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Uvod

TP73, ¢len genové rodiny nadorového supresoru p53, se vyznacuje nezvyklou komplexitou genového lokusu. Piepisem ze
dvou promotortl a alternativnim sestfihem primérniho transkriptu vznikaji rozdilné N-termindlni izoformy: TAp73 (full-length)
je transaktiva¢né kompetentni variantou proteinu p73, zatimco zkracené (truncated) izoformy Np73, p73ex2, p73ex2/3, souhrn-
né oznacované jako TAp73, postrddaji transaktivacni (TA) doménu a funkéné vykazuji k p53 a TAp73 negativni dominanci. Rov-
néZ na C-termindlnim konci proteinu p73 se setkdvame diky alternativnimu sestiihu primarniho transkriptu s rozdilnymi izofor-
mami, z nichZ je fet€ézcem v plné délce.

Byl prokazan prognosticky vyznam detekce p73 v piipadé nékterych malignit: zvySena exprese izoforem p73 ma negativni
dopad napft. u pacientd s adultnimi glidlnimi nddory CNS. Na dysregulaci signdlnich drah nddorovych bunék se podileji prede-
v8§im ATAp73 izoformy [1-6].

Za fyziologickych podminek se p73 podili rovnéZ na regulaci proliferace a diferenciace ve vyvijejici se neurondlni tkani (deve-
lopmental signaling) [7,8]. Geny, které se ti€astni morfogeneze, jsou aberantné exprimovény u fady neurogennich nadort [9,10].
Na zakladé téchto adajh jsme stanovili pracovni hypotézu mozné ucasti p73 v tumorigenezi meduloblastomu.

Cil

Studie definuje podil N-termindlnich izoforem proteinu p73 v dysregulaci signdlnich drah u meduloblastomu, nej¢astéjSiho
maligniho nddoru CNS déti. Bylo provedeno imunohistochemické znaceni p73a. a ANp73 v nadorové i kontrolni tkdni a nasled-
nd analyza jejich moZného prognostického vyznamu. Metodou real-time PCR byly detekovany transkripty TAp73 a ANp73 a srov-
nana jejich exprese ve vzorcich meduloblastomu s referencni RNA normélniho cerebela.

Material a metody

Tkdri meduloblastomu, normdlni tkdri mozecku: Parafinové bloky pacientt s diagnzu primarniho meduloblastomu lé¢enych
na Klinice détské onkologie LF MU a FN Brno v letech 1998-2006 (n=29) a bloky s normalni tkdni mozecku byly ziskany z archi-
vl patologicko-anatomickych tstavi. Nativni vzorky nddorové tkan€ (n=13) byly zamraZeny v tekutém dusiku a uchovany pii
—80°C u vétSiny pacientd lécenych v letech 2003-2006. Komer¢né dostupnd RNA z normélniho lidského mozecku (Human Bra-
in Cerebellum Total RNA, BD Biosciences) byla uZita jako referen¢ni vzorek nenddorové tkdné (jedna se o smésny vzorek RNA
izolované z mozeCku 24 muzli/Zen zmirajicich ndhlou smrti).

Imunohistochemické znaceni p730o/p a ANp73: Z formalinem fixované, v parafinovych blocich zalité tkdné byly ziskdny 4 um
fezy. Po standardnich procedurach byly vzorky inkubovany pii 4°C pies noc s primdrnimi protildtkami: (i) my$i monoklondlni
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protilatka anti-730/f3 (klon ER-15, Lab Vision, Neomarkers; fedéni 1:2000), epitop lokalizovdn mezi AK 380-637 lidského pro-
teinu p73, specificky znacena pouze a-izoforma [11]. (ii) my$i monoklondlni protilatka anti-delta-Np73 (klon 38C674.2, Imge-
nex; fedéni 1:4000), epitop lokalizovan mezi AK 2-13 lidského proteinu ANp73. Imunodetekce byla provedena pomoci avidin-
biotinového komplexu (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories) a vizualizovina uZitim diaminobenzidinu jako substratu.
Rezy byly dobarveny Gillovym hematoxylinem.

Real-time PCR detekce TAp73 a ANp73: Celkova RNA byla izolovéna z nativni nddorové tkdné uZitim TRIzol (Invitrogen),
koncentrace byla urena spektrofotometricky. 1 ug RNA byl reverzné piepsan uZitim oligo(dT) primeru a reverzni transkriptazy
Transcriptor (Roche Diagostics). VySetfeni metodou real-time PCR v modifikaci TagMan bylo provedeno na systému LightCyc-
ler (Roche Diagostics). Jednotlivé reakce probihaly v LC kapildfe v objemu 10 ul reakéni smési, skladajici se z 1 ul cDNA,
0,5 uM kazdého paru primerti 0,2 M TM sondy (TIB MOLBIOL), 0,25 wl uracil-DNA glykosylazy a z reak¢niho kitu FastStart
DNA Master HybriProbe (Roche Diagostics) obsahujiciho Tag DNA polymerazu, dANTP a Mg2+. Sekvence primerit (KRD, TIB
MOLBIOL) byly designovéany dle [6]. Exprese cilovych transkriptli byla normalizovédna k expresi -aktinu (housekeepingovy
gen), k vypoctu koncentraci byla uZita interpolace ze standardnich kalibra¢nich kfivek.

Statistické hodnoceni: Ke stanoveni prognostického vyznamu IHC pozitivity p73a a ANp73 byly uZity standardni néstroje
pro analyzu preziti (Kaplan-Maierovy kifivky, Cox F-test). Wilcoxon rank sum test byl uZit ke srovnini kvantifikované exprese
transkriptd TAp73 a ANp73 v referenéni RNA zdravého cerebella a v nddorové tkdni meduloblastomu.

Vysledky

Imunohistochemickd detekce p73a.a ANp73

Z celkového poctu 29 histopatologicky vySetfenych meduloblastomi bylo dle morfologickych kritérii WHO klasifikovano
23 (79%) nadort jako klasicky podtyp, 5 meduloblastom bylo desmoplastickych (17%), 1 velkobuné¢ny. Nasledné byla pro-
vedena imunohistochemickd detekce p73a a ANp73 v souboru nddorové tkané i v archivni normélni tkdni mozecku, jako pozi-
tivni byl hodnocen vysledek, pfi némz doslo k poZadované reakci u vice nez 1% bunék. Plexus choroideus byl uZit jako pozitiv-
ni kontrola znaceni p73a i ANp73 [5].
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Obr. 1

V normélni tkdni mozecku, ze které je meduloblastom histogeneticky odvozen, nebyla v ptipadé vzorku adultniho cerebella
zaznamendna Zadnd exprese vySetfovanych izoforem p73. Ve snaze postihnout eventuelni vyvojovou odliSnost jsme vySetfili rov-
néZ archivni tkdll mozecku novorozence. Prekvapivé, Purkyného butiky vykazovaly v tomto pfipadé silnou cytoplasmatickou
pozitivitu p73a i ANp73, zatimco butiky zevni a vnitfni granuldrni vrstvy a molekuldrni vrstvy se specificky neznacily. Toto zjis-
téni, v souladu s diive dokumentovanou ucasti p73 v morfogenezi neurondlni tkdné, nebylo doposud na zaklad€ dostupnych lite-
rarnich tidaji zaznamenéno a svéd¢i o zapojeni p73-signélni drdhy rovnéZ v ontogenetickém vyvoji lidského mozecku.

Imunohistochemickd detekce p73a prokazala pozitivitu u 15 z 29 (52%) vySetfenych meduloblastomil, pozitivita dosahova-
la v jednotlivych piipadech az 50% bunék nddorové populace. U 7 (24%) ptipadii bylo p73a-pozitivnich 1-5% nadorovych bunék,
u 4 (14%) vzorkl bylo imunoreaktivnich 6-15% nadorovych bunék a u dalSich 4 (14%) vzorki byla pozitivita p73a u vice nez
16% (rozsah 20-60%) bunék niddoru. Na subcelularni Grovni pfevaZzovala v imunoreaktivitvnich vzorcich soub&zna jaderna i cyto-
plazmaticka distribuce signélu.

IHC znaceni ANp73 odhalilo pozitivitu u 8 z 28 (29%) vySetfenych vzorkl, pfevazovala cytoplasmaticka lokalizace ANp73
proteinu. Spole¢nd exprese full-length C-termindlni a-izoformy a N-termindlni truncated AN-formy byla prokdzana v 7 z 15
a—pozitivnich ptipadl. VZdy se jednalo o ANp73 pozitivitu v men$im ¢i stejném procentu bunék oproti a-fetézci. Toto pozoro-
vani nepiimo svéd¢i pro skutenost, Ze jsou exprimovany i dalsi N-termindlni izoformy p73, coZ je zcela v souladu s vysledkem
real-time PCR analyzy prokazujici transkript TAp73 u vétSiny touto metodou vySetfenych vzorkt meduloblastomu.
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Dale jsme provedli pilotni analyzu moZného prognostického vyznamu IHC pozitivity p73a. a ANp73. Z hodnoceni byli vylou-
eni ti pacienti, u nichZ nebyl dodrZen optimélni 1éCebny plan (napfiklad odmitnuti adjuvantni radioterapie zdkonnym zastupcem
ditéte apod.). Jak je patrno z Obr. 1, je dokumentovan trend k horsi progndze pacientti s p73a (p=0,134) a ANp73 (p=0,127) imu-
noreaktivnimi meduloblastomy. Statistické vyznamnosti nebylo dosaZeno pro limitovany pocet vzorkd, ktery vyplyva z redlné
incidence tohoto nadoru v populaci. V pfipadé adultnich gliomd CNS byl prognosticky vyznam ATA izoforem v literatufe doku-
mentovan [12]. Prospektivni vySetfovani dal§ich pfipadii ndm umozZni definitivni zodpovézeni této otazky rovnéZ u medulobla-
stomu.

Real-time PCR detekce transkriptit TAp73, ANp73

TAp73 exprese byla detekovana ve vSech vySetfenych vzorcich meduloblastomu (n=13). Medidn exprese cilového transkrip-
tu v referencni RNA (Human Brain Cerebellum Total RNA) ¢inil 0,0065% exprese B-aktinu, u meduloblastomu 0,0192% expre-
se B-aktinu. Bylo pozorovéno signifikantni zvySeni exprese TAp73 v naddorové tkdni meduloblastomu (p=0,013). (Obr. 2.) ANp73
exprese byla detekovdna u 6 z 13 (46%) vySetfenych vzork(t meduloblastomu, exprese v referenéni RNA z mozecku byla nulo-
v4, i zde byl prokdzan signifikantni rozdil v expresi cilového transkriptu mezi nadorovou a normadlni tkéni (p=0,028) (Obr.2).
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Zavér

Studie prokazala expresi N-termindlnich izoforem proteinu p73 u meduloblastomu. Metodou real-time PCR byl zaznamenan
signifikantni rozdil v expresi transkriptl TAp73 a ANp73 mezi nddorovou tkani meduloblastomu a normélni tkdni mozecku, toto
zjiSténi bylo potvrzeno rovnéZ imunohistochemicky. Dle autorim dostupné literatury jde o prvni prikaz zvySené exprese trans-
aktivacné deficientni ANp73 izoformy u tohoto onemocnéni. Pilotni analyza prognostického vyznamu odhalila trend k horsi pro-
gnodze déti s p73a ANp73 imunoreaktivnimi nadory.

Na zdkladé téchto pozorovani vyvozujeme, Ze exprese izoforem p73 se podili na dysregulaci signdlnich drah meduloblasto-
mu a definujeme TP73 jako vhodny kandidétni gen pro dal$i studium jeho prognostického vyznamu.
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