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Suhrn

Vychodisko: Mnohé dokazané zmeny v gendmoch buniek su davane do stvisloti so vznikom nadorov. Apoptoza, ,,programovand
smrt’ bunky, ktora je morfologicky odli$na od nekrdzy, je jednym z kontrolnych mechanizmov delenia buniek a taktiez sa podiel'a
na tumorigenéze. Metédy a vysledky: Autori prezentuju svoje vysledky sledovania polymorfizmu génu p53 a urovne apoptozy
v skupine pacientov s potvrdenymi malignymi ochoreniami pl'ic. Z porovnévania genetického polymorfizmu génu p53 pacientov so
zdravymi jedincami vyplyva Ze rozloZenie alel BstUI A2 a Mspl A1 bolo spojené s pl'aicnym karcinomom. U pacientov s karcinomom
pltic je apoptoza periférnych lymfocytov signifikantne zvySena. Zo skupiny nemalobunkovych (NSCLC) nadorov bola najvyssia
u adenokarcinémov. Uroveii apoptdzy bola taktieZ sledovana v korelacii s polymofizmom génu p53. Vyrazne zvysenie apoptotickych
buniek sa zistilo u homozygotov BstUI 2/2 a Mspl 2/2. Ako reakcia na chirurgicky zakrok sa apoptoza lymfocytov v prvy aj druhy
den po operacii vyrazne zvysila. Sledované boli preto aj pocty lymfocytov v periférnej krvi. Absolutne aj relativne pocty lymfocytov
v diferencialnych krvnych obrazoch operovanych pacientov boli nizsie. Zavery: Sledovanie polymorfizmu znamych génov poukazuje
na riziko ochorenia nadorom. Spolu so sledovanim urovne apoptdzy by mohlo dotvarat’ komplexnost’ obrazu nadorového ochorenia
pltc ¢i pomahat’ urcovat’ jeho prognozu.
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Summary

Backgrounds: Many proved alterations in genoms of cells are said to be related to tumorigenesis. Apoptosis - a “programmed”
death of cell, which has different morphology from necrosis, is one of the control mechanisms of cell division and participates in
tumorigenesis. Methods and material: The authors present their results of analysis of the relation between genetic polymorphism
of the pS3 gene and the level of apopotosis in patients with confirmed malignant lung disease. Comparison of genetic polymorphism
of the p53 gene in patients with the healthy group showed that allocation of BstUI A2 and Mspl A1 alleles was significantly related
to lung cancer. The apoptosis of peripheral lymphocytes was significantly increased in lung cancer patients. The highest increase of
apoptosis in non-small cell lung cancer (NSCLC) group was found in adenocarcinomas. The level of apoptosis was also studied in
correlation to polymorphism of the p53 gen. Substantially higher percentage of apoptotic cells was detected in BstUI 2/2 and Mspl
2/2 homozygotes. In response to operation a distinctive increase of apoptosis in the first and second postoperative day was recorded.
Therefore a lymphocyte count in peripheral blood was also monitored. The lymphocyte count in patients that underwent the operation
proved a decrease in absolute and relative values. Conclusion: Observation of known genetic polymorphisms indicates the risk of
malignant disease. Together with the analysis of level of apoptosis it may add to complexity of the nature of malignant disease or
serve as determinants of its prognosis.
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Uvod Vyuzivajii sa pritom mutacie, ktoré st charakteristické

Stadium Pudskych neoplazii dokazalo, e nadorové ocho-
renie vznika akumulédciou poskodeni bunkovych génov.
Tieto zmeny postihuju hlavné tri skupiny génov: protoon-
kogény a/alebo antionkogény a gény zodpovedné za opra-
vu DNA. Detekcia mutacii nddorovych supresorovych gé-
nov (antionkogénov) sa vyuziva pri stanoveni dedi¢nych
predispozicii k vzniku nadoru v rodinach s vysokym vy-
skytom niektorych ochoreni. Molekularna diagnostika pri-
tom umoziuje detekciu aj ojedinelych nadorovych buniek.
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i pre vacsinu l'udskych sporadickych nadorov. Ide najma
o potvrdenie mikrosatelitovej nestability, detekciu mutacii
v onkogéne RAS ¢i mutacii v nddorovych supresorovych
génoch (1,2).

Medzi najcastejSie genetické mutacie nadorov l'udi patria
tie, ktoré postihuju antionkogén p53 nachadzajici sa na
chromozome 17ql1l. Funkénym produktom génu p53 je
jadrovy fosfoprotein p53 pritomny vo vicSine zdravych
tkaniv. Jeho tzv. divoky typ riadi mechanizmom supresie
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a podporou diferenciacie procesy proliferacie a apopt6zy.
Prave strata alely na chromozéme 17 a bodové mutéacie
génu p53 st Castymi genetickymi zmenami pri malignych
ochoreniach. Mutacia génu vedie k zvys$enej produkcii mu-
tantného p53, ktory straca supresorovu aktivitu divokého
typu, funguje ako inaktivny p53 protein ¢i nadobuda trans-
formaénu aktivitu. Imunohistochemickymi metédami sa
zvySena pritomnost’ mutantného typu p53 zistuje vo vyse
50% primarnych karcindmov mlie¢nej zl'azy, plic, ¢reva,
ale aj pri inych malignych ochoreniach. Napriklad zvySena
produkcia mutantného p53 pri karcinéme prsnika koreluje
s nizkou diferenciaciou nadorov, chybanim ER a ukazuje sa
ako nepriaznivy prognosticky faktor s kratSim prezivanim.
Pomocou metéd molekulovej genetiky je mozné dokazat’
genetické variacie samotného génu p53. Ide o recesivny gén
a pre ovplyvnenie jeho funkcie nepostacuje zmena jednej ale-
ly. U vécsiny ludskych nadorov sa nasla inaktivacia oboch
alel génu p53. Ked’ze mutécia sa nachadza v kazdej bunke je
mozné ju sledovat’ v bunkach lymfocytov z periférnej krvi,
z ktorych sa izoluje DNA na d’alSiu analyzu.

Apoptdza je ,,programovana“ smrt’ bunky, morfologicky
odli$na od nekroézy, pasivneho spdsobu bunkovej smrti (3).
Tak ako mechanizmy proliferacie a diferenciacie buniek je
aj apoptoza povazovana za jeden z kritickych bodov bun-
kovej kontroly. Defekty v procesoch kontroly bunkovej
smrti mozu predizit’ Zivotny cyklus buniek a prispiet’ k ne-
oplastickej bunec¢nej expanzii.

V praci bol hodnoteny vztah genetického polymorfizmu
génu p53 ku jednotlivym typom nadorov a jeho korela-
cia s mierou apoptozy a nekrozy lymfocytov u pacientov
s karcinomom a vzorkami krvi zdravych jedincov. Taktiez
reakcia na operdciu pacientov zmenou urovne apoptozy
a pocet lymfocytov v diferencidlnom krvnom obraze pred
operaciou a po nej.

Metodika

Vyhodnocovali sme nahodne vzniknuty subor pacientov,
u ktorych bolo dokazané maligne ochorenie pl'ic v rokoch
1998 az 2003 vo FN L. Pasteura v KoSiciach. U pacien-
tov sa spravili kompletné klinické a laboratorne vySetrenia
a zaroven sa urobili odbery krvi na stanovenie polymor-
fizmu génu p53 a Girovne apoptdzy. Tieto vySetrenia boli
robené v Ustave farmakolégie LF UPJS. Zo zdravotnickej
dokumentacie mensieho suboru pacientov, ktori boli ope-
rovani na II. chirurgickej klinike sme porovnéavali pocty
lymfocytov v periférnej krvi. (Nie vSetci diagnostikovani
pacienti boli indikovani k operacii a ¢ast’ z indikovanych
mohla byt operovana v inom zdravotnickom zariadent).

VySetrované subory

Do nasho sledovania bolo zaradenych 109 pacientov s histo-
logicky potvrdenou diagnézou maligneho ochorenia v pl'a-
cach vo FN L. Pasteura. Stanovenie genetického polymor-
fizmu p53 a Grovne apoptdzy bolo urobené pred zapocatim
liecby. V stbore bolo 84 muzov a 25 zien a ich priemerny vek
bol 61,6 rokov (41 - 79). Kontrolné skupiny na studium ge-
netického polymorfizmu tvorilo 113 vzoriek a na sledovanie
apoptozy 25 krvnych vzoriek zdravych darcov.

V dalsom stbore pacientov, kde bola sledovana uroven
apoptozy a jej vztah ku chirurgickej lie¢be bolo zarade-

nych 15 pacientov (muzov) s pl'ucnym karcinomom. Krv-
né vzorky boli odobraté jeden den pred operaciou a potom
v prvy a druhy den po operécii.

Pocty lymfocytov pred a po operacii sme hodnotili z doku-
mentacie 32 operovanych pacientov .

Stanovenie polymorfizmov génu pS3

1. Izolacia DNA: DNA bola izolovana z 5ml periférnej
krvi s pridavkom 0,5ml 0,5M EDTA, pouzitim tzv. vyso-
lovacej metody.

2. Restrikéna analyza polymorfizmov p53: Na detekciu
p53-BstUI v exone 4 na kodone 72 bola pouzita restrikéna
endonukledza BstUI. Na detekciu p53-Mspl v introne bola
pouzitad restriktaza Mspl. Na zaklade restrikénej analyzy su
pre obidva polymorfizmy definované alely oznacované ako
AlaA2.

Stanovenie apoptézy

Ku stanoveniu trovne apoptozy sa pouzila metoda zalozena
na farbeni fosfatidylserinu Anexinom v (jeho externalizacia
je stcast’'ou apoptotickych zmien bunky) a na sut¢asnom ur-
¢eni smrti nekrézou (farbenie pomocou propidium iodidu).
Detekcia buniek bola robena prietokovou cytometriou.

Pocitanie lymfocytov

Na vySetrenie krvi sa vo FN L. Pasteura pouziva auto-
maticky analyzator KX-21N. Vysledky vytlaci vo forme
diferencialneho krvného obrazu. Hodnotili sme absolutne
aj percentualne pocty lymfocytov.

Statistické hodnotenie

Na statistické vyhodnotenie sme pouzili Studentov t-test.
Na vyhodnotenie genetického polymorfizmu bol pouzity Per-
sonov X>-test. Frekvencia alel bola hodnotend podla Hilla
(Hill, 1974). Pri vypoctoch bol pouzity software ARCUS QU-
ICKSTAT Biomedical ver.1. 1. Statistické vyhodnocovanie
poctu lymfocytov sa robilo Wilcoxonovym parovym testom.

Vysledky

Distribucia genotypu a frekvencia alely A1 a A2 pri dvoch
polymorfizmoch u zdravych jedincov a u pacientov s pltc-
nym karcinomom st zhrnuté v tabul’ke 1. V obidvoch sku-
pinach (zdravi aj pacienti) sme pozorovali zhodu s Hardy
— Weinbergerovou rovnicou. Vo vyskyte polymorfizmu
BstUI a Mspl nebol signifikantny rozdiel. Avsak rozlo-
zenie BstUI A2 a Mspl Al alel bolo spojené s plicnym
karcinomom.

Polymorfizmus 53 typ Al X’HW_ [N
1-1 2-1_ [2-2 |A2

BstUI |Kontroly 15 45 53 0332 (1,748 [113
0,668

Pacienti |5 51 53 0,280 [2,8199 [109
0,720"

Mspl  |Kontroly |3 24 86 0,133 [0,6773 [113
0,867

Pacienti |1 36° 72 0,174% {23739 [109
0,833

Tabulka ¢&. 1: Geneticky polymorfizmus p53 (porovnanie pacientov
a zdravych ludi).

Rozdiely vo frekvencii alel zdravi vs. pacienti ‘P= 0,234, °P = 0,224.
Rozdiely v distribucii genotypu: x2- test. Heterozygoti vs. homozygoti
°P = 0,048 Distribucia genotypu p53 BstUI A2 a Mspl A1 sa spaja s pl'uc-
nym karcinomom. Pri vyznamnosti p < 0,05 je °P = 0,048.
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V tabulke 2. st tdaje o distribucii genotypu Mspl vo
vztahu k histologickej skupine pl'icneho karcindmu: ma-
lobunkovy a nemalobunkovy rozdeleny na tri podskupiny:
skvamoézny, velkobunkovy a adenokarciném. Iba u Mspl
heterozygotov bola asociécia s vyskytom adenokarcinomu
OR 3,24 ( P = 0,038). Mspl heterozygoti v inych skupi-
nach boli spojené s vyssim vyskytom, ale Statisticky ne-
signifikantnym.

Typ P 53- Mspl typ P OR
Karcinomu 1-1 2-1 2-2 95% CI
Malobunkovy |0 5 7 0,112 2,65
0,77 - 9,09
Skvamozny 1 23 53 0,176 1,60
0,81-3,07
Velkobunkovy |0 1 4 - 2,94
Adenokarciném | 0 7 8 0,038 3,24
1,07- 9,85

Tabulka ¢&. 2: Vyskyt typu karcinomu vo vzt'ahu k Mspl A1/A2 genotypu
Typ karcinému vo vzt'ahu k Mspl A1/A2 genotypu. Iba u Mspl heterozy-
gotov bola asociacia s vyskytom adenokarcindému: OR 3,24 - vyznacena
v tabul’ke hrubsie (95% CI hodnota 1,07-9,85 ), pri vyznamnosti p < 0,05
sa P=0,038.

Typ operacie|

[Pocet pacientov

Lobektémia 15
Pneumonektomia 5
Resekcia mensieho rozsahu

(cuneiformis, tangentialis) 4
Torakotoémia explorativa 4
Videotorakoskopia (VTS), biopsia,

talkaz 4

Tabulka €. 3: Rozdelenie podla typov operacii

Apoptoza periférnych lymfocytov bola signifikantne
vysSia u pacientov s malobunkovym i nemalobunkovym
karcindbmom v porovnani so zdravymi. V skupine nema-
lobunkovych nadorov bola najvyssia pri adenokarcino-
moch.

60

% apoptotickych buniek

skv adeno vb

Graf ¢. 1: Apoptoza periférnych lymfocytov

Vztah medzi typom plicneho karcindmu a mierou apoptdzy. K (kon-
trola), Mb (malobunkovy), nemalobunkovy - NMb (skv - skvamozny,
adeno -adenokarcinom, vb-velkobunkovy). Udaje na grafe ukazuji, e
apoptoza periférnych lymfocytov je signifikantne vysSia u pacientov
s Mb karcindmom v porovnani so zdravymi. V skupine s NMb je vyssia
tiez, ale nie natol’ko ako v skupine Mb. Z nemalobunkovych nadorov je
najvyssia u adenokarcinému (p< 0,01).
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Z hladiska korelacie miery apoptdzy k jednotlivym ge-
notypom antionkogénu p53 bolo signifikantné zvysenie
apoptdzy pozorované iba u pacientov s karcinomom pltc
pri genotype BstUI 2-2 a Mspl 2-2.

DOKontrola @Pacienti|

% apoptotickych buniek
s o
s 3

Graf ¢. 2: Korelacia medzi mierou apoptdzy a p53 genotypom

Miera apoptézy lymfocytov s ohl'adom na p53 genotyp u kontrolnych
0sob a u pacientov Signifikantné zvysenie apoptozy (p< 0,001) bolo
pozororované u pacientov s karcindmom plic pri genotype BstUI 2-2
a Mspl 2-2.

Na rozdiel od apoptdzy podla vysledkov percenta nekro-
tickych lymfocytov nedoslo ku Statisticky vyznamnému
zvySeniu nekréz lymfocytov u pacientov s nadorom pluc
v porovnani so zdravymi. i ked’ v niektorych typoch nado-
rov percento nekrotickych lymfocytov kolisalo, ani v jed-
nej skupine nadorov nebol rozdiel signifikantny.

C-ANWARGOON®OD

% nekrotickych buniek
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Graf ¢&. 3: Nekroza lymfocytov u kontrol a u pacientov s plicnym kar-
cindémom

Nekroza lymfocytov u kontrol a u pacientov s plucnym karcindmom
Percenta nekrotickych buniek vo vzt'ahu k typu karcinomu. K -kontrola,
Mb -malobunkovy, NMb -nemalobunkovy karcindém, skv - skvamozny,
adeno - adenokarcinom, vb — velkobunkovy karcinom. Aj ked’ v jednot-
livych typoch karcinomov je nekroza periférnych lymfocytov rozna, ani
v jednom pripade nebola odchylka Statisticky vyznamna pri p< 0,01.

Po operacii sa uroven apoptozy zvysila. V porovnani
s kontrolnou skupinou (14,1) bola u pacientov s karcino-
mom plic vyssia uz pred operdciou a po nej sa este zvy-
Sila z 26,2 na 34,1 v prvy den, resp. 34 v druhy den po
operacii.

Rozdiel absolitneho poctu lymfocytov pred operaciou
a po operacii bol u oboch skupin nadorov signifikantny.
V percentualnych hodnotach bol pokles lymfocytov u ma-
lobunkovych nadorov z 27,23 % na 18,46 % a nemalobun-
kovych z 19,57 % na 14,49 % - Statisticky vyznamny bol
iba u nemablobunkovych nadorov.

Diskusia

Definitivne diagnézu karcindomu plic ur¢i histologické
vySetrenie. Informacie z histopatologického vysetrenia na-
dorovych buniek a zo zistenia nadorovej infiltracie okoli-
tych lymfatickych tkaniv st zakladom urcenia ,,gradingu®.
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i ¢.pac Druh operacie Histologicky nalez Stadium Pohl.
apoptoza 1. resectio cuneif.ex lobo inf.dx. stredne dif.epiderm.Ca I.A Zena
2. thoracotomia explorativa epidermoid. Ca + fluidoth. 111.B muz
40 3. pneumonectomia l.dx. epidermoidny karciném LA muz
35 + [t £ 4. |lobectomia inf.l.sin. stredne difer.adenokarciném ILA Zena
30 4+ *% 5. VTS , talkaz epidermoid. Ca + fluidoth. V. muz
25 1 6. pneumonectomia l.dx. bronchioloalveolovy Ca IILA. muz
" 7. lobectomia sup.l.sin./+pericard/ | epidermoidny karciném LA, muz
20t 8. lobectomia inf.l.sin. nizkodiferenc.epiderm.Ca LA muz
15 + 9. lobectomia sup.l.sin. Adenocarcinoma 1.LA Zena
10 + 10. pneumonectomia |.dx. epidermoidny karciném 111.B. muz.
54 11. pneumonectomia |.sin. nizkodiferenc.epiderm.Ca 111.B. muz
0 ; ; ; 12. lobectomia sup.l.sin. Adenocarcinoma 111.B. muz
13. | thoracotomia explorativa l.sin. epidermoidny karciném V. muz
K Ca 1d 2d 14. res.tang.ap.pulm.via VATS L.dx. |nizkodiferenc.epiderm.Ca LA muz
15. lobectomia sup.l.sin. epidermoidny karciném 1LA. muz
16. resectio cuneif.ex.lobo sup.dx. | epitelial. Tu,v.s.MTS urin. V. muz
Graf ¢. 4: Zmeny apoptozy periférnych lymfocytov pred a po operaénom 17. | pneumonectomia L.dx. nizkodiferenc.epiderm.Ca A [muz
zakroku 18. | VTS et biopsio nizkodifer. epidermodny Ca V. muz
Apoptéza periférnych lymfocytov pred a po operacii v prvy a druhy deit 19. | VTS, talkaz adeno Ca, carcinomat. pleur. V. |muz
. . ; . 20. lobectomia inf.l.dx.et ap.pulm. epidermoidny karciném IILA muz
(p <0.001). Hodnoty u kontrolnej skupiny (K), u vybranych pacientov 21 VTS, tlkaz epidorm.Ca.mis pleuras v Tmuz
S karcmomom pl’uc (Ca) **a L. deﬁ po operécu (Ld) ok a dIUh}" deﬁ po 22. lobectomia inf.l.sin. adenocarcinoma, stredne dif. LA Zena
operacii (2d). ** Apoptoza periférnych lymfocytov bola vyssia u pacien- 23, |lobectomia sup.l.sin. bronchioloalveolovy Ca 1.8 [muz
tov s karcindmom aj pred operaciou a po nej sa este zvysila z 26,2 na 34,1 24. | lobectomia sup.|.sin. epidermoidny karciném I.B__ |muz
v pI"VY deft , Tesp. 34 druh}'f deft po operécii (p <0.001)' 25. Iobectom!a sup.l.dx. epidermoidny karcmén} LA mu%
26. lobectomia sup.l.dx.s.Paulson adenoCa, mts cerebelli V. muz
- - 27. | thoracotomia probatoria l.sin. nediferencovany Mb 11l.B-ext. | muz
Wilcoxonov parovy test (data) 28. resectio cuneiformis MTS malobunkového Ca Ill.B-ext. | muz
Oznacené testy si vyznamné na hladine p <,05 29. | lobectomia inf.l.dx. Mts_malobunkového Ca IIl.B-ext. | muz
Pocet ’ T ’ /4 Uroven p 30. |lobectomia inf.l.dx. Mb karciném, MTS medias. IILA-ext. | Zena
Dvojice premennych platnych 31. | lobectomia sup. pulm.dx. nediferenc.Mb karciom Ill.B-ext. | muz
Abs pred 8 Abs po 2% 76 ’00000 2527099 0’011501 32. Excisio tumoris e lobo sup.sin. nador neuroendokrin. typu LA Zena

Tab. €. 4: Vzor hodnotenia Statistickej vyznamnosti zmien poc¢tu lymfo-
cytov operovanych pacientov (n = 32); Absolitny pocet lymfocytov
Hodnotenie absolitneho poctu lymfocytov pred a po operacii u nemalo-
bunkovych (NMb) nadorov. Rozdiel absolutneho poctu lymfocytov pred
operaciou a po operacii bol u oboch skupin nadorov signifikantny (Nmb
=0,011501) u malobunkovych (Mb): n= 6, P =0,027709).

Wilcoxonov parovy test (data)

Oznagené testy s vyznamné na hladine p <,05000
Pocet T ‘ 7z Uroveri p

Dvojice premennych platnych

Rel pred & Rel po 26

57 50000

Tabulka €. 5: Relativny pocet lymfocytov
Percentualne zastupenie poctu lymfocytov v diferencialnom KO u NMb
nadorov pred operaciou a po operacii. Rozdiel zastupenia lymfocytov
v diferencialnom krvnom obraze u Nmb nadorov bol signifikantny (P
= 0,0047). Pozn.: podobny vypocet u malobunkovych (Mb, n = 6, P =
0,074736 pri p< 0.05) nebol signifikantny.

2825226 0004725

Pocet lymfocytov oboch skupin nadorov
(norma: 1,2-3,4)
3
241
25 -
il 36 191
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= NMb
1
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0 T
pred operaciou po operacii

Graf ¢. 5: Absolutny pocet lymfocytov pred operaciou a po nej
Absolutny pocet lymfocytov u sledovanych pacientov v zavislosti od
operacie pri rozdeleni na dve hlavné skupiny: malobunkovy karcinom
(Mb) a nemalobunkovy karcinom (NMb).

Ulohou nadorovych markerov je z hladiska diferencialnej
diagnostiky uréit’ ¢i pri¢inou klinickych prejavov pacienta
jenadorovy proces. Prinadoroch pl'ic sa vysetruji: CYFRA
21-1, produkovany epidermoidnymi a velkobunkovymi
karcinémami, CEA (adenokarcindémami) a TPS (nediferen-

Tabulka ¢. 6: Histologické nalezy a §tadia ochorenia operovanych pacientov

covanymi karcindmami). Doplnkovym markerom je CA
125 (stupenn poskodenia pleuralneho mezotelu) a enolaza
$pecifickd pre neurén (NSE) pri podozreni na malobunko-
vy karcindm. Vsetky tiecto markery su vSak nedostato¢ne
citlivou a malo Specifickou metéodou pre skrining. Pou-
zivaju sa na urcenie progndzy ochorenia, monitorovanie
uspesnosti lie¢by, progresie, ¢i recidivy ochorenia s hl'ada-
nim pripadnych metastaz pri pravidelnom hodnoteni stavu
pacienta so sledovani dynamiky markerov (1,4,5).

Predpoklada sa ze detekcia zmien v génoch (molekularny
staging®) ako doplnok k histopatologickému vySetreniu
bude vyznamnym prispevkom k presnejSiemu stanoveniu
progndzy, k urceniu vhodnej terapie a predpokladom pre
moznost’ aplikacie netoxickej protinddorovej liecby. Mo-
lekuldrna diagnostika umoziuje detekciu ojedinelych na-
dorovych buniek v 'ahko dostupnych tkanivach. Hl'adanie
stupnia rizika tumorigenézy na molekularnej a genetickej
urovni a sledovanie markerov, ktoré moze poukazat' na
liecebny efekt aplikovanej liecby je perspektivou. Lud-
sky gendom obsahuje 30 000 - 40 000 génov. V pltcach je
exprimovanych 15 500, aktivnych v nadoroch je 12 488.
o genetickej predispozicii sa hovori ked’ zarodo¢né bun-
ky obsahuju mutovany nadorovy supresorovy gén (ani-
onkogén), poskodeny gén systému opravy DNA, alebo
vynimo¢ne muticiou zmeneny onkogén. Nasledné d’alSie
mutacie alebo fenotypové zmeny vedu k vzniku maligneho
nadoru. Seri6ézna skriningova analyza by vyzadovala vel'mi
nakladnu sekvestraciu celého genomu. Na detekciu mutacii
v génoch zodpovednych za predispoziciu k vzniku nado-
ru sa vyuzivaju rozne techniky a vyber metody zavisi od
charakteru predpokladanej mutécie. Detekcia mutécii anti-
onkogénov sa vyuziva pri stanoveni predispozicii k vzniku
nadoru v rodinach s vysokym vyskytom ochorenia (gény
pre Ca prsnika — BRCA 1 a 2, familiarna polypdza kolonu
- APC). Hl'adajt sa ale aj mutacie, ktoré st charakteristické
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pre vacsinu l'udskych sporadickych nadorov. Najma stano-
venie mikrosatelitove] nestability, detekciu mutécii v onko-
géne RAS a mutacii v nadorovych supresorovych génoch
p53, APC, DPC 4 a pl6.

Medzi najcastejSie genetické mutacie nadorov l'udi patria
zmeny antionkogénu p53 (6,7,8). Tento gén je negativnym
regulatorom prechodu G1/S fazy bunkového delenia. Hlav-
nou biochemickou funkciou nemutovanej formy proteinu p53
(wild type p53) je kontrola normélneho priebehu bunkového
cyklu regulaciou transkripcie a DNA replikacie. U vacsSiny
I'udskych nadorov, aj u rakoviny pltic, sa nasla inaktivacia
oboch alel génu p53. Napriklad simultanny nalez abnormalit
v Rb systéme (zvlast’ overexpresia Cyclin D1) a mutécii génu
P53 podporuje genetick pricinu diagndézy malignému a sig-
nifikantne zhorSuje prognoézu (9,10).

V praci sme sledovali geneticky polymorfizmus génu p53,
jeho vztah k jednotlivym typom nadorov v plicach a ko-
relaciu s mierou apoptozy a nekrozy lymfocytov. DNA sa
na analyzu izolovala z krvnych lymfocytov. Asociacia po-
lymorfizmu génu p53 BstUI a Mspl genotypu s roznymi
druhmi karcindmov uz bola v minulosti sledovana. Ka-
wajiri a spol. (11) v roku 1993 zistili spojenie tohto po-
lymorfizmu so zvySenym vyskytom plicneho karcinému.
Vo svédskej stadii Birgander s kolektivom (12) podobny
vzt'ah nepozorovali. Nase pozorovanie je v suhlase s pr-
vou $tudiou. Pri stanoveni p53 haplotypu sa ukazal zauji-
mavy fenomén. Haplotyp BstUI A2 a Mspl Al alela, ktory
bol vo Svédskej stadii najdeny len v 1,2%, sa v naSom po-
zorovani vyskytol v 5,4% u pacientov s karcindmom plc
a vobec nebol pritomny v kontrolnej skupine.

Kerr navrhol pojem apoptéza, (1,2,13,14) pre ,,progra-
movant® smrt’ bunky, ktord je morfologicky odlisna od
nekrozy, pasivneho spésobu bunkovej smrti. Podobne ako
mechanizmy proliferacie a diferenciécie je apoptdza pova-
zovana za kriticky bod bunkovej kontroly. Defekty v pro-
cesoch kontroly bunkovej smrti mozu predizit Zivotny
cyklus buniek a tym prispievat’ k neoplastickej bune¢nej
expanzii. Uroven apoptézy sme hodnotili v sibore pa-
cientov s nadormi v hrudniku a porovnavali s kontrolnou
skupinou zdravych l'udi. Vo vysledkoch sa potvrdili signi-
fikantné rozdiely, najvyraznejSie u adenokarcinémov.
Dolezity je tiez vztah apoptdzy ku genetickému polymor-
fizmu génu p53, ktory je ,,straZzca gendému*. Jeho produkt,
protein p53 zastavuje bunkovy cyklus a je schopny aj ne-
priamo spustat’ apoptdzu. V naSom stbore korelacia me-
dzi mierou apoptdzy a polymorfizmom BstUI / Mspl génu
p53 odhalila signifikantne vysSie percento apoptotickych
buniek u homozygotov BstUI 2/2 a Mspl A2/A2 v porov-
nani s heterozygotmi A1/A2.

Niektori autori povazujt sledovanie expresie p53, ako od-
povede na radioterapiu ¢i chemoterapiu za vhodny marker.
Ini vsak, prave pre vysoku frekvenciu mutacii pS3 u potvr-
denej rakoviny pltc, kde je vysoka pravdepodobnost’ na-
rusenia niektorych funkecii sprostredkovanych génom p53,
ulohu tohto génu ako markera reakcie na liecbu neodporu-
¢aju (15). Existuju aj tvahy o moznych mediatoroch, ktoré
stabilizuji protein p53 prave v nadorovych bunkach a to
v linii buniek nemalobunkového nadoru pluc (16). Mno-
hé nadorové bunky aj s defektnymi génmi p53 si pritom
zachovavajui apoptézovu aktivitu. Tato sa preto uz stdva
aj potencialnym cielom chemoterapie v lieCbe rakoviny
(17, 18).

Ako pozitivnu reakciu na stres si vysvetlujeme nase zis-
tenie, Ze po operacnom zakroku dochadza k indukovanej
apoptoze periférnych lymfocytov. Je mozné uvazovat’ aj
o imunologickych mechanizmoch alebo bezpriznakovej
pooperaénej zapalovej reakcii. Subor pozostaval z pacien-
tov v réznom S§tadiu ochorenia, niekol’ki mali aplikovant
aj onkologicku liecbu, boli tam aj pacienti s MTS ¢i s ma-
lignym vypotkom. Ci bolo aj zniZenie poétu lymfocytov
v perifernej krvi s tym spojené sa da iba predpokladat,
avSak z retrospektivnej analyzy diferencialnych krvnych
obrazov u operovanych pacientov je zrejmé, Ze sa absolut-
ny aj relativny pocet lymfocytov znizil.

Zavery a vyuZitie pre klinicku prax

Porovnanie polymorfizmu BstUI @ Mspl antionkogénu p53
u pacientov s nadormi v hrudniku so zdravymi jedincami
v nasom stubore ukazalo Ze rozlozenie BstUI A2 a Mspl
Al alel bolo spojené s plicnym karcindmom. Takato ge-
neticka konfiguracie by sa mohla povazovat’ za predispo-
ziciu k tumorigenéze.

Apoptdza periférnych lymfocytov u pacientov s nadormi
v hrudniku bola v porovnani so zdravou populéciou zvy-
Sena. Pritom najviac apoptotickych buniek bolo u homo-
zygotov BstUI 2/2 a Mspl 2/2.

Zrejme ako reakcia na operaciu sa apoptdza periférnych
lymfocytov krvi v naSom subore pacientov po operacii
zvysila ¢o sme chapali ako priazniva odpoved’ organizmu.
Zrejme iba d’alSie sledovania ukazu ¢i je mozné uroven
apoptozy hodnotit’ ako pozitivny marker prezivania pa-
cientov o ¢om bolo v jednotlivych pracach diskutované
(18,19).

S apoptozou hypoteticky spojené znizené hodnoty abso-
lutneho aj percentudlneho poctu lymfocytov v periférii s
v diferencidlnom krvnom obraze I'ahko dostupné a ich po-
kles bol v nasej praci $tatisticky vyznamny (v relativnom
pocte iba v skupine nemalobunkovych nadorov).
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