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Úvod
TP73, ãlen genové rodiny nádorového supresoru p53, se vyznaãuje nezvyklou komplexitou genového lokusu. Pfiepisem ze

dvou promotorÛ a alternativním sestfiihem primárního transkriptu vznikají rozdílné N-terminální izoformy: TAp73 (full-length)
je transaktivaãnû kompetentní variantou proteinu p73, zatímco zkrácené (truncated) izoformy Np73, p73ex2, p73ex2/3, souhrn-

nû oznaãované jako TAp73, postrádají transaktivaãní (TA) doménu a funkãnû vykazují k p53 a TAp73 negativní dominanci. Rov-

nûÏ na C-terminálním konci proteinu p73 se setkáváme díky alternativnímu sestfiihu primárního transkriptu s rozdíln˘mi izofor-

mami, z nichÏ je fietûzcem v plné délce.

Byl prokázán prognostick˘ v˘znam detekce p73 v pfiípadû nûkter˘ch malignit: zv˘‰ená exprese izoforem p73 má negativní

dopad napfi. u pacientÛ s adultními gliálními nádory CNS. Na dysregulaci signálních drah nádorov˘ch bunûk se podílejí pfiede-

v‰ím ∆TAp73 izoformy [1-6].

Za fyziologick˘ch podmínek se p73 podílí rovnûÏ na regulaci proliferace a diferenciace ve vyvíjející se neuronální tkáni (deve-
lopmental signaling) [7,8]. Geny, které se úãastní morfogeneze, jsou aberantnû exprimovány u fiady neurogenních nádorÛ [9,10].

Na základû tûchto údajÛ jsme stanovili pracovní hypotézu moÏné úãasti p73 v tumorigenezi meduloblastomu.

Cíl
Studie definuje podíl N-terminálních izoforem proteinu p73 v dysregulaci signálních drah u meduloblastomu, nejãastûj‰ího

maligního nádoru CNS dûtí. Bylo provedeno imunohistochemické znaãení p73α a ∆Np73 v nádorové i kontrolní tkáni a násled-

ná anal˘za jejich moÏného prognostického v˘znamu. Metodou real-time PCR byly detekovány transkripty TAp73 a ∆Np73 a srov-

nána jejich exprese ve vzorcích meduloblastomu s referenãní RNA normálního cerebela.

Materiál a metody
TkáÀ meduloblastomu, normální tkáÀ mozeãku: Parafinové bloky pacientÛ s diagnózu primárního meduloblastomu léãen˘ch

na Klinice dûtské onkologie LF MU a FN Brno v letech 1998-2006 (n=29) a bloky s normální tkání mozeãku byly získány z archi-

vÛ patologicko-anatomick˘ch ústavÛ. Nativní vzorky nádorové tkánû (n=13) byly zamraÏeny v tekutém dusíku a uchovány pfii

–80°C u vût‰iny pacientÛ léãen˘ch v letech 2003-2006. Komerãnû dostupná RNA z normálního lidského mozeãku (Human Bra-

in Cerebellum Total RNA, BD Biosciences) byla uÏita jako referenãní vzorek nenádorové tkánû (jedná se o smûsn˘ vzorek RNA

izolované z mozeãku 24 muÏÛ/Ïen zmírajících náhlou smrtí).

Imunohistochemické znaãení p73α/β a ∆Np73: 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 primárními protilátkami: (i) my‰í monoklonální
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protilátka anti-73α/β (klon ER-15, Lab Vision, Neomarkers; fiedûní 1:2000), epitop lokalizován mezi AK 380-637 lidského pro-

teinu p73, specificky znaãena pouze α-izoforma [11]. (ii) my‰í monoklonální protilátka anti-delta-Np73 (klon 38C674.2, Imge-

nex; fiedûní 1:4000), epitop lokalizován mezi AK 2-13 lidského proteinu ∆Np73. Imunodetekce byla provedena pomocí avidin-

biotinového komplexu (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories) a vizualizována uÏitím diaminobenzidinu jako substrátu.

¤ezy byly dobarveny Gillov˘m hematoxylinem.

Real-time PCR detekce TAp73 a ∆Np73: Celková RNA byla izolována z nativní nádorové tkánû uÏitím TRIzol (Invitrogen),

koncentrace byla urãena spektrofotometricky. 1 µg RNA byl reverznû pfiepsán uÏitím oligo(dT) primeru a reverzní transkriptázy

Transcriptor (Roche Diagostics). Vy‰etfiení metodou real-time PCR v modifikaci TaqMan bylo provedeno na systému LightCyc-

ler (Roche Diagostics). Jednotlivé reakce probíhaly v LC kapiláfie v objemu 10 µl reakãní smûsi, skládající se z 1 µl cDNA,

0,5 µM kaÏdého páru primerÛ 0,2 M TM sondy (TIB MOLBIOL), 0,25 µl uracil-DNA glykosylázy a z reakãního kitu FastStart

DNA Master HybriProbe (Roche Diagostics) obsahujícího Taq DNA polymerázu, dNTP a Mg2+. Sekvence primerÛ (KRD, TIB

MOLBIOL) byly designovány dle [6]. Exprese cílov˘ch transkriptÛ byla normalizována k expresi β-aktinu (housekeepingov˘

gen), k v˘poãtu koncentrací byla uÏita interpolace ze standardních kalibraãních kfiivek.

Statistické hodnocení: Ke stanovení prognostického v˘znamu IHC pozitivity p73α a ∆Np73 byly uÏity standardní nástroje

pro anal˘zu pfieÏití (Kaplan-Maierovy kfiivky, Cox F-test). Wilcoxon rank sum test byl uÏit ke srovnání kvantifikované exprese

transkriptÛ TAp73 a ∆Np73 v referenãní RNA zdravého cerebella a v nádorové tkáni meduloblastomu.

V˘sledky
Imunohistochemická detekce p73α a ∆Np73
Z celkového poãtu 29 histopatologicky vy‰etfien˘ch meduloblastomÛ bylo dle morfologick˘ch kritérií WHO klasifikováno

23 (79%) nádorÛ jako klasick˘ podtyp, 5 meduloblastomÛ bylo desmoplastick˘ch (17%), 1 velkobunûãn˘. Následnû byla pro-

vedena imunohistochemická detekce p73α a ∆Np73 v souboru nádorové tkánû i v archivní normální tkáni mozeãku, jako pozi-

tivní byl hodnocen v˘sledek, pfii nûmÏ do‰lo k poÏadované reakci u více neÏ 1% bunûk. Plexus choroideus byl uÏit jako pozitiv-

ní kontrola znaãení p73α i ∆Np73 [5].

Obr. 1

V normální tkáni mozeãku, ze které je meduloblastom histogeneticky odvozen, nebyla v pfiípadû vzorku adultního cerebella

zaznamenána Ïádná exprese vy‰etfiovan˘ch izoforem p73. Ve snaze postihnout eventuelní v˘vojovou odli‰nost jsme vy‰etfiili rov-

nûÏ archivní tkáÀ mozeãku novorozence. Pfiekvapivû, Purkynûho buÀky vykazovaly v tomto pfiípadû silnou cytoplasmatickou

pozitivitu p73α i ∆Np73, zatímco buÀky zevní a vnitfiní granulární vrstvy a molekulární vrstvy se specificky neznaãily. Toto zji‰-

tûní, v souladu s dfiíve dokumentovanou úãastí p73 v morfogenezi neuronální tkánû, nebylo doposud na základû dostupn˘ch lite-

rárních údajÛ zaznamenáno a svûdãí o zapojení p73-signální dráhy rovnûÏ v ontogenetickém v˘voji lidského mozeãku.

Imunohistochemická detekce p73α prokázala pozitivitu u 15 z 29 (52%) vy‰etfien˘ch meduloblastomÛ, pozitivita dosahova-

la v jednotliv˘ch pfiípadech aÏ 50% bunûk nádorové populace. U 7 (24%) pfiípadÛ bylo p73α-pozitivních 1-5% nádorov˘ch bunûk,

u 4 (14%) vzorkÛ bylo imunoreaktivních 6-15% nádorov˘ch bunûk a u dal‰ích 4 (14%) vzorkÛ byla pozitivita p73α u více neÏ

16% (rozsah 20-60%) bunûk nádoru. Na subcelulární úrovni pfievaÏovala v imunoreaktivitvních vzorcích soubûÏná jaderná i cyto-

plazmatická distribuce signálu.

IHC znaãení ∆Np73 odhalilo pozitivitu u 8 z 28 (29%) vy‰etfien˘ch vzorkÛ, pfievaÏovala cytoplasmatická lokalizace ∆Np73

proteinu. Spoleãná exprese full-length C-terminální α-izoformy a N-terminální truncated ∆N-formy byla prokázána v 7 z 15

α–pozitivních pfiípadÛ. VÏdy se jednalo o ∆Np73 pozitivitu v men‰ím ãi stejném procentu bunûk oproti α-fietûzci. Toto pozoro-

vání nepfiímo svûdãí pro skuteãnost, Ïe jsou exprimovány i dal‰í N-terminální izoformy p73, coÏ je zcela v souladu s v˘sledkem

real-time PCR anal˘zy prokazující transkript TAp73 u vût‰iny touto metodou vy‰etfien˘ch vzorkÛ meduloblastomu.
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Dále jsme provedli pilotní anal˘zu moÏného prognostického v˘znamu IHC pozitivity p73α a ∆Np73. Z hodnocení byli vylou-

ãeni ti pacienti, u nichÏ nebyl dodrÏen optimální léãebn˘ plán (napfiíklad odmítnutí adjuvantní radioterapie zákonn˘m zástupcem

dítûte apod.). Jak je patrno z Obr. 1, je dokumentován trend k hor‰í prognóze pacientÛ s p73α (p=0,134) a ∆Np73 (p=0,127) imu-

noreaktivními meduloblastomy. Statistické v˘znamnosti nebylo dosaÏeno pro limitovan˘ poãet vzorkÛ, kter˘ vypl˘vá z reálné

incidence tohoto nádoru v populaci. V pfiípadû adultních gliomÛ CNS byl prognostick˘ v˘znam ∆TA izoforem v literatufie doku-

mentován [12]. Prospektivní vy‰etfiování dal‰ích pfiípadÛ nám umoÏní definitivní zodpovûzení této otázky rovnûÏ u medulobla-

stomu.

Real-time PCR detekce transkriptÛ TAp73, ∆Np73
TAp73 exprese byla detekována ve v‰ech vy‰etfien˘ch vzorcích meduloblastomu (n=13). Medián exprese cílového transkrip-

tu v referenãní RNA (Human Brain Cerebellum Total RNA) ãinil 0,0065% exprese β-aktinu, u meduloblastomu 0,0192% expre-

se β-aktinu. Bylo pozorováno signifikantní zv˘‰ení exprese TAp73 v nádorové tkáni meduloblastomu (p=0,013). (Obr. 2.) ∆Np73

exprese byla detekována u 6 z 13 (46%) vy‰etfien˘ch vzorkÛ meduloblastomu, exprese v referenãní RNA z mozeãku byla nulo-

vá, i zde byl prokázán signifikantní rozdíl v expresi cílového transkriptu mezi nádorovou a normální tkání (p=0,028) (Obr.2).

Obr. 2

Závûr
Studie prokázala expresi N-terminálních izoforem proteinu p73 u meduloblastomu. Metodou real-time PCR byl zaznamenán

signifikantní rozdíl v expresi transkriptÛ TAp73 a ∆Np73 mezi nádorovou tkání meduloblastomu a normální tkání mozeãku, toto

zji‰tûní bylo potvrzeno rovnûÏ imunohistochemicky. Dle autorÛm dostupné literatury jde o první prÛkaz zv˘‰ené exprese trans-

aktivaãnû deficientní ∆Np73 izoformy u tohoto onemocnûní. Pilotní anal˘za prognostického v˘znamu odhalila trend k hor‰í pro-

gnóze dûtí s p73α ∆Np73 imunoreaktivními nádory.

Na základû tûchto pozorování vyvozujeme, Ïe exprese izoforem p73 se podílí na dysregulaci signálních drah meduloblasto-

mu a definujeme TP73 jako vhodn˘ kandidátní gen pro dal‰í studium jeho prognostického v˘znamu.

Práce byla podpofiena granty FRV· 1303/05 a RASO âOS 2005.
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