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Nejãastûj‰í primárními mozkové nádory jsou gliálního pÛvodu, mezi ménû ãasté patfií napfiíklad meningeomy a neuroblasto-

my. Gliomy jsou známé sv˘m potenciálem k agresivní proliferaci a difÛzní invazi. Míra pfieÏití u pacientÛ s gliálními nádory je

pod 50%, av‰ak prognóza jednotliv˘ch pfiípadÛ je velmi variabilní a je asociována s mnoha biologick˘mi i klinick˘mi znaky. Pro

prognózu a správnou léãbu je zásadní urãit grading nádoru (high grade x low grade), které v‰ak ãasto nelze bûÏnou histopatolo-

gickou typizací provést a je zatíÏené individuální zku‰eností patologa. Pro odli‰ení vysokého a nízkého gradingu gliomu bylo

v na‰í laboratofii zavedeno vy‰etfiení genÛ p53, RB1, EGFR1, stanovení delecí/amplifikací v chromozomálních oblastech 1p36.3,

9p21.3, 19q13 a stanovení poãtu kopií chromozomÛ 7, 10 a 13 metodou fluorescenãní in situ hybridizace (FISH). Cytogenetic-

ká data jsou doplÀována a korelována se standardním histologick˘m vy‰etfiením. Jednotlivé vy‰etfiované aberace jsou spojeny

s prognózou onemocnûní ãi predikcí léãby. Napfiíklad kombinovaná delece v 1p a 19q je asociována s dobrou prognózou, délkou

pfieÏití i dobrou odpovûdí na léãbu, naopak delece tumor supresorov˘ch genÛ p53 ãi RB1 s prognózou ‰patnou.

V souboru 39 zatím vy‰etfien˘ch pacientÛ nebylo moÏno odeãíst FISH u 6,1% (3/39). U 58,3% (21/36) v˘sledky svûdãily spí-

‰e pro gliom niÏ‰ího gradingu, u 41,7% (15/36) spí‰e pro vy‰‰í grading. Nejãastûj‰í aberací byla delece v oblasti 9p21.3 (15/36;

41,7%) a zv˘‰en˘ poãet kopií EGFR1 (12/36; 33,3%).

U pacientÛ s nízk˘m vûkem rovnûÏ provádíme stanovení poãtu kopií genÛ N-myc, C-myc a chromozomu 8, CCND1 a chro-

mozomu 11 a delece v oblasti 22q11.23 (BCR) z dÛvodu diferenciální diagnostiky neuroblastomu a meduloblastomu. Napfiíklad

u 24-letého pacienta vykazovala nádorová populace deleci 9p21.3 (p16 a p15), monozomii chromozomu 10, polysomii chromo-

zomu 7 a amplifikacií genu EGFR1. Nádorové buÀky vykazovaly i zmnoÏení chromozomálního úseku 1p36.3, 22q11.23 (gen

BCR) a 9q34.1 (gen ABL). Zv˘‰en˘ byl rovnûÏ poãet kopií genu CCND1 dÛsledkem polysomie chromozomu 11. Dominantním

nálezem v‰ak byla vysoká amplifikace genu N-MYC, kterou vídáme u neuroblastomÛ se ‰patnou prognózou. Na základû cyto-

genetického vy‰etfiení bylo doporuãeno vy‰etfiení specifick˘ch tumor markerÛ, a provedení celotûlového PET/CT k odli‰ení pri-

márního neuroblastomu CNS od periferní metastázy, které potvrdily primární neuroblastom CNS.

Závûr
Smyslem zavedení vy‰etfiení gliomÛ pomocí FISH je zpfiesnûní diagnózy pacienta, vedoucí k nejvhodnûj‰í léãbû tak, jak tomu

je u prezentovaného pfiípadu. V̆ znam cytogenetického vy‰etfiení dále poroste s rozvojem nové, specificky cílené léãby.

Tato práce je podporována granty MSM6198959216 a MPO 1H-PK/45.
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Oddûlení epidemiologie a genetiky nádorÛ, MasarykÛv onkologick˘ ústav, Brno

Úvod
Nádor prsu pfiedstavuje komplexní multifaktoriální onemocnûní, jehoÏ vznik je podmínûn interakcí genetick˘ch faktorÛ a vli-

vu prostfiedí. V na‰í populaci pfiibliÏnû kaÏdá desátá Ïena onemocní bûhem svého Ïivota nádorem prsu. V̆ skyt nádoru prsu v rodin-

né anamnéze Ïeny je bezesporu v˘znamn˘m rizikov˘m faktorem.

Diagnózu hereditární formy nádoru prsu lze stanovit v pfiípadû rodiny, kde je evidováno nûkolik postiÏen˘ch pfiíbuzn˘ch,

jejichÏ vûk v dobû diagnózy je v˘raznû niÏ‰í neÏ v pfiípadû sporadick˘ch nádorÛ prsu, je zde zv˘‰ené riziko bilaterálního nádoru

a ãasto pfiidruÏen˘ nádor vajeãníkÛ. U pfieváÏné ãásti rodin s mnohoãetn˘m v˘skytem nádoru prsu v nûkolika generacích lze segre-

gaãní anal˘zou prokázat autozomálnû dominantní dûdiãnost. Takovéto pfiípady mohou b˘t zpÛsobeny monogenní genetickou pre-

dispozicí a tvofií jen asi 5-7% z celkového poãtu diagnostikovan˘ch nádorÛ prsu.

Vysoce penetrantní genetická predispozice je nejãastûji zpÛsobena po‰kozením genu BRCA1 nebo BRCA2. Zdûdûní jedné

po‰kozené alely genu BRCA1 nebo BRCA2 je dostateãné k vyvolání nádorové predispozice. Kumulativní riziko pro vznik nádo-

ru prsu je u nosiãek BRCA1 nebo BRCA2 mutace odhadováno na 65-85% do 70 let vûku pacientky, pfiiãemÏ pacientka která jiÏ

nádorem prsu onemocnûla má aÏ 50% riziko vzniku bilaterálního nádoru do vûku 70 let (Easton et al., 1995, Ford et al., 1998,

Antoniou 2003). Kumulativní riziko pro vznik nádoru ovaria u nosiãek BRCA1 mutace je odhadováno aÏ na 63% do 70 let vûku

pacientky (Easton et al., 1995), u nosiãek BRCA2 mutace je toto riziko odhadováno na maximálnû 27% (Thompson et al.,2001).
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Nádorové onemocnûní je vysoce komplexní onemocnûní, kdy interakcí rÛzn˘ch genetick˘ch faktorÛ mÛÏe docházet k v˘raz-

nému nav˘‰ení individuálního rizika pro vznik nádorového onemocnûní. RÛzné mutace v CHEK2 genu mohou mít rozdílnou

expresivitu a penetranci. Celosvûtovû roz‰ífiená mutace 1100delC v genu CHEK2 v heterozygotním stavu je popisována jako níz-

ko penetrantní alela zvy‰ující 2-4 násobnû riziko vzniku nádoru prsu (Offit et al., 2003). Nûkteré studie popisují také zv˘‰enou

predispozici ke vzniku nádoru prostaty, ‰títné Ïlázy, plic, ovaria, mozkov˘ch nádorÛ a osteosarkomÛ (Cybulski et al., 2004). V sou-

ãasné dobû byla popsána genomická delece exonÛ 9 a 10 u vysoce rizikov˘ch pacientek s nádorem prsu v USA u rodin ãesko-

slovenského pÛvodu (Welsch et al., 2006).

V laboratofii epidemiologie a genetiky nádorÛ Masarykova onkologického ústavu v Brnû je na základû v˘bûrov˘ch kriterií

provádûn mutaãní screening BRCA1 a BRCA2 genÛ u rizikov˘ch pacientek s nádorem prsu a/nebo ovaria s pozitivní rodinnou

anamnézou nebo diagnostikované v mladém vûku. Procento záchytu mutace závisí na pfiísnosti v˘bûrov˘ch kriterií. V prÛmûru

u cca 60% vysoce rizikov˘ch rodin s v˘skytem nádoru prsu a ovaria b˘vá standardním screeningem zachycena patogenní muta-

ce. U rizikov˘ch rodin s v˘skytem nádoru prsu (bez asociace s ovarialními nádory) se záchyt patogenní mutace pohybuje mezi

25-30%.

Záchyt patogenních mutací v genech BRCA1 a BRCA2 u vysoce rizikov˘ch probandÛ v‰ak závisí také na zvolen˘ch postu-

pech molekulárnû genetického vy‰etfiení. âásteãná ãi úplná delece nebo amplifikace velk˘ch oblastí pfiesahujících jednotlivé exo-

ny nemusí b˘t detekována vlivem pfiítomnosti wild type alely zpÛsobující pozitivní PCR signál a tím pádem fale‰nû negativní

v˘sledek.

O spektru a frekvenci intragenov˘ch pfieskupení v genech BRCA1 nebo BRCA2 u pacientÛ s dûdiãnou formou karcinomu

prsu a/nebo ovaria v ãeské populaci nebylo doposud nic známo.

Vy‰etfiovaná skupina a postupy
Vy‰etfiení na pfiítomnost velk˘ch intragenov˘ch pfiestaveb v genech BRCA1, BRCA2 a CHEK2 genu bylo provedeno u pro-

bandÛ z nejrizikovûj‰ích rodin s pfiedpokládan˘m dûdiãn˘m syndromem nádoru prsu a/nebo ovaria, u kter˘ch nebyla nalezena

patogenní mutace v genech BRCA1 a BRCA2 v rámci standardního mutaãního screeningu. Celkem bylo do konce roku 2006

analyzováno 350 vysoce rizikov˘ch pacientÛ na pfiítomnost intragenového pfieskupení v BRCA1 genu a 180 na pfiítomnost intra-

genového pfieskupení v BRCA2 genu.

Pro detekci intragenov˘ch pfiestaveb genu BRCA1 a BRCA2 byla pouÏita metoda MLPA: Multiplex Ligation-dependent Pro-

be Amplification (Schouten et al., 2002). Pozitivní záchyt je ovûfiován jinou, nezávislou metodou (nejãastûji Long-range PCR)

a sekvenováním jsou charakterizovány body zlomu na úrovni genomové DNA.

Pfiítomnost delece exonu 9 a 10 v CHEK2 genu byla do konce roku 2006 vy‰etfiena u 392 rizikov˘ch jedincÛ PCR testem

a 180 jedincÛ metodou MLPA.

V˘sledky
Intragenová pfieskupení v BRCA1 genu

Celkem u 16 rizikov˘ch rodin byla zachycena velká delece v BRCA1 genu. MLPA anal˘za BRCA1 genu odhalila 8 rÛzn˘ch

delecí pokr˘vajících 1,9-39 kb BRCA1 genomové DNA. PrÛmûrn˘ vûk nástupu nemoci u probandÛ s detekovanou delecí v genu

BRCA1 se pohyboval kolem 40 let a v nûkter˘ch rodinách bylo moÏné pozorovat efekt sniÏujícího se vûku v dobû diagnózy one-

mocnûní u mlad‰ích generací. Body zlomu byly charakterizovány na úrovni genomové DNA u 5 rÛzn˘ch delecí: delece exonÛ 5-

14; exonÛ 11-12; exonÛ 18-19, exonu 20 a exonÛ 21-22. V‰echny body zlomu byly novû charakterizovány a nebyly zatím popsá-

ny v jiné populaci.

Rozsáhlá BRCA1 delece 39 kb zahrnující oblasti pseudogenu, promotorovou oblast BRCA1 genu a exony 1A/1B-2 byla pro-

kázána pomocí primerÛ publikovan˘ch pro jiÏ dfiíve charakterizovanou deleci ve francouzské populaci (Puget et al.; 2002). Tato

delece vzniká rekombinací mezi pseudogenem ψBRCA1 a odpovídajícími homologními oblastmi intronu 2 genu BRCA1.

Koncem roku 2006 byla novû zachycena delece exonu 8 a delece exonÛ 1-17 v BRCA1 genu, kde v souãasné dobû probíhá

potvrzení a charakterizace bodÛ zlomu.

Zv˘‰ená náchylnost k rozsáhl˘m intragenov˘m rekombinacím je v pfiípadû genu BRCA1 zpÛsobena zejména vysokou ãet-

ností Alu-repetitivních sekvencí v jeho intronick˘ch oblastech (Smith et al., 1996) a také pfiítomností duplikace oblasti na 5 kon-

ci BRCA1 genu obsahující ψBRCA1 pseudogen (Puget et al., 2002).

Intragenová pfieskupení v genu BRCA2

V genu BRCA2 zatím nebylo u ãesk˘ch pacientÛ detekováno Ïádné intragenového pfieskupení.

Delece exonu 9 a 10 v genu CHEK2

Do konce roku 2006 byly zachyceny 4 vysoce rizikové rodiny s delecí exonu 9 a 10 v genu CHEK2. Delece byly prokázány

obûma metodami: MLPA a specifickou PCR.

Závûr
Podíl intragenov˘ch delecí v BRCA1 genu nalezen˘ch u nejrizikovûj‰í skupiny pacientÛ není rozhodnû zanedbateln˘. Proto

bylo zahájeno testování v‰ech pacientÛ splÀujících kriteria pro testování BRCA genÛ. V pfiípadû v‰ech charakterizovan˘ch dele-
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cí v BRCA1 genu byl zaveden jednoduch˘ screeningov˘ PCR test pro detekci místa zlomu umoÏÀující rychlé, specifické a finanã-

nû nenákladné testování pfiíbuzn˘ch postiÏen˘ch pacientÛ.

Delece exonu 9 a 10 v genu CHEK2 se v âeské populaci jeví jako frekvenãnû ãetnûj‰í (4-násobnû v na‰í analyzované skupi-

nû) neÏ dfiíve popsaná mutace 1100delC. Stanovení v˘‰e odhadu rizika pro vznik nádoru prsu u nosiãÛ delece exonu 9,10 genu

CHEK2 je pfiedmûtem dlouhodobûj‰í studie.

Práce byla podporována granty MZâR MZO 00209805 a IGA MZâR NR/8213-3.
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„CELL ARRAYS“ – Velkoobjemov˘ screening proteinÛ 
v bunûãn˘ch liniích karcinomu prsu.
Hublarová P., Knoflíãková D., Fabian P., Babãanová S., Baturko Y., Nenutil R., Vojtû‰ek B.
Oddûlení onkologické a experimentální patologie, MasarykÛv onkologick˘ ústav, Îlut˘ kopec 7, Brno, 65653

SdruÏené bunûãné bloãky (SBB) – „cell arrays“ – pfiedstavují dal‰í pokrok v imunocytochemick˘ch/proteomick˘ch metodách

a jsou ideálním nástrojem pro rozsáhlé studie na bunûãn˘ch liniích. Tento pfiístup se v dne‰ní dobû vyuÏívá pfii skríninku úãinkÛ

nov˘ch léãiv a testování protilátek a jejich fiedûní, kdy je nezbytn˘m krokem otestování reakcí u bunûãn˘ch kultur. Na velmi

malém prostoru s minimální spotfiebou vybran˘ch protilátek je moÏné analyzovat 23 vzorkÛ bunûãn˘ch linií. Metoda je velmi

flexibilní, navrÏení SBB závisí na poÏadovan˘ch vlastnostech v˘sledné „array“ – vzorky lze fiadit dle bunûãného pÛvodu, expre-

se proteinÛ, pouÏitého o‰etfiení terapeutiky a potfieb projektÛ.

Oãekáváme zisk velkého mnoÏství validních dat v porovnání s ostatními pfiístupy v hodnocení proteinov˘ch hladin (Western

blotting, metoda ELISA), jenÏ jsou materiálnû a ãasovû nároãné. V˘hodami SBB jsou malá spotfieba materiálu, velk˘ objem

v˘sledkÛ hodnocen˘ch poãítaãovou anal˘zou s definovan˘mi hladinami intenzity barvení a moÏnost porovnávat vysok˘ poãet

vzorkÛ v jedné anal˘ze. Zásadním pfiínosem je rovnûÏ reprodukovatelnost dosaÏen˘ch v˘sledkÛ. Nev˘hodami jsou pûstování vel-

kého mnoÏství bunûk jako vstupního materiálu a problémy s fale‰nû pozitivními v˘sledky pfii imunocytochemickém barvení.

Základním materiálem pro tvorbu SBB jsou fixované buÀky zalité v agaróze, které se pfievedou do parafinového bloku. Z blo-

ku se následnû vypíchnou váleãky o prÛmûru 1 mm, které se umístí do vymezené pozice v „arrayi“. Jeden blok lze prÛmûrnû roz-

píchat na 15 váleãkÛ. Hotová „array“ je nafiezána na mikrotomu a pfiitavena na skla, z jednoho SBB je moÏné pfiipravit pfiibliÏnû

20 skel pro imunocytochemické barvení.

V na‰í práci jsme se zamûfiili nejprve na optimalizaci v˘roby blokÛ a imunocytochemického barvení a následnû na anal˘zu

proteinÛ typick˘ch pro linie odvozené z karcinomu prsu. Barvení provádíme s protilátkami proti proteinu p53 (DO-1), MDM2,

steroidním receptorÛm a rÛzn˘m typÛm keratinÛ. Poãítaãová anal˘za pozitivní reakce jednotliv˘ch protilátek se provádí hodno-

tícím programem COLOR GRAPHICS ANALYSIS.

Tato práce je podporována granty IGA MZ âR NR / 8338-3/2005 a Centrum M·MT LC06035.
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