nádorÛ je nalézáno konkomitantní zv˘‰ení
exprese TAp73 i ∆TAp73 izoforem [28].
Cílem práce bylo provést pilotní studii exprese N-terminál-

ních izoforem proteinu p73 v nádorové tkáni meduloblasto-
mu. Pracovní hypotéza, Ïe se izoformy p73 mohou úãastnit na
dysregulaci signálních drah tohoto nejãastûji se vyskytujícího
embryonálního nádoru centrální nervové soustavy dûtí, vychá-
zela z následujících zji‰tûní: (i) p73 se podílí na morfogenezi
nervové soustavy, aberantní exprese morfogenÛ v tumorige-
nezi je dobfie dokumentována [16,30-33] (ii) p73 reguluje apo-
ptózu v neuronální tkáni [16,17,30] (iii) ∆Np73 overexprese
je nepfiízniv˘m prognostick˘m znakem u neuroblastomu,
maligního extrakraniálního neurogenního nádoru dûtského
vûku [23]. 
Byla zavedena kvantifikace transkriptÛ TAp73, ∆Np73
a p73∆ex2 metodou real-time PCR a imunohistochemická
detekce ∆Np73 a p73α a vy‰etfieny dostupné vzorky medu-
loblastomu pacientÛ Kliniky dûtské onkologie LF MU a FN
Brno. V pfiípadû real-time PCR byla provedena anal˘za kore-
lace izoforem TP73 s expresí genÛ MYCC a TRKC, jejichÏ
detekce má u pacienta s meduloblastomem potenciální pro-
gnostick˘ v˘znam [34-36].

Materiál a metody
TkáÀ meduloblastomu: Dostupná nádorová tkáÀ pacientÛ
s diagnózu primárního meduloblastomu Kliniky dûtské
onkologie LF MU a FN Brno (KDO). Nativní vzorky (n=11)
pocházely z banky nádorové tkánû KDO pfii Oddûlení lékafi-
ské genetiky FN Brno, byly získány, archivovány a vy‰et-
fieny za dodrÏení v‰ech zákonn˘ch norem po obdrÏení infor-
movaného souhlasu. Parafínové bloky (n=23) byly získány
z archívÛ patologicko-anatomick˘ch ústavÛ. DÛvodem
absence nûkter˘ch vzorkÛ byla pfiedev‰ím velikost biopsie
dostaãující jen rutinní diagnostice a operace mimo dûtské
onkocentrum.
Human Brain, Cerebellum Total RNA (BD Biosciences): Refe-
renãní RNA z lidského mozeãku 24 muÏÛ/Ïen zmírajících
náhlou smrtí byla uÏita jako idealizovaná normální tkáÀ ke
srovnání exprese TP73 v tkáni nádoru a v tkáni, ze které medu-
loblastom histogeneticky vzniká. V pfiípadû mozkov˘ch nádo-
rÛ není pfii neurochirurgické operaci moÏno získat normální,
k nádoru pfiiléhající tkáÀ. 
Real-Time PCR: Celková RNA byla izolována z nativní nádo-
rové tkánû uÏitím TRIzol (Invitrogen), koncentrace byla urãe-
na spektrofotometricky. 1 µg RNA byl reverznû pfiepsán uÏi-
tím oligo(dT) primeru a reverzní transkriptázy Transcriptor
(Roche Diagostics). Vy‰etfiení metodou real-time PCR bylo
provedeno na systému LightCycler (Roche Diagostics), vlast-
ní PCR kvantifikace v modifikaci TaqMan (homogenous 5’
nuclease assay). KaÏdá reakce byla provedena v LC kapiláfie
v objemu 10 µl reakãní smûsi, skládající se z 1 µl alikvotu vy‰et-
fiované cDNA, 1 µl hot-start reakãního kitu LC FastStart DNA
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Master Hybridization Probes obsahujícího Taq DNA polyme-
rázu, dNTP, Mg2+ a pufr (Roche Diagostics), 1 µl (0,5 µM) kaÏ-
dého páru primerÛ (KRD, TIB MOLBIOL), 1 µl (0,2 mM) TM
sondy (TIB MOLBIOL), 0,25 µl Uracil-DNA glykosylázy
(Roche Diagostics) a optimalizovaného mnoÏství Mg2+.
Sekvence uÏit˘ch primerÛ a TM sond uvádí Tab. 1. (design

Tabulka ã. 1.:
(a)

(b)

Sekvence pouÏit˘ch primerÛ (a), sekvence uÏit˘ch TaqMan sond (b)

primerÛ dle [20], v pfiípadû TAp73 byla modifikována
sekvence R primeru) V pilotních experimentech byly pro-
dukty amplifikace ovûfieny gelovou elektroforézo-
u a sekvenací, v nutn˘ch pfiípadech byly reakãní podmínky
optimalizovány pomocí temperature gradient PCR. Expre-
se cílového transkriptu byla paralelnû stanovována ve 2 kapi-
lárách, vy‰etfiení kaÏdého vzorku bylo nezávisle opakováno
v jedné kapiláfie. Byly vy‰etfiovány odpovídající negativní
kontroly (cDNA lymfocytÛ zdrav˘ch dárcÛ, genomová
DNA, H2O), plasmid pcDNA3 s amplikonem TAp73α slouÏil
jako pozitivní kontrola pfii detekci TAp73 (dar Dr. P. Mül-
lera, Ph.D., MasarykÛv onkologick˘ ústav, Brno). Byla uÏi-
ta relativní kvantifikace cílov˘ch transkriptÛ, jejich expre-
se byla normalizována k expresi beta-aktinu jako
housekeepingovému genu, k v˘poãtu koncentrací transkriptÛ
byla uÏita interpolace ze standardní kalibraãní kfiivky [37].
Normalizované v˘sledky exprese neurotrofinového recep-
toru TRKC a protoonkogenu MYCC v analyzovaném mate-
riálu byly získány v rámci dfiívûj‰ích rutinních diagnostic-
k˘ch vy‰etfiení. 
Imunohistochemie: Z formalínem fixované, v parafinov˘ch
blocích zalité tkánû byly získány 4 µm fiezy. Po standardních
procedurách byly vzorky inkubovány pfii 4 °C pfies noc s násle-
dujícími primárními protilátkami: (i) my‰í monoklonální pro-
tilátka p73α/β (klon ER-15, Lab Vision, Neomarkers; fiedûní
1:2000), epitop lokalizován mezi AK 380-637 lidského pro-
teinu p73, tato protilátka specificky znaãí pouze α-izoformu
[38] (ii) my‰í monoklonální protilátka delta-Np73 (klon
38C674.2, Imgenex; fiedûní 1:4000), epitop lokalizován mezi
AK 2-13 lidského proteinu ∆Np73 [18]. Imunodetekce byla
provedena pomocí avidin-biotinového komplexu (Vectastain
Elite ABC Kit, Vector Laboratories) a vizualizována uÏitím
diaminobenzidinu jako substrátu. ¤ezy byly dobarveny Gil-
lov˘m hematoxylinem. 

Obrázek 2

Imunohistochemická detekce p73α (A, C, E) a ∆Np73 (B, D, F) v nádo-
rové tkáni meduloblastomu. Plexus choroideus byl uÏit jako pozitivní
kontrola pro p73α (A) a ∆Np73 (B) [28]. Stfiední p73α pozitivita a vel-
mi slabá (<1 %) ∆Np73 pozitivita byla detekována v tomto medulobla-
stomu s extrémní nodulární predominancí (C,D). Silná jadená i cyto-
plazmatická exprese p73α a cytoplazmatická exprese ∆Np73 byla
detekována v pfiípadû tohoto klasického meduloblastomu (E, F).

Statistická anal̆ za: Normalizovaná exprese TAp73, ∆Np73, p73∆ex-
2 zji‰tûná metodou real-time PCR ve vzorcích meduloblastomu (MB-
L) byla deskriptivnû vyhodnocena (median, 25. a 75. kvantil, mi-
nimum, maximum). Human Brain, Cerebellum Total RNA byla uÏita
jako idealizovaná normální tkáÀ mozeãku (N), medián exprese v to-
mto referenãním vzorku byl uÏit kporovnání smeduloblastomy (M-
BL:N). Vzhledem ktomu, Ïe relativnû mal  ̆analyzovan  ̆poãet vzo-
rkÛ neumoÏnil uÏít robustní statistickou anal˘zu, byla zvolena
kontingenãní tabulka porovnávající v souboru tkánû meduloblasto-
mu poãet hodnot leÏících nad a pod mediánem exprese referenãní
RNA (Fisher’s exact test). SpearmanÛv korelaãní koeficient byl uÏit
k porovnání exprese cílov˘ch transkriptÛ s expresí TRKC a MYCC
(stanoveno rutinnû v rámci diagnostick˘ch vy‰etfiení).

V˘sledky
Exprese izoforem TAp73, ∆Np73, p73∆ex2 u medulobla-
stomu detekovaná metodou real-time PCR
TAp73 exprese byla detekována ve v‰ech vy‰etfien˘ch vzor-
cích meduloblastomu a rovnûÏ v RNA z lidského mozeãku.
Medián exprese v referenãní RNA (Human Brain, Cerebellum
Total RNA), ãinil 0,0065 % exprese beta-aktinu, u medulob-
lastomu 0,0192 % exprese beta-aktinu (rozsah 0,0008 % -
0,0749 %). Medián up-regulace TAp73 jednotliv˘ch vzorkÛ
(MBL:N) ãinil 2,95 (rozsah 0,13 - 11,52) . Byl pozorován trend
k nádorovû specifické overexpresi TAp73, vzhledem k limi-
tovanému poãtu vy‰etfien˘ch vzorkÛ nádoru v‰ak nebylo dosa-
Ïeno statistické v˘znamnosti (p=0,194). (Graf 1a., Obr . 1)

Obrázek 1

Real-time PCR anal˘za exprese TAp73 a housekeepingového genu (beta-
aktin), je znázornûn reprezentativní amplification plot.

mRNA Sense-primer Antisense-primer
TAp73 5’-CCTCTGGAGCTCTCTGGAAC-3’ 5’-GCTCAGCAGATTGAACTGGGCCATG-3’
p73∆ex2 5’-GGTCGCGACGGCTGCAGGGA-3’ 5’-CAGGCGCCGGCGACATGG-3’
∆Np73 5’-CAAACGGCCCGCATGTTCCC-3’ 5’-TGGTCCCATGGTGCTGCTCAGC-3’

Beta-aktin 5’-TGAGCGCGGCTACAGCTT-3’ 5’-TCCTTAATGTCACGCACGATTT-3’

mRNA Sekvence TM sondy
TAp73 5’-CCCTCCAGGTGGAAGACGTCCATGC-3’
p73∆ex2 5’-CCCTCCAGGTGGAAGACGTCCATGC-3’
∆Np73 5’-CCGTGCGGGGTCACCGACGT-3’

Beta-aktin 5’-ACCACCACGGCCGAGCGGT-3’
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Graf 1a

Normalizovaná exprese TAp73 (a), ∆Np73 (b) a p73 ∆ex2 (c). Box-plo-
ty znázorÀují medián, 25. a 75. percentil a rozsah normalizované expre-
se cílov˘ch transkriptÛ v nádorové tkáni meduloblastomu (MBL, n=11),
pro srovnání je vynesen medián normalizované exprese v referenãní 
RNA mozeãku od 24 zdrav˘ch dárcÛ (N). 

∆Np73 exprese byla detekována u 5 z celkem 11 vy‰etfie-
n˘ch vzorkÛ meduloblastomu. Medián exprese v refe-
renãní RNA z mozeãku byl nulov˘. Rozsah hodnot expre-
se v nádorové tkáni ãinil 0 - 0, 1428 % exprese
beta-aktinu. Byla pozorována signifikantnû zv˘‰ená
exprese ∆Np73 v na‰em souboru tkánû meduloblastomu
(p=0,0175) (Graf 1b.)

Graf 1b

p73∆ex2 exprese byla detekována u 8 z 11 vy‰etfien˘ch
vzorkÛ meduloblastomu a rovnûÏ v referenãní RNA z lid-
ského mozeãku. Medián exprese v referenãní RNA ãinil
0,0084 % exprese beta-aktinu, u meduloblastomu 0,0077
% exprese beta-aktinu (rozsah 0 - 0, 0828 %). Medián hod-
not exprese v jednotliv˘ch vzorcích nádoru ku refereãní
RNA (MBL:N) byl 0,92 (rozsah 0 - 9,86) Nebyl pozoro-
ván trend k nádorovû specifické overexpresi p73∆ex2
v na‰em souboru pacientÛ, toto zji‰tûní je v‰ak limitováno
mal˘m poãtem vy‰etfien˘ch vzorkÛ, u 4 z 11 vzorkÛ pfie-
sahuje normalizovaná hodnota 75. percentil exprese v refe-
renãní RNA mozeãku. (Graf 1c.)

Graf 1c

Imunohistochemická detekce p73α a ∆Np73
V souboru 23 histopatologicky vy‰etfien˘ch meduloblastomÛ
bylo dle morfologick˘ch kritérií WHO klasifikováno 17 nádo-
rÛ jako klasick˘ podtyp, 5 meduloblastomÛ bylo desmoplas-
tick˘ch, 1 velkobunûãn˘. Byla provedena imunohistochemic-
ká detekce p73α a ∆Np73, jako pozitivní byl hodnocen
v˘sledek, pfii nûmÏ do‰lo k poÏadované reakci u více neÏ 1 %
bunûk nádorové populace. Plexus choroideus byl uÏit jako
pozitivní kontrola p73α i ∆Np73 [28] (Obr . 2. A,B); v pfiípa-
dû p73α slouÏila za pozitivní kontrolu rovnûÏ epidermis, vyka-
zující jadernou pozitivitu v parabazální vrstvû bunûk [29].
14 z 23 (61%) vy‰etfien˘ch meduloblastomÛ bylo p73α pozi-
tivních, vzorky vykazovaly difusní jadernou i cytoplazmatic-
kou pozitivitu, která v 6 pfiípadech pfiesáhla 10% bunûk 
(Obr. 2. C,E). 
9 z 23 vzorkÛ (39%) bylo ∆Np73 pozitivních, byla deteková-
na pouze cytoplasmatická exprese ∆Np73 (Obr. 2. D,F). Spo-
leãná exprese ∆Np73 a α-fietûzce (protein ∆Np73α) byla pro-
kázána v 7 z 9 ∆Np73 pozitivních vzorkÛ. VÏdy se jednalo
o ∆Np73 pozitivitu v men‰ím procentu bunûk oproti α-fietûz-
ci, pouze u 2 vzorkÛ pfiekroãila ∆Np73 pozitivita 10% bunûk
nádoru. U dvou vzorkÛ byla prokázána ∆Np73 pozitivita (v jed-
nom pfiípadû pouze fokální) pfii negativitû α-fietûzce. Nebyl
detekován specifick˘ vzorec exprese v desmoplastick˘ch
meduloblastomomech ve srovnání s klasick˘m histologick˘m
podtypem, toto pozorování je v‰ak omezeno poãtem analyz-
ovan˘ch vzorkÛ.
Imunohistochemie vs. real-time PCR detekce TP73 izoforem
9 vzorkÛ bylo moÏno analyzovat metodou real-time PCR
i imunohistochemicky. Detekce mRNA ∆Np73 korelovala
s imunohistochemickou pozitivititou v 5 z 9 pfiípadÛ. Jednou
byla pozorována nízká exprese transkriptu ∆Np73 a fokální
imunohistochemické znaãení nepfiesahující 1 % bunûk prepa-
rátu, tfiikrát byla detekována pozitivita na úrovni proteinu
a nikoliv mRNA. Vzorek vykazující nejvy‰‰í expresi mRNA
∆Np73 byl imunoreaktivní v 50 % bunûk preparátu, coÏ byla
rovnûÏ nejvy‰‰í pozitivita z vy‰etfien˘ch meduloblastomÛ. 
4 z 9 vzorkÛ hodnocen˘ch obûma metodami mûlo ménû neÏ 
1 % p73α-imunoreaktivních bunûk, ‰lo o meduloblastomy,
u nichÏ na úrovni mRNA byla detekována nízká a v jednom
pfiípadû stfiední exprese TAp73 a zároveÀ Ïádná ãi nízká expre-
se transkriptÛ p73∆ex2 a ∆Np73. 

Korelace exprese izoforem TAp73, ∆Np73, p73∆ex2 s expre-
sí TRKC, MYCC - genÛ s dokumentovan˘m prognostick˘m
v˘znamem u meduloblastomu
Neprokázali jsme korelaci mezi expresí transkriptÛ jednotli-
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v˘ch izoforem p73 a protoonkogenu MYCC ãi neurotrophi-
nového receptoru TRKC (p>0,05, SpearmanÛv korelaãní koe-
ficient).

Diskuse
Na‰e v˘sledky prokazují expresi N-terminálních izoforem p73
(TAp73, ∆Np73, p73∆ex2) u meduloblastomu, maligního
embryonálního nádoru centrální nervové soustavy. Ve srov-
nání se zdravou tkání mozeãku, z níÏ tento nádor histogene-
ticky vzniká, jsme prokázali metodou real-time PCR zv˘‰ení
exprese transkriptu ∆Np73 a trend k zv˘‰ení exprese TAp73.
Imunohistochemické znaãení potvrdilo pozitivitu ∆Np73
u více neÏ tfietiny vy‰etfien˘ch nádorÛ. RovnûÏ imunoreakti-
vita p73α pozorovaná u více neÏ poloviny vzorkÛ nepfiímo
svûdãí pro skuteãnost, Ïe jsou exprimovány i dal‰í N-terminální
izoformy p73, coÏ je v souladu s anal˘zou na úrovni mRNA. 
Podíl p53-homologního proteinu p73 maligním fenotypu buÀ-
ky byl dokumentován u fiady nádorÛ [8,9,20-29]. Dle souãas-
n˘ch prací pfiib˘vá dÛkazÛ, Ïe zv˘‰ená exprese ∆TA forem
p73, pfiedev‰ím ∆Np73, je u nûkter˘ch nádorÛ nepfiízniv˘m
prognostick˘m znakem. Dobfie je tato skuteãnost dokumento-
vána pfiedev‰ím u karcinomÛ - hepatocelulárního karcinomu,
karcinomu plic, prsu, kolorekta, ovaria [21,22,27,28] a rovnûÏ
u neuroblastomu [23,39]. Pfiekvapivû jen málo pozornosti je
vûnováno prÛkazu p73 v dal‰ích nádorech neuronální histo-
geneze, pfiestoÏe jsou p53 i p73 v˘znamnû zapojeny v regula-
ci apoptózy a diferenciace v tkáni periferního i centrálního ner-
vového systému [16,30,31]. AutorÛm pfiedkládané práce není
známa jiná studie zkoumající zastoupení TA vs. ∆TA N-ter-
minálních izoforem u meduloblastomu. Jednou z mála prací
zab˘vajících se expresí TP73 u mozkov˘ch nádorÛ je publi-
kace Loiseau H. et al. [24], která prokazuje, pomocí semi-
kvantitativní RT-PCR s primery neumoÏÀujícími rozli‰it
TAp73 vs. ∆TAp73, zv˘‰enou expresi transkriptu p73 u epen-
dymomu. Analyzovány byly v této práci i dal‰í vybrané nádo-
ry CNS, z nichÏ nûkteré vzorky anaplastick˘ch astrocytomÛ
a meduloblastomu vykazovaly zv˘‰en˘ obsah mRNA p73.
Ugur H. et al. [40] podal dÛkaz overexprese mRNA TAp73
u 8 z 12 a ∆Np73 u 3 z 12 vy‰etfien˘ch vzorkÛ multiformního
glioblastomu. Imunohistochemicky byl detekován protein
p73α/β v nádorové tkáni ependymomu, kraniofaryngeomu
a nûkter˘ch vzorcích high-grade gliomÛ [41,42]. Mutaãní ana-
l˘za p73 nedetekovala u meduloblastomu pfiítomnost mutace
(soubor 5 vy‰etfien˘ch vzorkÛ) [43], anal˘za metylace TP73
prokázala tuto epigenetickou zmûnu u 2 z 11 vy‰etfien˘ch
meduloblastomÛ [44].
Meduloblastom pfiedstavuje pfiibliÏnû 20% v‰ech primár-
ních nádorÛ mozku dûtí, je nejãastûj‰ím maligním nádorem
centrální nervové soustavy dûtského vûku. Dle klinick˘ch
ukazatelÛ rozli‰ujeme onemocnûní standardního a vysoké-
ho rizika, komplexní péãe ve specializovan˘ch centrech dût-

ské onkologie dosahuje 5-letého pfieÏití bez progrese u 65-
80 % pacientÛ standardního, av‰ak jen u 25-40 % pacientÛ
vysokého rizika [45,46]. Protinádorová léãba je spjata
s dlouhodob˘mi neÏádoucími úãinky na dûtsk˘ organismus,
pfiedev‰ím s poruchami rÛstu, insuficiencí Ïláz s vnitfiní
sekrecí a s trval˘m sníÏením kognitivních schopností. Nové
poznatky nádorové biologie a klinická zku‰enost ukazují,
Ïe meduloblastom je heterogenním onemocnûním, v‰eo-
becnû pfiijaté stratifikaãní ukazatele, jako jsou Changova
klasifikace a rozsah resekce nádoru, nedostateãnû vystihu-
jí biologickou povahu nádoru [46]. Nejãastûji popisovan˘-
mi moÏn˘mi biologick˘mi prediktory meduloblastomu jsou
neurotrofinov˘ receptor TrkC a neuregulinov˘ receptor
ErbB2 (Her-2/neu) a dále protoonkogeny MYCC a MYCN.
Vysoká exprese MYCC a nízká exprese TRKC jsou pfiijí-
mány, byÈ ne obecnû, za biomarkery s negativním pro-
gnostick˘m v˘znamem [34-36]. V práci Nakagawary A.
[47] lze najít model hypotetizující zapojení proteinÛ rodi-
ny p53, v prvé fiadû ∆Np73, v signální kaskádû inhibice neu-
rotrofinov˘ch receptorÛ Trk v neuronální tkáni. V na‰í prá-
ci jsme neprokázali spoleãnou down- ãi upregulaci exprese
TRKC ãi MYCC s expresí izoforem TP73 jako nepfiím˘
dÛkaz moÏného prognostického v˘znamu exprese izoforem
p73 u meduloblastomu. Asociace zji‰tûn˘ch biologick˘ch
dat s klinick˘m ukazatelem pfieÏití v na‰em souboru proza-
tím nebyla provedena pro krátk˘ medián sledování pacien-
tÛ. Prospektivní vy‰etfiování izoforem p73 u meduloblas-
tomu, spolu s v˘zkumem dal‰ích ãlenÛ rodiny proteinu p53,
nám v budoucnu umoÏní vyvodit závûry stran vzájemn˘ch
vztahÛ TAp73 vs . ∆TAp73 a jejich prognostického v˘zna-
mu. 

Závûr
Na základû pozorované zv˘‰ené exprese ∆Np73 a TAp73
v nûkter˘ch vzorcích meduloblastomu ve srovnání s referenã-
ní nenádorovou tkání mozeãku vyvozujeme, Ïe exprese izo-
forem p73 se mÛÏe podílet na molekulární podstatû tumorige-
neze tohoto onemocnûní. Definujeme TP73 jako vhodn˘
kandidátní gen pro dal‰í studium jeho prognostického a tera-
peutického v˘znamu u meduloblastomu. 
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