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Abstrakt

Nefroblastom je nejrozsifenéjsim pediatrickym nadorem ledvin, ktery se vyskytuje
predevsim u mladsich déti, s primérnym vékem v dobé diagndzy 42,5 mésice u divek
a 36,5 mésice u chlapcll. | presto, Ze je jeho |éCba v soucasné dobé velmi Uspésna
a celkové prezivani dosahuje vice nez 90 %, je stale co nového objevovat a vylepSovat.
Dilezitou roli pro spravny vybér |éCby hraje nejenom histologie tumoru, ale také
pfitomné chromozomalni zmény. Nékteré z nich (napf. zisk 1q, spole¢nd delece 1p a 16q,
delece genu TP53) byly potvrzeny jako negativni prognostické markery, jelikoZ souvisi se
zvySenym rizikem relapsu onemocnéni nebo anaplastickym typem nefroblastomu, ktery je
fazen do skupiny vysokého rizika. Tyto zmény jsou proto spolecné s histologii tumoru
pouzivany pro stratifikaci nefroblastomu. U nékterych z téchto zmén bylo zjisténo, Ze se
v nefroblastomu nachdzi iv heterogennim stavu (pouze v casti bunék), coz také
komplikuje 1é¢bu pacienta a neni mozné na to pfijit pfi odbéru pouze jednoho vzorku

Z tumoru.

Vpraci jsme se zaméfili na detekci chromozomalnich zmén pfitomnych
v nefroblastomech 44 pacientl a jejich asociacim s klinickymi daty. Nékteré ze znamych
asociaci jsme prokdazali (delece 22q s vysSim vékem diagndzy a anaplastickym typem
nefroblastomu) a jiné se ndm nepodafilo potvrdit (zisk MYCN a delece TP53
s anaplastickym typem). Dale jsme se soustredili na prokazani heterogenity v pfitomnych
chromozomalnich zménach, abychom zvazili dlleZitost odbéru vétsiho mnoistvi vzorki
zrlznych mist jednoho tumoru. Predpokladem bylo, Ze heterogenitu v tumorech
potvrdime, coZ se ndm podafilo. K prikazu chromozomalnich zmén jsme pouzili metody
MLPA a SNP array, pficemZz MLPA je metodou cilenou pouze na urcitd mista v genomu,
zatimco SNP array umoziiuje genom vysetfit cely béhem jednoho vysetreni, ale s tim
souvisi také jeho finan¢ni naroc¢nost. Proto bylo dalSim cilem prace uréit vhodnost pouZiti
téchto metod v klinické praxi na zakladé jejich shody. Hypotézu, Ze ve vSech sledovanych
znacich budou tyto metody poskytovat stejné vysledky, jsme museli zamitnout a SNP

array se ukazala jako vhodnéjsi metoda.
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Abstract

Nephroblastoma is the most prevalent pediatric kidney tumor, which occurs
primarily in younger children with the average age at diagnosis of 42,5 months for girls
and 36,5 months for boys. Even though its treatment is currently very succesful and the
overall survival rate reaches over 90 %, there are still more things to be discovered and
improved. An important role for the right choice of treatment plays not only the histology
of tumor, but also the chromosomal changes present at tumor. Some of them (for
example 1q gain, simultaneous deletion of 1p and 16q, TP53 deletion) were confirmed as
negative prognostic markers because they are associated with an increased risk of relapse
or with anaplastic type of nephroblastoma that is included in a high risk group. These
changes are therefore used together with the tumor histology for stratification of
nephroblastomas. Some of these changes were found in a heterogeneous state (only in a
part of the cells) in nephroblastoma, which also complicates the treatment of the patient

and which cannot be solved when only one sample is taken from the tumor.

In this work we concentrated on the detection of chromosomal changes present in
nephroblastomas of 44 patients and their associations with clinical data. We have proved
some of the known associations (22q deletion with a higher age at diagnosis and
anaplastic type of nephroblastoma) and we could not confirm some others (MYCN gain
and TP53 deletion with anaplastic type of nephroblastoma). We also focused on proving
heterogeneity in chromosomal changes present in nephroblastoma to consider the
importance of taking more samples from different places of one tumor. The assumption
was that we will confirm the heterogeneity in tumors and we succeeded. We used the
MLPA and the SNP array methods to detect chromosomal changes. MLPA is a method
targeting only specific locations of the genome, while SNP array allows to examine the
whole genome within one examination, but there is financial difficulty related to it.
Therefore the next goal of this work was to determine the suitability of using these
methods in clinical practice on the basis of their concordance. We had to reject the
hypothesis that these methods will provide the same results in all of the monitored

changes and the SNP array has proved to be more appropriate method.
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1. Uvod

Ledviny, jakoZto soucdst vyluCovaci soustavy, jsou dulezZité pro odstranovani
nepotfebnych latek (produktl metabolizmu) ven ztéla. Dochazi v nich k tvorbé modi,
jejimz vylu¢ovanim je v téle udrzovana rovnovaha vody a elektrolytd.

Béhem embryonalniho vyvoje prochazi ledviny tfemi stadii: pronefros, mezonefros
a metanefros. Vznik nového stadia je doprovazen zanikem toho predchoziho, postupné
vznikaji nové kanalky a staré zanikaji. Nékteré embryonalni bunky vSak mohou pretrvat
a pozdéji se stat prekurzorem nefroblastomu (Hawthorn a Cowell, 2011; Md Zin et al.
2011). Tyto prekurzorové léze jsou pfitomny v ledvindch pacientl s nefroblastomem (byly
nalezeny ve vice nez 1/3 pfipadl a u pacient( s bilateralnim nefroblastomem v 95 %), ale
objevuji se i u nékterych zdravych jedincl (Beckwith et al. 1990; Beckwith 1993; Md Zin
et al. 2011). lJejich pfitomnost tedy stoprocentné nepredpovida budouci vznik
nefroblastomu.

Pro prekurzory nefroblastomu je pouZivan termin nefrogenni zbytky (nephrogenic
rests, NR), ktery byl navrZen v roce 1990 (Beckwith et al. 1990). Nefrogenni zbytky se déli
na dvé velké skupiny, perilobdrni a intralobarni, podle jejich pozice vzhledem
k ledvinnému laloku. Perilobarni se nachazi na periferii laloku a intralobdrni na jakémkoli
jiném misté laloku. (Beckwith et al. 1990; Beckwith 1993) Nefrogenni zbytky se vyskytuji
unifokalné, multifokalné nebo difuzné (Beckwith et al. 1990).

Nefroblastom (jinak také Wilms(v tumor) je tedy nador postihujici ledviny, ktery
se vyskytuje zejména u déti, s incidenci 1 na 10000 déti (Stiller a Parkin 1990; Scott et al.
2006). U nich tvofi nefroblastomy pfiblizné 90 % ze vSech nadorl ledvin, zatimco
u dospélych se objevuji spiSe vzacnéji (Mitry et al. 2006; Umbrella Protocol SIOP-RTSG
2016). Primeérny vék nastupu je u divek 42,5 mésice a u chlapcli 36,5 mésice (Vujanic¢
2009). U5-10 % pacientl se WilmsUv tumor vyskytuje bilaterdiné nebo multicentricky
(Coppes et al. 1989; Ritchey et al. 2005). VétsSinou je sporadicky, ale v priblizné 10 % je
spojen se syndromy nebo vrozenymi vadami (Narod et al. 1997; Merks et al. 2005).

V soucasné dobé se vyzkumu a klinickym studiim zabyvajicim se Wilmsovym
tumorem vénuji dvé hlavni organizace, Children’s Oncology Group (COG) a International
Society of Paediatric Oncology (SIOP). COG sidli v Severni Americe a vramci ni se na

nefroblastom zaméruje National Wilms Tumor Study Group (NWTSG), zaloZzena v roce



1969. SIOP pUsobi v Evropé, kde vznikla v roce 1969, a v ni se nefroblastomem zabyva
Renal Tumour Study Group (RTSG) od roku 1970. Tyto skupiny maji odlisny pfistup v 1écbé
nefroblastomu, ale podobné vysledky, co se tyce dlouhodobého prezivani pacientd.
(Al-hussain et al. 2014; Pritchard-Jones a Pritchard 2004)

Celkové preziti pacientl s nefroblastomem je pres 90 % (Pritchard-Jones
a Pritchard 2004; Green et al. 2014). Zbylou ¢3st tvori pacienti s nefroblastomy vysokého
rizika, mezi néz se fadi difizné anaplasticky a blastémovy typ nefrobastomu.

S histologickym typem jsou spojeny i chromozomalni zmény, kterym je pfedevsim

vénovana tato préce.

1.1. Histologické typy nefroblastomu

Z histologického hlediska existuje nékolik typl nefroblastomd, které se navzdjem
lisSi stavbou (napf. velikosti a diferenciaci bunék), ale i rizikovosti a nékterymi
chromozomalnimi zménami.

V nefroblastomech se vyskytuji tfi zakladni typy bunécéné tkdné (komponenty):
blastémova, epitelidlni a stromalni. Tyto tkané se lisi diferenciaci bunék, které se v nich
nalézaji. (Beckwith a Palmer 1978)

Nejjednodussim typem je blastémovy. Je tvofen malymi az stfednimi burikami
s kulatymi jadry. Ze vSech typQ jsou tu burniky nejméné diferencované. Jsou usporadané
difGzné nebo mohou vytvaret nékteré vzory (napf. noduldrni, bazaloidni nebo
serpentiny).

Epitelidlni komponenta sestava z vice diferenciovanych bunék. Ty mohou tvofit
rozety nebo rizné diferencované tubuly a glomerularni struktury.

Stromdlni komponenta je nejvice diferencovand. Nachazi se v ni buriky hladké
a pricné pruhované (kosterni) svaloviny, dale buriky chrupavek a kosti a tukova tkan.
Nachdzi se tu vSak i nediferencované mezenchymalni burky. (Al-hussain et al. 2014)

Tyto komponenty jsou v nefroblastomu obsazeny rlznou mérou. Neékteré
nefroblastomy jsou sloZzeny ze vSech tfi typ(, jiné pouze ze dvou. Podle zastoupeni
jednotlivych komponent se nefroblastomy rozdéluji do tfi subtypl — blastémovy,
epitelidlni a stromalni. (Weirich et al. 2001; Vujanic et al. 2002; Beckwith a Palmer 1978)

Je-li v nefroblastomu obsazeno vice nez 65 % stromalni komponenty, jedna se o stromalni



subtyp. Pokud prevlada epitelidlni slozka (nad 65 %), Ize nefroblastom nazvat epitelialni.
Obdobné je to u blastémového typu. Neprevazuje-li takto Zadna slozka, jedna se
o smiSeny (trifazicky) nefroblastom. (Beckwith a Palmer 1978; Vujanic et al. 2002) Podle
SIOP (International Society of Paediatric Oncology) je vSak jako smiSeny nazvan
i nefroblastom, ktery obsahuje vice nez 10 % blastémové komponenty, pficemz nezalezi
na zastoupeni epitelidlni a stromalni slozky. (Vujanic et al. 2002)

Typ nefroblastomu se takto uréuje pouze z vitdlnich bunék, kterych musi tumor
obsahovat vice nez 1/3. Jinak je oznacovan jako regresivni nebo kompletné nekroticky

(pokud nezbyva zadna vitdlni tkan). (Vujanic et al. 2002)
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Obr. 1: Zakladni histologické typy
A, Blastémovy typ. B, Stromdini typ. C, Epitelidini typ s pfevazujici tubuldrni diferenciaci.

(Al-hussain et al. 2014; upraveno; zvétSeni neni uvedeno)

Priblizné v5 % nefroblastomU je pfitomna anaplazie (Faria et al. 1996). Ta je

definovana jadernymi zménami bunék. Podle Beckwith a Palmer (1978) musi spliovat
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nasledujici podminky. Primér jader atypickych bunék je tfikrat vyssi nez jader sousednich
bunék stejného typu, dale maji zvySeny pocet chromozomu (spojeny s hyperchromazii)
a mitéza u nich probihd atypicky. Dochazi naptiklad k multipolarni mitéze (Faria et al.
1996). Anaplazie se déli podle usporadani atypickych bunék na fokdlni a difuzni. Fokalni se
vyznacuje atypickymi burikami na jednom nebo nékolika mistech tumoru, ktera jsou ostre
ohrani¢ena od ostatnich bunék. Naopak pfi difuzni anaplazii jsou atypické buriky v rdmci
tumoru roztrouseny a nejsou tak zfetelné oddéleny od zbytku tumoru. (Faria et al. 1996;
Zuppan et al. 1988) Anaplazie se objevuje predevsim v blastémové nebo epitelidlni
komponenté. Nachazi se i ve stromalni, oviem jen vzdcné je limitovana pouze na ni.

(Al-hussain et al. 2014)
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Obr. 2: Anaplasticky nefroblastom
Na levém obrdzku je vidét atypickd multipoldrni mitdza, na pravém zvétsend jadra

a hyperchromazie. (Vujani¢ 2009; upraveno; zvétSeni neni uvedeno)

Kazdy typ nefroblastomu je jinak rizikovy a na zakladé toho byly rizné typy
rozdéleny do tfi skupin — nizkého, stfedniho a vysokého rizika. K nadordm nizkého rizika
se tfadi kompletné nekroticky nefroblastom. Skupinu se stfednim rizikem zastupuji
nefroblastomy epitelidlniho nebo stromdlniho typu, dale pak smiSené, regresivni
a nefroblastomy s fokdlni anaplazii. Nejvyssi riziko predstavuji blastémové a difuzné

anaplastické. (Delemarre et al. 1996; Vujanic et al. 2002)
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1.2. Typické chromozomalni zmény

Ndadorové bunky maji na rozdil od zdravych odliSny metabolizmus a schopnost
nekonecné se replikovat a vyhybat se apoptdéze. Mnoho téchto zmén je zpUsobeno
mutacemi v protoonkogenech a tumor-supresorovych genech. Témito mutacemi jsou
i chromozomové aberace, mezi které se radi rizné dlouhé amplifikace (zmnozZeni Useku
chromozomu) nebo delece (ztrata ¢asti chromozomu), pfi kterych dochdzi ke zméné
mnoZstvi genetického materidlu, a dale napftiklad translokace (vyména dvou casti mezi
dvéma nehomolognimi chromozomy). U rlznych typl ndadorl najdeme rzné
chromozomadlni zmény, z nichz nékteré se vyskytuji s vyssi frekvenci a jsou pro dany typ
nadoru typické. Nékteré z téchto zmén hraji klicovou roli v uréeni progndzy a ve vybéru

|éCby pacienta.

Stejné je tomu tak i u nefroblastomu. Mezi nejfrekventovanéjsi zmény na
chromozomech se fadi delece 1p, zmnozZeni 1q, delece 16q, amplifikace 17p, dale delece
11p, delece WTX, zisk MYCN a napf. zmnoZeni (trizomie) 8. nebo 12. chromozomu
spreafico (Spreafico et al. 2013; Grundy et al. 2005; Rivera et al. 2007; Hawthorn a Cowell
2011; Md Zin et al. 2011). Nékteré zmény jsou Castéji nachdzeny pti relapsu onemocnéni
(napf. zisk 1qg, spolecnd zména delece 1p a 16q), jiné zase u anaplastického typu
nefroblastomu (napf. delece 17p, zisk MYCN) (Natrajan et al. 2007; Gratias et al. 2013;
Bardeesy et al. 1994; Hing et al. 2001).

12



Tab. 1: Souhrn nékterych chromozomalnich zmén typickych pro nefroblastom (Md Zin et

al. 2011; upraveno)

Cytogenetické abnormality

Castecny zisk 1q
Caste¢na ztrata 1p
11q
16q
1q
22q
Kompletni ztrata 22
16
11
Trizomie 12
18
13
8

1.2.1. Delece 1p a 16q
Tyto zmény jsou u nefroblastoml pomérné casté a byly popsany v nékolika

raznych studiich. Delece kratkého raménka chromosomu 1 (1p) se vyskytuje pfiblizné
ull% adelece dlouhého raménka 16. chromosomu v 17 % nefroblastom( s pfiznivou

histologii. (Grundy et al. 2005, 1994)

Obéma delecemi, 1p i 16q, se zabyval Grundy et al. (2005). Do studie byly zahrnuti
pacienti s nefroblastomy s pfiznivou histologii i anaplastického typu. Zmény se s vyssi
frekvenci vyskytovaly u anaplastickych nefroblastom(, ale pouze u delece 16q byl rozdil
signifikantni. Neni tedy jisté, zda delece 1p také souvisi s anaplastickym typem. Asociace
delece 16qg s anaplastickymi nefroblastomy byla pozdéji potvrzena v dalSich studiich
(Wittmann et al. 2007; Messahel et al. 2009). Zaroven bylo zjisténo, Ze delece 1p a 16q
v nefroblastomech s pfiznivou histologii souvisi se zvySenym rizikem relapsu (je vyssi,
pokud jsou pfitomny obé zmény zaroven), ale neni jednoznacné prokazano, Ze souvisi se
zhorSenym celkovym prezivanim. Zmény jsou vyuzivany ve stratifikaci nefroblastom( jako
prognostické faktory, protoze souvisi s horsi prognoézou.spreafico (Spreafico et al. 2013;

Grundy et al. 2005; Vujani¢ 2009; Davidoff 2010)
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K deleci 1p mGZou vést rizné mechanizmy, vznikd napf. pomoci izochromozomu
1q, kruhového (ring) chromozomu 1 nebo nebalancovanou translokaci (Bown et al. 2002).
U mnoha nefroblastom( dochazi k deleci zahrnujici oblast 1p35-p36, ktera je spojena
i sdalSimi typy ndadorl (napf. neuroblastom, oligodendrogliom, hepatoblastom).

(Steinberg et al. 2000; Steenman et al. 1997; Tamimi et al. 2007; Kraus et al. 1996)

Delece 16q miize vzniknout jako duUsledek nebalancované translokace mezi 16q
a 1qg, ktera je ndsledovana duplikaci normalniho chromozomu 1. Dochdzi tak zaroven

k deleci 16q a trizomii (amplifikaci) 1q. (Kaneko et al. 1983; Grundy et al. 2005)

1.2.2. ZmnoZeni 1q
Tato zména se vyskytuje priblizné v 28 % nefroblastom( a je tak jednou

z nejcastéjsSich zmén. Ve vétsiné pfipadl postihuje celé dlouhé raménko chromozomu, ale
pomoci zmén, které byly kratsi, byl nalezen nejmensi pfekryvny region v oblasti 1q22-23.
(Bown et al. 2002; Chagtai et al. 2016; Gratias et al. 2016; Natrajan et al. 2006; Gratias et
al. 2013)

Bylo zjisténo, Ze zmnoZeni 1q u nefroblastom( s pfiznivou histologii souvisi
s horSim celkovym prezivanim pacientll. Celkové preziti u pacientl se ziskem 1q je nizsi
(cca 88 %) neZ u pacientll bez této zmény (cca 96 %). Dale je tato zména spojena se
zvySenym rizikem relapsu. Mohl by to tedy byt dulezity nepfiznivy prognosticky marker
u nefroblastom( s ptiznivou histologii, a proto byl navrien, aby byl pouZivan pro
stratifikaci Wilmsova tumoru. (Gratias et al. 2016, 2013; Chagtai et al. 2016; Hing et al.
2001)

Zmnozeni 1q je velmi ¢asto doprovazeno také deleci 1p nebo 16q, coz poukazuje
na nékteré ze zpusobU jejiho vzniku. NejcastéjSim je nebalancovanad translokace, pfi které
dochézi k vyméné mezi 1q a 16q, a dalsim izochromozom 1qg. Amplifikace 1q vSak neni
vidy asociovana s nékterou ztéchto zmén, proto musi vznikat i jinou cestou, napf.
translokaci 1qg s jinymi chromozomy. (Hing et al. 2001; Segers et al. 2013; Gratias et al.

2013)
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1.2.3. Gain genu MYCN
Gen MYCN se nachazi voblasti 2p24.3, tedy na kratkém raménku druhého

chromozomu (Schwab et al. 1984; Garson et al. 1987). Patfi do genové rodiny MYC
protoonkogent. Jeji ¢lenové lezi na rlznych chromozomech, ale produkuji proteiny
(transkripéni faktory) s podobnou strukturou (podobnymi doménami; vSechny obsahuji
trans-aktivacni a DNA vazajici doménu) a funkci (Mathsyaraja a Eisenman 2016; Ruiz-
Pérez et al. 2017). Produktem MYCN genu je protein MYCN o velikosti 60—63 kDa, ktery se
podili na bunécném rlstu, proliferaci, diferenciaci a apoptdze bunék. (Okubo et al. 2005;

Ruiz-Pérez et al. 2017)

Gen MYCN je zmnozZen (do 10 kopii genu) nebo amplifikovan (vice jak 10 kopii
genu) u mnoha typl nadord (napf. neuroblastom, meduloblastom, rabdomyosarkom),
zvySena exprese nebo dysregulace byla zaznamenana ve vice nez 70 % typQ lidskych
nador( (Ruiz-Pérez et al. 2017; Micale et al. 2016). Pfi naruseni regulace MYCN a zvysSeni
jeho exprese dochazi ke zvySeni proliferace a rGstu bunék a mlzZe to vést ke vzniku

nadoru. (Wilde a Ayer 2015)

Zmnozeni genu MYCN se vyskytuje i u nefroblastom( a je asociovano s difuzné
anaplastickym typem. Tato asociace byla zjisténa nejprve ve studii z roku 2010 (Williams
et al. 2010), ve které bylo zkoumano 104 vzork( nefroblastomu. Zisk genu MYCN byl
pritomen v 8,7 % vsech vzork(, ale u difuzné anaplastickych nefroblastom( byl nalezen
v 32 %. Predpokladalo se tedy, Ze je spojen predevsim s difuzné anaplastickym typem,
avSak v pristim roce byla tato domnénka vyvrdcena. Ve studii (Williams et al. 2011)
zahrnujici pfes 300 vzork(, ve které byly porovnavany anaplastické nefroblastomy
a nefroblastomy pfiznivé histologie, nebyl, co se tyce frekvence zisku MYCN, zaznamendn
signifikantni rozdil. | presto byla nakonec asociace s difuzné anaplastickym typem
nefroblastomu signifikantné potvrzena ve studii s 293 vzorky nefroblastomu. (Williams et

al. 2015).

Nadmérna exprese MYCN se u Wilmsova tumoru objevuje i bez toho, aby byl gen
zmnozen. Musi tam tedy pusobit i jiné mechanizmy, aby byla exprese zvysSena. (Nisen et

al. 1986; Williams et al. 2004, 2011)
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1.2.4. Delece 17p (genu TP53)
Gen TP53 (tumor protein 53) lezi na kratkém raménku 17. chromozomu v oblasti

17p13.1. Je to tumor-supresorovy gen, jehoz produktem je protein p53 (Freed-pastor a
Prives 2012; Vogelstein et al. 2000; OMIM: 191170). p53 je transkripc¢ni faktor, sklada se
z péti domén (N-termindlni transkripci aktivujici, na prolin bohata, DNA vazajici,
oligomerizacni a C-terminalni doména) a vyskytuje se ve formé tetrameru (Laptenko a

Prives 2006; Jeffrey et al. 1995).

Ve zdravych burikdch je exprimovdn v nizkych hladinach, ale ucastni se mnoha
dllezitych procest, a to naptiklad regulace exprese nékterych gen(, bunécné proliferace
(zastava bunécéného cyklu), apoptdzy, oprav DNA nebo zmén v metabolizmu. Mutace
v genu TP53 ma tedy pro buriku zavazné dlsledky. Ztrata jeho funkce zapficini, Ze nemuze
byt sprdvné regulovan bunécény cyklus. Dochazi tak k predcasnému déleni bunky

a nekonecné proliferaci a tim ke vzniku nddoru a hromadeéni chyb v DNA.

Mutace v genu TP53 je nejcastéjsi pri¢inou vzniku nadoru a je asociovana s mnoha
typy rakoviny (Vogelstein et al. 2000; Petitjean et al. 2007; Hainaut a Hollstein 2000). Je
také pric¢inou Li-Fraumeni syndromu (autozomdlné dominantni dédiéné onemocnéni,
které se projevuje rlznymi nadory v rdmci jedné rodiny). (Malkin et al. 1990; Srivastava et

al. 1990)

U nefroblastom( mlzZe mutace v genu TP53 slouzit jako prognosticky marker pro
nefroblastomy s nepfiznivou histologii. Je spojena s anaplastickym typem, ktery patfi do
skupiny vysokého rizika. Je pfitomna pfiblizné u 50 - 75 % anaplastickych nefroblastom(
a predpoklada se, Ze ziskanim mutace v genu TP53 se mlze nefroblastom s pfiznivou
histologii vyvinout v anaplasticky nefroblastom (Al-hussain et al. 2014; Jadali et al. 2011;
Williams et al. 2011; Natrajan et al. 2007; Md Zin et al. 2011; Bardeesy et al. 1994). Dale
mUzZe byt asociovana s relapsem Wilmsova tumoru a metastazovanim (Sredni et al. 2001;

Lahoti et al. 1996; Md Zin et al. 2011).

1.2.5.Zmény na 11. chromozomu
Na 11. chromozomu se nachdzi dva lokusy spojované s nefroblastomem, WT1

a WT2 (wilms tumor 1 a 2), oba na kratkém raménku. WT1 lokus je v regionu 11p13
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a zahrnuje stejnojmenny gen WT1. Jako lokus WT2 je zndma oblast 11p15.5. (Rose et al.

1990; OMIM: 194071)

Tumor-supresorovy gen WT1 kdéduje 55kDa produkt, ktery plsobi jako transkripéni
faktor. Soucasti DNA-vazajici domény jsou 4 motivy zinkovych prstl, kterymi se vaze na
promotor cilového genu. (Haber et al. 1991; Buckler et al. 1991; Menke et al. 1998;
Mrowka a Schedl 2000; Md Zin et al. 2011)

Je jednim z gen(, které hraji zasadni roli pfi vyvoji urogenitalniho systému a je
béhem fetadlniho vyvoje ve vysokych hladinach exprimovan nejprve v mezenchymadlnich
burikdch a pozdéji (po jejich diferenciaci) v epitelialnich burikach ledvin (Haber et al. 1990;
Pritchard-Jones et al. 1990). Ucastni se vyvoje ureterového pupenu, ktery vyr(sta
z Wolfova vyvodu, zmény mezenchymalnich bunék v metanefros na epitelidlni
a diferenciace metanefrogenniho blastému v nefrony. (Al-hussain et al. 2014; Kreidberg et

al. 1993)

Je to prvni gen, ktery byl v souvislosti s nefroblastomem charakterizovan a byl
potvrzen jako gen podilejici se na tumorigenezi Wilmsova tumoru na zdakladé
prekryvajicich se deleci v 11p13 oblasti (Md Zin et al. 2011; Gessler et al. 1990; Call et al.
1990). Somatické zmény zahrnujici WT1 se nachazi pfiblizné v 10-15 % sporadickych
nefroblastomech a zahrnuji velké delece nebo intragenové mutace (Little a Wells 1997;
Varanasi et al. 1994; Reddy a Licht 1996). Pokud jsou mutace germinalni, mohou byt
asociovany s nékterymi syndromy, nejcastéji s WAGR (WT-aniridie-genitalni anomdlie-
retardace), kde je WT1 obvykle deletovan, DDS (Denys-Drashiv syndrom) nebo
Frasierovym syndromem (Pelletier et al. 1991; Huff 1998; Barbaux et al. 1997). Zaroven
jsou nefroblastomy s germindlni mutaci WT1 castéji bilaterdIni nebo multicentrické

a objevuji se v nizsim véku pacienta. (Al-hussain et al. 2014)

Mutace nebo delece genu WT1 se nachazi i v nefrogennich zbytcich, konkrétné
jsou spojeny spise s intralobarnimi nefrogennimi zbytky. Je to tedy ¢asna zména, ktera se

podili na zahajeni vzniku nefroblastomu. (Park et al. 1993; Charles et al. 1998)

Lokus WT2 se vyznacuje spiSe epigenetickymi zménami, jelikoZz obsahuje dvé

imprintované domény, IGF2/H19 a KIP2/LIT1 (Feinberg 2000). V souvislosti
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s nefroblastomem jsou studovany predevsim geny IGF2 a H19, u kterych bylo prokazano,
Zze jsou v nefroblastomu abnormalné exprimovany. Za normalnich okolnosti je IGF2
exprimovan pouze z paternalni alely a H19 z maternalni. V nefroblastomu ¢asto dochazi
ke ztraté imprintingu (LOI — loss of imprinting) genu IGF2, doprovazeného hypermetylaci
H19. V nékterych pripadech k LOI dojde ztratou materndlni alely a duplikaci paternalni,
tedy uniparentalni dizomii. Zmény ve WT2 se vyskytuji u 50-75 % nefroblastomu. Zatimco
mutace WT1 jsou spojeny s intralobarnimi nefrogennimi zbytky, abnormality ve WT2
lokusu jsou asociovany spise s perilobarnimi. (Steenman et al. 1994; Moulton et al. 1994;

Rainier et al. 1993; Segers et al. 2012; Al-hussain et al. 2014; Scott et al. 2012)

1.2.6. Dal$i zmény
Kromé vySe zminénych zmén bylo popsano mnoho dalSich, které jsou nebo by

mohly byt spojovany s nefroblastomem.

Jednou z nich je delece zahrnujici gen WTX. Rivera et al. (2007) hledali genetické
abnormality ve vzorcich 51 nefroblastomi a u 5 muzskych pacientd nalezli delece v oblasti
Xqll.1. Tyto delece se prekryvaly a zahrnovaly jediny gen, ktery Rivera et al. (2007)
pojmenovali WTX (Wilms tumor gen na X chromozomu). WTX se tedy nachdzi na dlouhém
raménku chromozomu X blizko k centromere. Kéduje protein dlouhy 1135 aminokyselin,
ktery se Ucastni degradace beta-kateninu a tim regulace Wnt signdlni kaskady (Major et
al. 2007). Pro tento gen je pouzivan jesté jiny nazev, AMER1 (APC membrane recruitment
protein 1), protoZze se podili na intraceluldrni distribuci proteinu APC (adematous
polyposis coli). (Grohmann et al. 2007; Wegert et al. 2009) WTX byl navrien jako tumor-
supresorovy gen, kterému staci jeden zasah (zasah na jedné alele), aby byl kompletné
inaktivovan, jelikoZz u muzl dochdzi k mutaci na jediném chromozomu X a u Zen vétsSinou
k mutaci na chromozomu, ktery je aktivni (Rivera et al. 2007). WTX byva inaktivovan
v 6-30 % sporadickych nefroblastomd (Al-hussain et al. 2014). Ve studii Rivera et al.
(2007) to bylo u 30 % pacientd, z nichZ se pfriblizné ve dvou tretinach jednalo o deleci
a u ostatnich o bodové mutace. V nékterych pozdéjsich studiich provadénych na vétsim
mnozstvi vzork( vsak frekvence vyskytu byly nizsi (Perotti et al. 2008; Wegert et al. 2009).

Mutace postihujici gen WTX nejspise nejsou dllezité pro zahajeni tumorigeneze
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nefroblastomu a objevuji se spiSe az v pozdéjsi fazi jeho vyvoje, kdy zasahuji pouze c¢ast

bunék (Wegert et al. 2009; Fukuzawa et al. 2010).

S anaplastickymi nefroblastomy muze byt spojena také delece dlouhych ramének
4.a14. chromozomu, jak zjistili Williams et al. (2011). Ti porovnavali rozdily ve
frekvencich zmén mezi anaplastickymi nefroblastomy a nefroblastomy s pfiznivou
histologii. Méli k dispozici vzorky z55 nefroblastomU s pfiznivou histologii a 23
anaplastickych a nalezli mezi nimi signifikantni rozdily ve frekvencich vyskytu delece 4q

a 14q, které se castéji vyskytovaly u anaplastickych.

DalSimi zménami, které se ve vyssi mife vyskytuji u Wilmsova tumoru jsou rdzné
trizomie, nejéastéji 6., 8. nebo 12. chromozomu. Jejich frekvence se pohybuji kolem 20 %.
Zatim neni zndm jejich vyznam, nebyla zjiSténa Zadnd asociace s histologickym typem
nebo stadiem tumoru. Mohly by se vsak podilet na patogenezi nefroblastomu zvysenim
exprese nékterych genq, které se na nich nachazi. (Gow a Murphy 2002; Kullendorff et al.

2003; Md Zin et al. 2011)

1.3. Syndromy spojené s vyskytem nefroblastomu

Nefroblastom se nevyskytuje pouze sporadicky, ale pfiblizné v 10 % je spojen se
syndromy nebo vrozenymi vadami. Syndromu, které jsou spojovany s vyskytem
nefroblastomu je velké mnoiZstvi, ale jen u nékterych bylo zvySené riziko vzniku
nefroblastomu potvrzeno. Pfi¢inou vzniku téchto syndrom( je ¢asto germinalni mutace
v genech (oblastech) spojenych s nefroblastomy. Mezi tyto syndromy syndromy patfi
napriklad Beckwith-Wiedemann(lv, WAGR nebo Denys-Drashidv syndrom. (Scott et al.
2006; Md Zin et al. 2011; Merks et al. 2005; Narod et al. 1997)
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Tab. 2: V tabulce jsou zobrazeny rlizné syndromy predisponuijici k nefroblastomu a geny

a mutace zapojené do jejich vzniku (Md Zin et al., 2011; upraveno)

Syndromy predisponujici k Wilmsovu tumoru

Zapojené geny a/nebo mutace

Spojené s 11p13
Denys-Drashiv
WAGR
FrasierQv

Spojené s 11p15
Beckwith-Wiedemann(v
Hemihypertrofie

Spojené s chromozomalni zménou
Trizomie 18
Trizomie 13
2q37 delece

Ostatni
Perlman(iv
Simpson-Golabi-BehmelQv
Sotostv
Familidlni WilmsGv tumor (FWT)
Li-Fraumeni

Fanconiho anémie podskupina D1

Bloomav

Bodové mutace v 11p13/WT1 (doména zinkovych prst()
Velké delece 11p13/WT1
Bodové mutace (KTS donorové sestfihové misto)

IGF2 metylacni zmény s mnoha dalSimi zahrnutymi geny (H19, p57 a LIT1)
IGF2 metylacni zmény s mnoha dalSimi zahrnutymi geny (H19, p57 a LIT1)

Nezndmé
Nezndmé
Mutace miR-562, zvySend exprese EYA1

Nezndmé

Bodové mutace, mikrodelece Glypican (GPC3)
Bodové mutace, mikrodelece NSD1

FWT1 (17q12-21) a FWT2 (19913.4)

TP53 mutace

Bialelickd BRCA2 mutace (heterozygotni BRCA2 mutace predisponuje k rakoviné

vajecnikd a prsu, ne k Wilmsoveé tumoru)
Nezndmé

1.3.1. Syndromy souvisejici s oblasti 11p13 (genem WT1)
1.3.1.1.WilmsQv tumor-aniridie-genitalni anomalie-retardace (WAGR) syndrom

WAGR syndrom byl vsouvislosti sgenem WT1 charakterizovan jako prvni.
Vyskytuje se s prevalenci 1/1000000 lidi a je diagnostikovan pfiblizné u 0,75 % pacient(
s nefroblastomem. Je zplUsobeny velkymi delecemi v oblasti 11p13 zahrnujicimi geny WT1
a PAX6, které se podili na vyvoji urogenitalniho systému. Jak uZ nazev syndromu
napovidd, mezi nejdllezitéjsi klinické priznaky patfi nefroblastom, celkova nebo ¢aste¢na
aniridie (chybéni duhovky), abnormality urogenitalniho systému a mentalni retardace.
Delece genu WT1 je zodpovédna za nefroblastom a genitdlni anomalie a delece PAX6 za
aniridii. (Breslow et al. 2003; Francke et al. 1979; Han 2016; Riccardi et al. 1978; Scott et
al. 2006; Ton et al. 1991; OMIM: 194072)

Nefroblastomy pacientl s WAGR maji ¢astéji puvod v intralobarnich nefrogennich

zbytcich a jsou priznivé histologie. (Breslow et al. 2003)
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1.3.1.2. Denys-Drashiv syndrom

Denys-Drashliv syndrom je u vétSiny pacientli zplsoben missense mutacemi
v genu WTI (Casto v exonu 8 nebo 9). Nasledkem téchto mutaci je ve vznikajicim proteinu
postizena doména se zinkovymi prsty, kterymi se za normadlnich okolnosti vaze na DNA,
aby mohl fungovat jako transkripéni faktor. Typickymi klinickymi pfiznaky DDS jsou
genitalni abnormality u chlapct (napf. pseudohermafroditizmus), nefroblastom (pfiblizné
u 74 % pacient(; asociace s intralobarnimi nefrogennimi zbytky) a nefropatie. Prvni
pfiznaky se objevuji brzy, ptiblizné do 3 let véku. (Baird et al. 1992; Pelletier et al. 1991;
Drash et al. 1970; Koziell et al. 2000)

1.3.2. Beckwith-Wiedemanniv syndrom (BWS)

Tento syndrom se vyskytuje s prevalenci okolo 1 na 13700 déti. Jedna se o
syndrom spojeny s vy$sim rdstem béhem prenatdlniho vyvoje a v prvnich letech Zivota.
S tim souvisi mnoho rlznych klinickych ptiznak(, napf. makroglosie (zvétseny jazyk),
gigantizmus, defekty brisni stény, hemihypertrofie, hypoglykémie nebo visceromegalie.
Také je zvySené riziko vzniku embryonalnich malignit, nejcastéji nefroblastomu nebo
hepatoblastomu. Nefroblastom je pfitomen pfiblizné u 3 % pacientd. (Elliott et al. 1994;

Pettenati et al. 1986; Weksberg et al. 2010; Wiedemann 1983; OMIM: 130650)

Pri¢inou vzniku Beckwith-Wiedemannova syndromu jsou genetické a epigenetické
abnormality v oblasti 11p15. Pfiblizné v 50 % pfipad(l dochdzi ke ztraté metylace v IC2
(imprintované centrum 2, obsahuje velké mnoZstvi imprintovanych gent) a v 5 % k zisku
metylace H19 v IC1 (imprintované centrum 1, zahrnuje geny IGF2 a H19). U 20 % pacient(
je BWS zplisoben paterndlni uniparentdlni dizomii. (Weksberg et al. 2005; Scott et al.

2006; Henry et al. 1991; Bliek et al. 2001; Weksberg et al. 2010)

1.4. Intratumorova heterogenita nefroblastomu
Intratumorovou heterogenitou na Urovni chromozomalnich zmén u nefroblastomi
se do soucasné doby zabyvalo pouze nékolik studii a neni tak stanoven jejich klinicky ani

biologicky vyznam (Cresswell et al. 2016; Wegert et al. 2009, 2017). Jak uvadi Cresswell,
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et al. (2016), byla heterogenita studovana predevsim na dospélych nadorech, napf.
rendlni karcinom (Gerlinger et al. 2012), coZ je dano tim, Ze dospélé ndadory se pred
diagndzou rozviji delsi dobu a Ize tak vysledovat nékteré evolucni drahy. To neni v takové

mife mozné u détskych pacient(.

Nékteré chromozomalni zmény vyskytujici se v nadoru jsou pfi¢inou jeho vzniku
a vedou k poc¢atku tumorigeneze. Takové zmeény jsou pritomny ve vSech burikdch nadoru,
zatimco jiné, které vznikaji v pribéhu vyvoje tumoru se pak vyskytuji pouze v ¢asti bunék.
To ma za nasledek, Ze v riznych oblastech nadoru midzeme nalézt odlisSné zmény. (Shlush

a Hershkovitz 2015)

Intratumorové heterogenité détskych nefroblastomi se vénovali Cresswell et al.
(2016) ve studii zahrnujici 20 pacientu, ktefi predpokladaji, Ze je potfeba odebrat alespon
3 vzorky z rGznych mist jednoho nadoru, aby bylo detekovdno vice nez 95 % ptipadl se
ziskem 1qg. Tuto zménu nalezli u 9 pacientl a vétsinou (v 7 pfipadech) byla heterogenni,
coz znadi, ze vznika az v pozdéjsi fazi vyvoje tumoru. Opacnym pfipadem je LOH 11p15,
ktera se ukazala jako ¢asnd zména, jelikoZz byla u vSech pacientd, kde byla detekovana,

pritomna shodné ve vSech vzorcich.

Dalsi zménou, ktera vznika pozdéji a vyskytuje se pouze v ¢astech tumoru, je
delece genu TP53, které se vénovali Wegert, et al. (2017). Ti se zaméfili na anaplastické
nefroblastomy od 23 pacientll a v 18 pripadech byla tato delece pfitomna pouze ve
vzorcich, které byly odebrany z regionu s anaplastickymi burikami. U zbylych 5 pacientt
bud tato zména byla pfitomna i v ne-anaplastickém regionu nebo naopak v anaplastickém

chybéla.

Delece genu WTX je dalsi heterogenni zménou, ktera vznika jako udalost v pozdéjsi

fazi a je tak pfitomna pouze v ¢asti bunék nefroblastomu. (Wegert et al. 2009)
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2. Cile prace

Tato prace je postavena na tfech cilech, které jsme si stanovili. Témi jsou:

* Analyzovat zmény (zisky a delece) pfitomné u pacientl a otestovat jejich zavislost
s pohlavim, vékem diagndzy pacienta, stadiem onemocnéni a histologickym typem

nefroblastomu
* Stanovit vhodnost a shodu vysledk( pouzitych metod, MLPA a SNP array

* Vyhodnotit cetnost a typy chromozomalnich zmén pfi intratumorové

heterogenité.
V souvislosti s témito cily jsme definovali dvé hypotézy, které bychom chtéli v praci ovéfit:
* Vysledky vySetfeni MLPA a SNP array budou ve sledovanych znacich stejné

* Pfi pritomnosti chromozomadlnich zmén prokdzeme jejich heterogenitu tam, kde

vySetiime 2, a nebo vice vzorku tkané z jednoho nadoru

3. Material

Materialem pro tuto préci byla histologicky ovéfena nadorova tkan nefroblastomu.
Jednalo se o tkan pacientd, ktefi byli ptijati na Klinice détské hematologie a onkologie UK
2. LF a Fakultni nemocnice v Motole v letech 2009-2018. Z nadorové tkané byla izolovéna

DNA, ktera byla dale analyzovdana metodami MLPA a SNP array.

K dispozici jsme méli celkem 78 vzorkl nddorové tkané odebranych od 44 pacientl
(od nékterych pacientll bylo odebrano vice vzork(l z rdznych ¢asti nadoru). Z téchto
vzorkd 4 pochdazely z relapsl, ostatni z primdrnich nddor(. V kohorté pacientd bylo 24
divek a 20 chlapcli. Nejmladsimu pacientovi bylo 6 mésicli a nejstarSimu 13 let. Priimérny
vék v dobé diagndzy byl u divek 47,5 mésice a u chlapct 36,5 mésice. Prestoze je vék

v dobé diagndzy u chlapcl nizsi, neni to statisticky signifikantni rozdil (p = 0,34).
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Graf 1: Vék pacientl v dobé diagndzy v zavislosti na pohlavi

vevs

u divek 42 mésici a u chlapcu 33 mésici. Minimum u divek je 7 mésicl a u chlapci 6

mésicu. Odlehld hodnota u divek je 157 mésict, u chlapct 111 mésicd.

U 41 pacientl (93,2 %) se nefroblastom vyskytoval sporadicky. U dvou pacientt byl

diagnostikovan Denys-Drash(iv syndrom a u jednoho Fanconiho anémie.

4. Metody

4.1. Izolace DNA z tkané

4.1.1. Pouzité chemikalie a zafizeni

K izolaci DNA ze vzorku histologicky ovéfené nadorové tkané nefroblastomu byl

pouzit kit od firmy Qiagen Puregene Core Kit A.
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Chemikalie:

e Cell Lysis Solution — soucast kitu

e Puregene Proteinase K — soucast kitu

e RNAse A Solution — soucast kitu

e Protein Precipitation Solution — soucast kitu
e DNA Hydration Solution — soucast kitu

e |zopropanol —od firmy PENTA

e 70% ethanol — od firmy PENTA

Ptistroje:

e Eppendorf Thermometer Comfort
e Eppendorf Centrifuga 5430 R
e Biosan Combi-Spin Centrifuga/Vortex

e NanoDrop Lite Spektrofotometr

4.1.2 Postup
1. den:

e Odebrat 1-2 mm?3 tkané do 1,5ml zkumavky

e Pridat 300 pl Cell Lysis Solution a zvortexovat

e Pridat 1,5 pl Puregene Proteinase K a 25x invertovanim promichat

e Inkubovat v Thermomixeru Comfort pfi teploté 55 °C a 700 rpm tti a vice hodin

(dokud se tkan nerozpusti)

2. den:

e Pridat 1,5 pl RNAse A Solution a 25x invertovanim promichat

e Inkubovat 30 minut pfi37 °Ca 300 rpm

e |nkubovat 1 minutu na ledu

e Pridat 100 pl Protein Precipitation Solution a 20 sekund vortexovat

e Centrifugovat 3 minuty pfi 4 °Ca 13200 rpm

e (Odebrat supernatant do Cisté zkumavky a centrifugovat ho 3 minuty pfi 4 °C a

13200 rpm
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e Napipetovat 300 pul izopropanolu do Cisté zkumavky a pfidat supernatant
z predeslého kroku

e Jemné invertovat 50x nebo do vysraZeni bilého viditeIného vlakna

e Centrifugovat 2 minuty pfi 4 °Ca 13200 rpm

e Opatrné slit, odsat supernatant do buniciny

e Pridat 300 pl 70% etanolu a promichat, aby se peleta odlepila ode dna zkumavky

e Centrifugovat 2 minuty pfi 13200 rpm pfi pokojové teploté

e Opatrné slit, odsat supernatant, zkumavky nechat vyschnout

e Pridat 20-100 pul DNA Hydration Solution (podle velikosti pelety) a 5 sekund
vortexovat

e Inkubovat 1 hodinu pfi 65 °C a 300 rpm a poté pres noc pfi pokojové teploté

3. den:

e Kvalitu a koncentraci DNA zméfit na NanoDrop pfistroji

4.2. MLPA (multiplex ligation probe amplification)
4.2.1. Princip metody

MLPA byla poprvé popsana Schouten, et al. v roce 2002. Je to metoda odvozena
od PCR (Polymerase Chain Reaction — polymerdzova retézova reakce). Vyuziva se pfi ni az
60 sond, které jsou navrzeny tak, aby se kazda specificky vadzala do jednoho cilového mista
genomu (dlouhého priblizné 50 az 70 nukleotidd), které chceme vysetfit. Pomoci MLPA je
mozné detekovat zmény v poctu kopii, tedy zisky nebo delece (nebalancované zmény).
Tato metoda neni ¢asové narocna (vysledky jsou k dispozici do 24 hodin) a najednou
muzZe byt vySetfeno az 96 vzorkl (ve kterych jsou vsak zahrnuty i kontrolni vzorky). Staci
velmi nizké mnozstvi DNA (20 ng) a mlze byt vyuZita i ¢astecné degradovana DNA.

(Schouten et al. 2002; MRC-Holland, ©2018; Biogen, ©2018)

MLPA neslouzi pouze pro zaznamenani zmén v poctu kopii, ale dokaze detekovat
i zndmé bodové mutace nebo SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Dalsi modifikace

této metody mohou urcit mnozstvi mRNA (RT-MLPA — Reverse Transcriptase MLPA) nebo
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metylacni status DNA (MS-MLPA — Methylation-Specific MLPA). (Eldering et al. 2003;
Nygren et al. 2005; Schouten et al. 2002)

MLPA se skldada z nékolika navazujicich krok(: denaturace DNA, hybridizace sond
do cilovych mist, ligacni reakce, PCR reakce, separace amplifikovanych produktd (kapildrni

elektroforéza) a nakonec analyza dat.

V prvnim kroku je DNA denaturovana, aby k ni mohly byt navadzany préby. Ty se
skladaji ze dvou oligonukleotidli, které nasedaji na DNA tésné vedle sebe. Prvni
z oligonukleotidl je kratSi a sloZzeny z hybridiza¢ni sekvence na 3" konci a ze sekvence
slouzici jako primer na 5 konci. Druhy oligonukleotid obsahuje také hybridiza¢ni (na 5’
konci) a primerovou (na 3° konci) sekvenci, ale mezi nimi je ddle identifikacni Usek
o variabilni délce. Je vyuzZivan jen jeden par primeru, ktery je u vSech sond stejny. Jeden
z dvojice primerd je fluorescenéné znadeny. Kaidd sonda zahrnuje rdzné dlouhy
identifika¢ni Usek, coz na konci umoziiuje rozeznat od sebe amplifikované produkty.

(Schouten et al. 2002; MRC-Holland, ©2018)

<+—— Primerova sekvence X

Primerova : e v
) ¥ 5 ~ <+—— |dentifikacni sekvence
sekvence — Hybridizacni _»
sekvence
5! ¥ J 51\
3' Cilové misto A 5 <3 Cilové misto B 5

Obr. 3: Sondy pro MLPA

Na obrdzku jsou zobrazeny dva oligonukleotidy tvofici jednu sondu. Nahore vlevo je
oligonukleotid tvoreny primerovou a hybridizacni sekvenci, vpravo ten, ktery navic
obsahuje identifikacni sekvenci. Dole jsou zndzornéna dvé cilova mista na DNA a zplsob,
jakym sondy nasedaji. Sondy v téchto mistech jsou odlisSeny riznou délkou identifikacni

sekvence. (Schouten et al. 2002; upraveno)
V pripadé, Ze oligonukleotidy spravné nasednou vedle sebe, dochazi k jejich ligaci
béhem ligaéni reakce. Nasledné prichdzi na fadu PCR reakce, béhem niz jsou zligované

sondy amplifikovany. Na rozdil od klasické PCR neni vtomto pripadé amplifikovana

27



vySetfovana DNA, ale navazané sondy. Amplifikované produkty jsou poté separovany
podle délky pomoci kapilarni elektroforézy. Sondy jsou navrZzeny tak, Ze maji vysledné
amplikony délku od 130 do 480 nt (diky variabilnimu uUseku je mozné od sebe odlisit
amplifikované produkty z riznych vySetfovanych mist genomu). (Schouten et al. 2002;

MRC-Holland, ©2018)

Denaturace Hybridizace Ligace Amplifikace
DNA préb prob ligovanych prob

N \_J \_/ ,'/

Obr. 4: Pfehled jednotlivych krokii MLPA (Biogen, ©2018; upraveno)

Analyza dat probihd na zakladé elektroforeogramu ziskaného kapildrni
elektroforézou. Kazdy z vrcholl zndazorniuje jednu sondu, tedy mnozstvi amplifikovanych
produktl jedné sondy. Relativni vysky téchto vrcholl v elektroforeogramu vysetfovaného
vzorku jsou porovnavany s internimi kontrolnimi vrcholy, které jsou soucasti kazdého kitu,
a zaroven s elektroforeogramem kontrolniho vzorku, ve kterém nejsou ve vySetfovanych

mistech pfitomny zmény v poctu kopii. Proto je vyhodou vyuZit softwarové zpracovani.

Je-li ve vySetfovaném vzorku na jednom chromozomu pfitomna delece, nasedaji

sondy pouze na druhy chromozom a vysledné mnozstvi amplifikovanych produktu je nizsi.

vy

sond, vyslednych amplifikovanych produktll je vice a vznikly vrchol je vyssi nez

u kontrolniho vzorku. (Schouten et al. 2002; MRC-Holland, ©2018)

My jsme k analyze dat pouzili program Coffylazer.net.
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Obr.5

Na ose x jsou uvedeny jednotlivé sondy, na ose y je hodnota dand intenzitou fluorescence,
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Obr. 6: Vystup z programu Coffalyzer.net pacienta se zménami

Na ose x jsou uvedeny jednotlivé sondy, na ose y je hodnota dand intenzitou fluorescence.
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a Cervené ty, které zachytily deleci. Vzorek pacienta, ze kterého byl vytvoren horni
elektroforeogram, je ten samy, ze kterého byl vytvoren vystup na obr. ¢. 6 vyse. Je vidét, Ze
u pacienta je fragmentu DNA zaznamenanych modre znacenymi sondami vétsi mnoZstvi

(je tam zisk) a cervenymi sondami nizsi mnoZstvi (je tam delece).

4.2.2. Pouzité chemikalie a zarizeni

K této metodé jsme poutZili kit SALSA MLPA probemix P380-B1 zakoupeny od firmy
MRC-Holland. Tento kit je navrzen pfimo pro nefroblastomy a obsahuje celkem 53 prob.
Nékteré proby se specificky vazi do chromozomalnich oblasti 1p (7 proéb), 1q (5 préb),
16p (3 préby) a 16q (6 prob). Dalsi sondy jsou situovany do oblasti geni MYCN v regionu
2p24.3 (3 proby), FBXW7 na 4931.3 (3 proby), WT1 na 11p13 (3 préby), TP53 na 17p13.1
(3 proby) a AMER1 (WTX) na Xg11.2 (3 préby). Dale jsou zahrnuty sondy, které ohranicuji
predchozi (na 2p, 2q, 4q, 11p, 17p, Xp a Xq) pro lepsi uréeni rozsahu zmén. V kitu je také
obsazeno 10 referencnich sond vazicich se na rlznda mista vgenomu, kterd byvaji

v nefroblastomech relativné stabilni, co se tyCe poctu kopii.
Chemikalie:

e TE (10 mMTris/1 mM EDTA) - Iékarna FNM

e SALSA MLPA Buffer — soucast kitu

e SALSA MLPA Probe mix — soucdst kitu

e Ligase buffer A a Ligase buffer B — soucast kitu
e Ligase enzym-65 — soucast kitu

e SALSA PCR Primer mix — soucast kitu

e SALSA Polymerase — soucast kitu

e HiDi™Formamid — od firmy AppliedBiosystems
e Gene Scan — od firmy AppliedBiosystems

e dH20
Pfistroje:

e SensoQuest Labcycler—termocykler
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e Eppendorf Research pipety (0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl a 100-1000 pl)

e AppliedBiosystems/Hitachi 3130x| Genetic Analyzer - sekvenator
4.2.3. Postup

1. den:

Denaturace DNA a hybridizace préb

e Naredit DNA na koncentraci 50-150 ng v TE pufru do objemu 2,5 ul pro kazdy
vzorek

e D4t vzorky do termocykleru a 5 minut zahfivat pfi 98 °C, zchladit na 25 °C a aZ poté
otevrit termocykler

e Pfipravit hybridiza¢ni master mix: Pro kazdy vzorek 0,75 pl SALSA Probe mix
a 0,75 ul MLPA buffer

e Prfidat 1,5 pl master mixu ke kazdému vzorku a pipetou promichat

e Inkubovat v termocykleru 1 minutu pfi 95 °C a poté 16-20 hodin pfti 60 °C
2. den:

Ligacni reakce

e Pfipravit Ligase-65 master mix: Pro kazdy vzorek 12,5 ul dH20, 1,5 ul Ligase buffer
A, 1,5 ul Ligase buffer B a 0,5 pl Ligase enzym-65

e Snizit teplotu termocykleru na 54 °C

e Pridat 16 pl Ligase-65 master mixu ke kazdému vzorku a pipetou jemné promichat

e Inkubovat 15 minut pfi 54 °C, poté zahfat na 98 °C a ponechat 5 minut

e Ochladit na 20 °C a vyndat

PCR reakce

e Pfipravit Polymerase master mix na ledu: Pro kazdy vzorek 3,75 ul dH20, 1 ul
SALSA PCR primer mixu a 0,25 pl SALSA polymerase

e Pfi pokojové teploté pridat ke kazdému vzorku 5 pl polymerase master mixu
a pipetou jemné promichat

e Dat vzorky do termocykleru na program PCR: 35 cyklt — 30 sekund pti 95 °C, 30
sekund pfi 60 °C a 1 minutu pfi 72 °C
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e Poté nechat 20 minut pfi 72 °C
Ptiprava vzorku na fragmentacni analyzu

e Pripravit master mix FormamidHiDi: Pro kaZzdy vzorek 12 pl formamidu a 0,5 pl
Gene scan

e Napipetovat master mix formamid do jamek desticky pro sekvenaci — podle poctu
vzorku, do kazdé jamky 12 pl

e Do kazdé jamky pfidat 1 pl MLPA produktu

Analyza vzorku

e Desticku se vzorky vloZit do pristroje AppliedBiosystems/Hitachi 3130x| Genetic
Analyzer, kde probéhne kapilarni elektroforéza

e Analyzovat v pocitacovém programu Coffalyzer.net
4.3. SNP array
4.3.1. Princip metody

SNP array je metoda umoznujici vysetfit cely genom pfi jednom vySetreni. Zaroven
jsme schopni na jednom Cipu vysSetfit paralelné vice vzork(. Plivodné byla SNP array
navrzena pro genotypizaci lidské DNA, ale dnes se pouZiva i k zachyceni zmén v poctu
kopii (delece, duplikace, amplifikace), dale na kopie neutrdlnich LOH (UPD — uniparentdlni
dizomie). Pomoci SNP array neni moiné zaznamenat balancované zmény, napf.
translokace nebo inverze. Tato metoda vyZzaduje 200 ng vstupni DNA vzorku. VyuzZiva
pfitomnosti SNP (Single Nucleotide Polymorphism - jednonukleotidové polymorfismy),

coz jsou jednonukleotidové variace nachdzejici se po celém genomu. (Thureau 2009)

SNP array je ¢asové naro¢néjsi metoda, k jejimu provedeni jsou tfeba 3 dny. Cely
proces se skldda z nékolika po sobé nasledujicich krok(: 1. Amplifikace DNA; 2. Inkubace
DNA; 3. Fragmentace DNA; 4. Precipitace DNA; 5. Resuspendace DNA; 6. Hybridizace
k Cipu; 7. Promyti Cipu; 8. Jednonukleotidova extenze a znaceni; 9. Zobrazeni (skenovani)

Cipu; 10. Analyza vysledkd
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Obr. 8: Jednotlivé kroky SNP array

Malé obrdzky jsou cCislované stejné jako kroky v predeslém textu. Na obrdzku ke kroku 8
jsou zndzornény dvé odlisné alely. Diky nim vyddvaji oligonukleotidy po jednonukleotidové
extenzi barevné odlisny signdl. (Infinium® HD Assay Super Protocol Guide, 2015;

upraveno)

V prvnim kroku je DNA pfipravovana pro amplifikaci. Dochazi k jeji denaturaci
a neutralizaci. BEhem inkubace, kterd probiha pres noc, dochazi k izotermické amplifikaci
DNA. Amplifikovana DNA je fragmentovana (nastépena pomoci enzymu). Poté je DNA
precipitovana (dochazi k jejimu srazeni) a resuspendovdna v hybridizaénim pufru. Takto
pfipravend DNA uz muze byt hybridizovana na Cip. Na Cipu je pfitomné velké mnoZstvi
kuli¢ek, na které jsou navadzané oligonukleotidy (50 nt dlouhé). Na kazdé kulicce jsou jiné
oligonukleotidy a odpovida jednomu lokusu vgenomu. Na tyto oligonukleotidy se

specificky navaze fragmentovana DNA.

Dalsim krokem je promyti Cipu, pfi kterém je odstranéna nehybridizovana nebo
nespecificky hybridizovand DNA. Po odmyti dochazi k jednonukleotidové extenzi, coz
znamena, Ze oligonukleotidy pritomné na Cipu jsou prodlouzeny o jeden nukleotid, ktery
je fluorescenéné znaceny. lJe pfipojen vidy nukleotid, ktery je komplementdrni
k hybridizovanému fragmentu DNA (hybridizovand DNA je pouzita jako templat).

Nasledné je ¢ip naskenovdan. Skener pouziva lasery, které excituji fluorofory ze znaéenych
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nukleotidl na jednotlivych kulickach, a na jejich zékladé jsou vytvofeny chromozomové
mapy. Data z téchto map jsou poté analyzovana. (Infinium® HD Assay Super Protocol

Guide, 2015; LaFramboise 2009; Thureau 2009)
Pro vyhodnoceni dat jsme pouZili program BlueFuse Multi (verze 4.3).

Data jsou programem porovnavana se souborem vzorkd 200 zdravych jedincu
(kontrol) avyhodnocena na zakladé dvou veli¢in - log R ratio (zavisi na intenzité
fluorescence) a frekvence alely B. Log R ratio nabyvd hodnot od -2 do 2, kdy 0 znamena
normalni pocet kopii, zaporné hodnoty nizsi pocet kopii (delece) a kladné hodnoty vyssi
pocet kopii (zisk). Frekvence alely B mGze byt od 0 do 1, kdy O znaci genotyp AA, 0,5
genotyp AB a 1 genotyp BB. (LaFramboise 2009; Becvarova et al. 2011)

Pokud je pfitomen zisk, frekvence alely B nabyva ¢tyf rlznych hodnot, a to O
(genotyp AAA), 0,33 (genotyp AAB), 0,67 (genotyp ABB) nebo 1 (genotyp BBB). V pfipadé
genotypl AAB a ABB vysild jedna z alel silnéjsi signal a proto je frekvence alely B posunuta
z hodnoty 0,5 na 0,33 nebo 0,67. Pokud je pfitomna delece, jsou mozné jen dva genotypy,
a to A nebo B. Frekvence alely B je pak pfiblizné 0 (A) a pfiblizné 1 (B), jelikoz signal je
vyddavan pouze jednou alelou. V misté, kde se nachdzi LOH, je frekvence alely 0 a 1. Jelikoz
dochazi ke ztraté heterozigozity, neni tu vzZadném lokusu pfitomen genotyp AB

(heterozygot), pouze AA a BB. (Gardina et al. 2008)

Normalni stav

B Delece Zisk LOH
beze zmény
Log Rratio 0 I s g |
w BB [ B { BEE I BB
Frekvence [ AEBB ]
alely 05 | AB |
| AAB |
00 | AR | A ! AAA | AR

Obr. 9: Znazornéni log R ratio a frekvence alely B pfi rtiznych zménach (Gardina et al.

2008; upraveno)
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Dale jsou uvedeny nékteré konkrétni pfipady zmén.
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Obr. 10: Zobrazeni zisku v programu BlueFuse Multi

Na hornim grafu je na ose x pozice na chromozomu, napf. 5-18 uddvd 5. chromozom
v misté vzddleném 18 Mb od pocdtku krdatkého raménka chromozomu. Na ose x je
zaznamendna frekvence B alely. Body v grafu naznacuji jednotliva mista SNP markerd.
V misté zisku neni frekvence alely B rovna 0,5, ale nabyvd hodnot 0 (AAA), 0,33 (AAB), 0,67
(ABB) a 1 (BBB). Na doInim grafu je na ose x pozice na chromozomu a na ose y log R ratio.
V misté zisku je log R ratio posunuto do kladnych hodnot. V tomto pripadé je priblizné 0,2.

Region se ziskem je naznacen sipkami.
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Obr. 11: Zobrazeni delece v programu BlueFuseMulti

Na hornim grafu je na ose x pozice na chromozomu zaddvand jako cislo chromozomu a
pocet Mb od telomery krdtkého raménka. Na ose x je zaznamendna frekvence B alely.
Body v grafu naznacuji jednotlivd mista SNP markeru. V misté delece je hodnota frekvence
B alely ~ 0 (A) nebo ~ 1 (B). Na dolnim grafu je na ose x pozice na chromozomu a na ose y
log R ratio. V misté delece je log R ratio posunuto do kladnych hodnot. V tomto pfipadé je

priblizné -0,4. Region s deleci je naznacen Sipkami.
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Obr. 12: Zobrazeni LOH v programu BlueFuseMulti

Na hornim grafu je na ose x pozice na chromozomu zaddvand jako cislo chromozomu a
pocet Mb od telomery kratkého raménka. Body v grafu naznacuji jednotlivda mista SNP
markert. V misté LOH je frekvence alely B 0 (pri genotypu AA) nebo 1 (pri genotypu BB).
Na dolnim grafu je na ose x pozice na chromozomu a na ose y log R ratio. V misté LOH je
log R ratio rovno O, jelikoZ nedochdzi ke zméné poctu kopii. Region s LOH je vybarven

tmavé modre.

4.3.2. Pouzité chemikalie a zafizeni
Chemikalie:

ATM — Anti-Stain Two-Color Master Mix — od firmy Illlumina

FMS — Fragmentation solution - od firmy Illumina

MA1 a MA2 — Multi-Sample Amplification Mix 1 a 2 - od firmy lllumina
MSM — Multi-Sample Amplification Master Mix - od firmy lllumina
PB1 — pro pfipravu Cipu k hybridizaci - od firmy lllumina

PB2 — pufr - od firmy lllumina

PM1 - od firmy lllumina

RA1 - od firmy Illumina

STM — Supeior Two-Color Master Mix - od firmy Illumina

TEM — Two-Color Extension Master Mix - od firmy lllumina
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e XC1, XC2, XC3 a XC4 — XStainBeadChip solution 1, 2, 3 a 4 - od firmy Illumina
e TE-10 mMTris/1 mM EDTA — |ékdarna FNM

e 0,1N NaOH - od firmy Sigma-Aldrich

e 100% 2-propanol —od firmy PENTA

e 95% formamid/1 mM EDTA — formamid od firmy Roche, EDTA z Iékdrny FNM
e 100% ethanol — od firmy PENTA

Ptistroje:

e NanoDrop Lite Spectrophotometer - spektrofotometr

e Eppendorf Centrifuge 5810 R — centrifuga

e SciGene Hybex Microsample Incubator — tepelny blok

e |llumina High Speed Microplate Shaker — vortex

e lllumina Hybridization Oven — hybridiza¢ni pec

e Termo Scientific ALPS 25 Manual Heat Sealer — Zehli¢ka

e VWR Programmable Temperature Controller — vodni lazen

e Omega Engineering inc. 869C Thermometer — termometr

e Vacuubrand MZ 2 NT — vakuova pumpa

e Nichipet EXII — pipety (objemy 0,5-10 pl, 10-100pl, 100-1000 pl)

Illumina iScan — skener Cipu

4.3.3. Postup

1. den:

Denaturace a neutralizace vzork(, inkubace

e Naredit DNA vzorky pomoci TE na koncentraci mezi 40-70 ng/ul

e Do titracni desky napipetovat 4 ul vzork(i DNA do vybranych jamek

e Do kazdé jamky ptridat 20 ul MA1 a poté 4 ul 0,1 N NaOH

e Desticku uzavfrit vickem a vortexovat 1 minutu pfi 1600 rpm

e Centrifugovat 1 minutu pfi 280 xg, poté nechat 10 minut inkubovat pfi pokojové
teploté

o Do kazdé jamky pridat 68 ul MA2 a poté 75 pul MSM
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e Opét uzavfit vickem, vortexovat 1 minutu pfi 1600 rpm a centrifugovat 1 minutu
pfi 280 xg
e Inkubovat v hybridiza¢ni peci prfedehiaté na 37°C do druhého dne (20-24 hodin)

2. den:
Fragmentace DNA

e Vyndat desti¢ku z hybridizaéni pece a centrifugovat 1 minutu pfi 50 xg
e Opatrné sundat vic¢ko a pridat do kazdé jamky 50 ul FMS

e Uzavfit vickem a vortexovat 1 minutu pfi 1600 rpm

e Centrifugovat 1 minutu pfi 50 xg a 22 °C

e Inkubovat 1 hodinu v tepelném bloku pti 37 °C
Precipitace DNA

e Desticku vyndat z tepelného bloku a odvickovat

e Do kazdé jamky napipetovat 100 ul PM1

e Uzavfit vickem a vortexovat 1 minutu pfi 1600 rpm

e Inkubovat 5 minut pfi 37 °C

e Centrifugovat 1 minutu pfi 50 xg a 22 °C

e Do kazdé jamky pfidat 300 pl 100% 2-propanolu

e Uzavfit novym suchym vickem a nejméné 10x desticku invertovat

e Inkubovat 30 minut pfi 4 °C

e Centrifugovat 20 minut pti 3000 xg a 4 °C

e Okamzité po skonceni centrifugace desticku vyndat, sundat vicko a rychlym
otocéenim slit supernatant

e Po dobu 1 minuty (dokud nejsou jamky zbavené tekutiny) poklepdvat destickou
o absorpcni podlozku

e Otocenou desticku nechat na stojanku 1 hodinu schnout
Resuspendace DNA

e Po uschnuti desticky pridat do kazdé jamky se vzorkem 46 ul RA1

e Pomoci zehlicky privafit na desti¢ku félii
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Inkubovat 1 hodinu v hybridiza¢ni peci pfi 48 °C

Vortexovat 1 minutu pfi 1800 rpm a poté pulzné centrifugovat pfi 280 xg

Hybridizace na Cipu

3. den:

Do hybridizaéni komUrky vloZit hybridizacni kosik a do vSech pufrovych rezervoar(
napipetovat 400 pl PB2

Destic¢ku se vzorky nechat 20 minut v tepelném bloku pfi 95 °C

Nechat 30 minut pfi pokojové teploté a poté pulzné centrifugovat pfi 280 xg
Umistit Cip do komUrky a napipetovat na néj 43 ul od kazdého vzorku

Hybridiza¢ni kom0rku s ¢ipem uzavfit a dat na 16-24 hodin do hybridizaéni pece
pfi 48 °C

Resuspendovat XC4 pfidanim 330ml 100% ethanolu a diraznym promichanim

Promyti Cipu

Vyndat hybridiza¢ni kom0rku z hybridizaéni pece a nechat 25 minut vychladnout
Naplnit 2 misky PB2, do kazdé 200 ml

Vyndat ¢ip z komUrky a sundat z néj folii

Umistit ¢ip do promyvaciho drzaku, ponofit ho do prvni misky a 1 minutu s nim
pomalu pohybovat nahoru a dol(

Poté ponofit do druhé misky a opét 1 minutu pohybovat nahoru a dolt

Naplnit Multi-Sample BeadChip krabi¢ku 150 ml PB1 a vlozZit do ni ¢ip, poté prekryt
spacerem a Cistym promyvacim sklickem a zajistit svorkami

Takto zajistény Cip umistit do pritokové lazné nastavené na 44 °C

Odmyti nehybridizované DNA, ptidani znacenych nukleotid

Do rezervoaru na Cipu napipetovat 150 pl RA1 a inkubovat 30 s, tento krok pétkrat
opakovat

Napipetovat 450 ul XC1 a inkubovat 10 minut

Napipetovat 450 pl XC2 a inkubovat 10 minut

Napipetovat 200 pl TEM a inkubovat 15 minut
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e Napipetovat 450 pl 95%formamidu a inkubovat 1 minutu, jesté jednou zopakovat
a poté inkubovat dalSich 5 minut

e Zacit snizovat teplotu lazné na 37 °C

e Napipetovat 450 pl XC3 a inkubovat 1 minutu, krok jednou zopakovat a cekat,
dokud se teplota neustali na 37 °C

o Napipetovat 250 ul STM a inkubovat 10 minut

e Napipetovat 450 pl XC3 a inkubovat 1 minutu, jednou zopakovat a poté cekat
dalSich 5 minut

o Napipetovat 250 pl ATM a inkubovat 10 minut

e Napipetovat 450 pl XC3 a inkubovat 1 minutu, jednou zopakovat a poté cekat
dalSich 5 minut

o Napipetovat 250 ul STM a inkubovat 10 minut

e Napipetovat 450 pl XC3 a inkubovat 1 minutu, jednou zopakovat a poté cekat
dalSich 5 minut

o Napipetovat 250 pl ATM a inkubovat 10 minut

e Napipetovat 450 pl XC3 a inkubovat 1 minutu, jednou zopakovat a poté cekat
dalSich 5 minut

o Napipetovat 250 pl STM a inkubovat 10 minut

e Napipetovat 450 pl XC3 a inkubovat 1 minutu, jednou zopakovat a poté cekat
dalSich 5 minut

e Okamzité vyndat Cip z promyvaci ldzné a umistit horizontalné na laboratorni st(l

e Naplnit jednu plastovou promyvaci nddobu 310 ml PB1

e Vyndat Cip z konstrukce, umistit ho do promyvaciho drzacku a 10x ho ponorovat
v PB1, poté ho nechat 5 minut macet

e Naplnit druhou plastovou nddobu 310 ml XC4 (nejprve ldhev s nim poradné
promichat)

e Drzakem s Cipem 10x ponorovat v XC4 a poté nechat macet 5 minut

e Vyndat ¢ip a 50 — 55 minut nechat vakuové susit v desikatoru
Naskenovani Cipu

e Cip vloZit do Illumina iScan Reader a pres podita¢ spustit skenovani
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e Vyhodnotit vysledky v programu BlueFuse Multi (verze 4.3)

4.4, Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani jsme vyuZili nékolik statistickych testl. Ke zjiSténi
asociaci chromozomadlnich zmén sklinickymi daty jsme pouzili Mann-Whitney test
a Fisherlv exaktni test (vprogramech R a Statistica 13) a loglinedrni modelovani
(v programu NCSS 12). Normalitu dat jsme ovéfili Shapiro-Wilkovym testem (Statistica
13).

Pro ziskani grafll a dat preziti jsme vyuzili program SPSS 16, ve kterém jsme poutZili
Kaplan-Meierovu metodu a log rank (Mantel-Cox(v test).

Pro ovéreni shody metod jsme pouZili McNemar(v test hypotézy o symetrii
(v programu NCSS 12).

VSechny hypotézy jsme testovali na 5% hladiné vyznamnosti.

4.5. Genomické koordinaty

V praci (konkrétné v kapitole vysledk(l ke shodé metod MLPA a SNP array) jsme
pouzili genomické koordinaty pro urceni lokace ziski a deleci a mista nasedani MLPA

préb. Tyto koordinaty jsou zapsany v tomto formatu:

Chr1:15,032,569-23,451,875

JA B

Cislo chromozomu Pocatek dané oblasti Konec dane oblasti

Uvadi se jako potet nukleotidd
od zacatku (telomery) kratkého
raménka chromozomu

Firma MRC Holland uvadi genomické koordindty podle genomové mapy
NCBI36/hg18 z roku 2006, zatimco program BlueFuse Multi, ve kterém se zpracovavaji

vysledky SNP array, pracuje s genomickymi koordinaty podle GRCh37/hg19 z roku 2009.
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Tyto dvé genomové mapy se od sebe trochu lisi, napf. jsou tam posunuty lokace
genll. Prikladem je gen MYCN. Podle NCBI36/hgl8 se nachdazi na chr2:15,998,134-
16,004,580, ale podle GRCh37/hg19 na chr2:16,080,683-16,087,129.

Abychom mohli metody porovnavat, prevedli jsme lokace MLPA sond do
GRCh37/hg19. Vsechny genomické koordinaty v této praci jsou tedy uvedeny podle této
genomické mapy. K prevodu jsme vyuZili ndstroj Lift Genome Annotations, ktery je
dostupny na oficidlnich strankdch Kalifornské univerzity Santa Cruz (Lift Genome
Annotations, ©2000-2018) a genomické koordinaty gen( jsme ziskali také z této stranky

(University of California Santa Cruz, ©2000-2018).
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5. Vysledky

V této prdaci jsme se zaméfili na zmény, pfi kterych dochdzi ke zméné mnozstvi
genetického materialu, tedy zisky nebo ztraty (delece) chromozom( nebo jejich ¢asti.
Vzhledem k pouzitym vySetfovacim metoddm nebylo mozné urcit balancované zmény

(napf. translokace).

5.1. Analyza pfitomnych zmén
Do celkové analyzy pfitomnych zmén na chromozomech jsme zaradili vzorky od
vSech 44 pacientd, jelikoZ jsme od vSech méli k dispozici data ziskanad metodou SNP array,

byl tedy u nich vysetfen cely genom.

Zaméfili jsme se predevsim na vybrané zmény, které jsou blize popsany v Uvodu
a které jsou dlleZité pfi progndze onemocnéni nebo jsou napf. asociovany s nékterym
histologickym typem. Z téchto zmén byl nejvyssi vyskyt zaznamenan u zisku 1qg. Ten byl
pfitomen u 14 pacientt (31,8 %). Delece 16q se vyskytovala u 11 pacientl (25 %), delece
1p u 9 pacientd (20,45 %), zisk genu MYCN a delece genu TP53 u 8 pacientl (18,2 %),
delece genu WT1 u 7 pacient(l (15,9 %) a delece genu WTX u 4 pacientd (9,1 %). Cetnosti

téchto vybranych zmén jsou znazornény v nasledujicim grafu.
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Zisk 1g  Delece 16q Delece 1p Zisk MYCN Delece TP53 Delece WT1 Delece WTX
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Graf 2: Cetnosti vybranych zmén

V Sesti nddorech byl zastizen zaroven zisk genu MYCN a delece genu TP53, ve dvou

pfipadech v blastémovych nefroblastomech, v jednom nekrotickém a ve trech
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anaplastickych (v 75 % anaplastickych nefroblastom(l). V poslednim anaplastickém

tumoru nebyla zaznamendna ani jedna z téchto zmén.

Dale byla u 14 pacientl (31,8 %) pfitomna delece v oblasti 17q, u 13 pacientd
(29,6 %) zisk Xq, u 11 pacientl (25 %) delece 7p a delece 22q, u 10 pacientl (22,7 %) zisk
7q a zisk 12q a u 9 pacientl (20,45 %) zisky v oblastech 2p (z toho 8 zahrnovalo gen
MYCN) a 12p a delece v oblastech 4q, 11p (z toho 7 zahrnovalo gen WT1), 14q a 16p.

Cetnosti véech zmén jsou shrnuty v tabulce &. 25 a grafu €. 7 v pfiloze.

V nasem vzorku pacientl byly zaznamendny i trizomie. Trizomie 8. chromozomu
byla pfitomna u 7 pacientd (15,9 %), trizomie 6. chromozomu a 12. chromozomu

u 4 pacientt (9,1 %).

U pacientll se ziskem 1q se casto vyskytovaly i delece 1p nebo 16q. Zisk 1q byl
pfitomen u 14 pacientl. U 9 z nich (64 %) byla nalezena alespon jedna z téchto deleci,
z toho pouze delece 1p byla zaznamenana u 4 pacient(, pouze delece 16g u 2 pacient(
a obé delece u 3 pacientd. U jednoho pacienta byla vsak delece 1p nalezena v jiném

vzorku (z jiného mista nddoru) nez zisk 1q.

Celkem byla spole¢nd delece 1p a 16q (bez ohledu na pfitomnost zisku 1q)
nalezena u 4 pacientd, z nichZz u jednoho doslo k relapsu onemocnéni a jeden se

v soucasné dobé |é¢i s primarnim nadorem.

5.1.1. Analyza prefziti

Vzhledem k vysokému poctu pacient(, u kterych jsme zaznamenali zisk 1q, ktery je
spojovan s horsi prognodzou, jsme vytvofrili grafy preziti, abychom zjistili, zda jsou hodnoty
preziti nizSi u pacientl s touto zménou. Pacienty jsme rozdélili do dvou skupin. Prvni
skupinu tvorili ti, ktefi méli v nddoru pfitomny zisk 1q, a druhou ti, ktefi ho neméli. Tyto

dveé skupiny jsme mezi sebou porovnavali.

Abychom ziskali data preziti, pouzili jsme Kaplan-Meierovu metodu a vytvofili
grafy preziti. Metodu jsme poutZili k ziskani dvou rdznych hodnot, a to EFS (event-free

survival - preziti bez udalosti, tedy relapsut) a OS (overall survival - celkové prefziti).
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Kaplan-Meierova metoda je zaloZena na pozorovanych ¢asech preziti jednotlivych
pacientd. Tyto Casy jsou dany pocatkem (tim je v nasem pripadé diagnéza onemocnéni)
a kone¢nou uddlosti (tou je smrt (nebo relaps) nebo posledni zdznam o kontrole

pacienta). (Segers et al. 2013)

Vytvofili jsme dva grafy, na prvnim jsou zndzornény kfivky pro EFS obou skupin

pacientd a na druhém OS obou skupin pacienta.
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Graf 3: EFS obou skupin pacientt

Na ose x je zndzornéna doba preZiti (v letech) a na ose y kumulativni pravdépodobnost
preZiti (pravdépodobnost preziti daného souboru pacientt), kdy hodnota 1,0 uddva 100 %.
Zelend linka patri skupiné pacient(i se ziskem 1q a modrd pacientum bez této zmény.
KazZdy pokles zaznamendvad uddlost (relaps onemocnéni). Kazdé + na linkdch uddva délku

preziti jednoho pacienta.

Vysledna hodnota EFS pro skupinu se ziskem 1q je 69,2 % a pro skupinu bez zisku

83,3 %. EFS pro skupinu se ziskem 1q je nizsi, proto jsme pouzili log-rank test
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(Mantel-Coxlv test), ktery je zalozen na srovnani ofekavanych a pozorovanych poctl
pozorovani ve skupinach pacientd, abychom zjistili, zda je tento rozdil signifikantni. Vysla
nam hodnota p = 0,27, coz znamend, Ze pfitomnost zisku 1q statisticky vyznamné

nesnizuje hodnotu EFS.
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Graf 4: OS obou skupin pacientu

Na ose x je zndzornéna doba preZiti (v letech) a na ose y kumulativni pravdépodobnost
preziti (pravdépodobnost preZiti daného souboru pacientt), kdy hodnota 1,0 uddvad 100 %.
Zelend linka patfii skupiné pacient( se ziskem 1q a modrd pacientim bez této zmény.
KazZdy pokles je ddan smrti nékterého z pacientu. Kazdé + na linkdch uddvd délku preziti

jednoho pacienta.

Vysledna hodnota OS pro skupinu se ziskem 1q je 84,6 % a pro skupinu bez zisku
90 %. OS pro skupinu se ziskem 1q je také nizsi, proto jsme opét pouzili Mantel-Coxtv

test. Také pro hodnotu OS nam nevysel statisticky signifikantni vysledek (p = 0,546).
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Zaroven jsme ziskali Kaplan-Meierovou analyzou hodnoty EFS a OS pro soubor

vsech pacient(, bez déleni do jakychkoliv skupin, kdy EFS =79,1 % a OS = 88,4 %.
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Graf 5: EFS a OS celého souboru pacientl

Na ose x je zndzornéna doba preziti (v letech) a na ose y kumulativni pravdépodobnost
preziti (pravdépodobnost preZiti daného souboru pacientt), kdy hodnota 1,0 uddvad 100 %.
Modrda linka zndzorriuje EFS a zelend OS. KazZdy pokles je ddn relapsem onemocnéni (pro
EFS) nebo smrti pacienta (pro OS). Kazdé + na linkdch uddva délku preziti jednoho

pacienta.

5.1.2. Asociace vybranych zmén s vékem pacientt v dobé diagndzy

U vSech 44 pacientll jsme testovali zavislost vybranych chromozomalnich zmén
(delece 1p, zisk 1q, zisk MYCN, delece WT1, delece 16q, delece TP53 a delece WTX) na
véku pacientll vdobé diagndzy. Pro urceni zdavislosti jsme pouzili neparametricky
Mann-Whitneyuyv test, jelikoZ vék v dobé diagndzy nevykazoval normalni rozdéleni. Tento

test v HO (nulova hypotéza) predpoklada shodné rozlozeni (shodnou hodnotu medianu)
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ve dvou skupinach (v tomto pfipadé pacientll s danou zménou a beze zmény). Byla

pouZzita 5% hladina vyznamnosti (a = 0,05).
Ziskané p — hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 3: Vysledné p — hodnoty pro asociaci jednotlivych zmén s vékem pacienta v dobé

diagnozy

Zména p - hodnota

Delece 1p 0,753
Zisk 1q 0,375
Zisk MYCN 0,132
Delece WT1 0,925
Delece 16q 0,248
Delece TP53 0,87
Delece WTX 0,406

U Zadné z vybranych zmén jsme nezjistili signifikantni vysledek. U vSech se tedy

potvrdila nulova hypotéza.

Stejny test jsme provedli i u ostatnich zmén a ve dvou ptipadech jsme nasli
signifikantni rozdil. Ten byl nalezen u delece 7p (p = 0,003) a delece 22q (p = 0,02). V obou
pfipadech byli pacienti s pfitomnou zménou starsi nez ti, u kterych zména nebyla
prokazana. V pripadé delece 7p byl median véku pacientd se zménou 56 mésicl a beze
zmény 31 mésich. U delece 22q byl median véku pacientd se zménou 55 mésicl a beze
zmény 31 mésica. VSechny vysledné p — hodnoty jsou uvedeny v souhrnné tabulce ¢. 26

v pfiloze.
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Graf 6: Asociace deleci 7p a 22q s vékem v dobé diagndzy
Na levém grafu je uvedena zdvislost delece 7p na véku. Medidn véku u pacientd s touto
zménou je 56 mésict a u pacientl beze zmény 31 mésici. Na pravém grafu je uveden

rozdil mezi vékem pacient( s deleci 22q (medidn je 55 mésicli) a bez ni (medidn je 31

mésicu).

5.1.3. Asociace vybranych zmén s pohlavim pacientu

Zavislost vybranych zmén (delece 1p, zisk 1q, zisk MYCN, delece WT1, delece 16q,
delece TP53 a delece WTX) na pohlavi pacientli byla testovana u vsech 44 pacientd.
K vySetfeni zavislosti byl pouZzit Fisherlv exaktni test, u kterého byla formulovdna nulova
hypotéza (HO), Ze proménné (pohlavi a vyskyt dané zmény) jsou nezavislé. Nulova

hypotéza byla testovana na 5% hladiné testu.

Cetnosti zmén v zavislosti na pohlavi a vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce.
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Tab. 4: Cetnosti vybranych zmén v zavislosti na pohlavi

Zména Divky Chlapci p - hodnota
+ - + -

Delece 1p 5 19 4 16 1
Zisk 1q 8 16 6 14 1
Zisk MYCN 5 19 4 16 1
Delece WT1 5 19 2 18 0,428
Delece 16q 6 18 5 15 1
Delece TP53 5 19 3 17 0,71
Delece WTX 5 19 0 20 0,053

Ze ziskanych p — hodnot je patrné, Ze u Zadné zuvedenych zmén nebyla
signifikantné potvrzena zavislost na pohlavi a nebyla vyvracena HO o nezavislosti

proménnych.

Tuto zdvislost jsme provéfili i u ostatnich zmén. Tabulka uvadéjici p — hodnoty
u vSech zmén se nachazi v pfiloze (tabulka €. 27). U ¢tyf zmén jsme nalezli signifikantni
rozdil, a to u deleci 13q (p = 0,025), 22q (p = 0,044) a Xq (p = 0,011) a zisku Xq (p = 0,009).
Vsechny delece byly asociovany s Zenskym pohlavim (delece 13q byla pfitomna u 6 divek
a zadného chlapce; delece 22q u 9 divek a 2 chlapcu; delece Xq u 7 divek a Zadného
chlapce), naopak zisk Xq byl asociovan s muzskym pohlavim (byl nalezen u 10 chlapcl a 3

divek).
Tab.5: Cetnosti zmén se signifikantnimi rozdily v zavislosti na pohlavi

U jednotlivych zmén jsou ve sloupcich (+) uvedeny pocty pacientt majici danou zménu a ve

sloupci (=) ti, u kterych nebyla zména zaznamendna.

. Divky Chlapci
Zména p - hodnota
+ - + -
Delece 13q 6 18 0 20 0,025
Delece 22q 9 15 2 18 0,046
Delece Xq 7 17 0 20 0,011
Zisk Xq 3 21 10 10 0,009
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5.1.4. Asociace vybranych zmén s histologickym typem tumoru

U vybranych zmén (delece 1p, zisk 1q, zisk MYCN, delece WT1, delece 16q, delece
TP53 a delece WTX) jsme testovali také spojitost s histologickym typem, opét u viech 44
pacientd. Vyskytovaly se u nich tumory blastémového, anaplastického, trifazického,

nekrotického a epitelidiniho typu. Jejich etnosti jsou uvedeny v ndsledujici tabulce.

Tab. 6: Pocty nefroblastomt pacientd podle histologického typu tumoru

Histologicky typ |Pocet

Blastémovy 18
Trifazicky 17
Nekroticky 4
Anaplasticky 4
Epitelidlni 1
Celkem 44

Vzhledem k nizkému zastoupeni nékterych typl nefroblastomd jsme poufZili pro
statistické zpracovani loglinearni modelovani. Opét jsme poufZili hladinu vyznamnosti

o = 0,05 a testovali HO, Ze proménné jsou na sobé nezavislé.

U Zadné zmény nevysel signifikantni vysledek, proto jsme u nich potvrdili nulovou

hypotézu. Vysledné p —hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 7: Vysledné p — hodnoty k zavislosti vybranych zmén na histologickém typu

nefroblastomu

Zména p - hodnota

Delece 1p 0,535
Zisk 1q 0,959
Zisk MYCN 0,147
Delece WT1 0,871
Delece 16q 0,737
Delece TP53 0,076
Delece WTX 0,736
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Zisk MYCN, ktery byva asociovdn s anaplastickym typem, byl pfitomen u 3
trifazickych, 3 anaplastickych a 2 blastémovych nefroblastom(. Delece genu TP53 u 3

blastémovych, 3 anaplastickych, 1 trifazického a 1 nekrotického nefroblastomu.

Dale jsme tuto analyzu provedli i pro ostatni zmény. VSechny ziskané p — hodnoty
jsou uvedeny vtabulce ¢ 28 vpriloze. Signifikantni vysledky vysly pro deleci 17q
(p =0,006) a deleci 22q (p = 0,007). Delece 17q byla pfitomna v 5 trifazickych (22,2 %),
4 anaplastickych (100 %) a 2 blastémovych (10,5 %) nefroblastomech. Delece 22q byla
nalezena v 5 blastémovych (26,3 %), 4 anaplastickych (100 %) a 2 trifazickych (11,1 %)
nefroblastomech. V obou pfipadech jsou zmény zavislé na anaplastickém typu

nefroblastomu, jelikoZ se nachdazely ve vSech tumorech tohoto histologického typu.

5.1.5. Asociace vybranych zmén se stadiem tumoru

Testovani zavislosti vybranych zmén (delece 1p, zisk 1q, zisk MYCN, delece WT1,
delece 16q, delece TP53 a delece WTX) na stadiu tumoru jsme provedli u vSech 44
pacientl. Pro analyzu jsme pouzili loglinedrni modelovani pfi 5% hladiné vyznamnosti.

Nulova hypotéza predpoklada nezavislost obou proménnych.

K dispozici jsme méli 24 nefroblastomu |. stadia, 4 Il. stadia, 13 lll. stadia a 3 IV.

stadia.

Tab. 8: Pocty nefroblastomt nasich pacientl podle stadia

Stadium Pocet
I 24

1. 4

1. 13

V. 3

Signifikantni zavislost jsme neprokazali pro zddnou z uvedenych zmén. Vysledné

p - hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tab. 9: Vysledné p — hodnoty pro asociaci vybranych zmén se stadiem onemocnéni

Zména P - hodnota

Delece 1p 0,419
Zisk 1q 0,093
Zisk MYCN 0,88
Delece WT1 0,076
Delece 16q 0,702
Delece TP53 0,873
Delece WTX 0,56

Zavislost na stadiu jsme neprokdazali ani pro Zadnou z ostatnich zmén, jejichz

p - hodnoty se nachazi v souhrnné tabulce €. 29 v pfiloze.

5.2. Srovnani metod MLPA a SNP array

Shodu metod jsme vySettovali podle toho, zda byla dana zména zachycena obéma
metodami, pouze jednou (bud pouze pomoci MLPA nebo jen SNP array), anebo Zadnou
z nich. Vybrali jsme proto zmény, které byla MLPA schopna zachytit (kit zahrnoval préby
pro tato mista): delece 1p, zisk 1q, zisk 2p24.3 (MYCN), delece 11p13 (WT1), delece 16q,
delece 17p13.1 (TP53) a delece Xql11.2 (WTX). Vyuizili jsme 74 vzorkd, u kterych byly

provedeny obé metody a bylo tedy mozné shodu urcit.

Delece 1p

Na kratkém raménku 1. chromozomu je MLPA schopna vysetfit 7 mist pomoci 7
prob. Tyto préby jsou situovany do oblasti 1p36.33 (konkrétné gen TNFRSF18), 1p36.31
(gen CHD5), 1p36.22 (geny MIR34A a MFN2), 1p36.12 (gen WNT4), 1p22.1 (gen ABCA4)
a 1p12 (gen HMGCS2).
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Tab. 10: Sondy situované do oblasti 1p

Préba Region [Gen Délka préby [ Presna oblast na chromozomu (v bp)

1| 1p36.33 | TNFRSF18 73 nt 1,139,553 - 1,139,625

2| 1p36.31|CHD5 76 nt 6,228,245 - 6,228,320

3| 1p36.22 | MIR34A 63 nt 9,211,814 -9,211,876

4| 1p36.22 | MFN2 61 nt 12,049,340 - 12,049,400

5| 1p36.12 | WNT4 51nt 22,447,949 - 22,447,999

6| 1p22.1|ABCA4 76 nt 94,458,610 - 94,458,685

7 1p12 | HMGCS2 64 nt 120,311,479 - 120,311,542

V ndlezu této zmény se MLPA a SNP array shodovaly u 70 vzork( (94,6 %). Z toho
v 9 pfipadech byla delece 1p zaznamendna a u 61 vzorkl nebyla. U 4 vzorku (5,4 %), kde
se vysledky metod rozchazely, byla delece 1p zaznamendna ve vSech pripadech pouze

metodou SNP array.

Tab. 11: Pocty vzorkd, ve kterych byla nebo nebyla zaznamenana delece 1p jednotlivymi

metodami
NP
MLPA SNP array
ano ne
ano 9 0
ne 4 61

Zaméfili jsme se na vzorky, kde se vysledky rozchazely. U dvou SNP array
zaznamenal shodné dlouhé delece o délce 120,432,333 par(l bazi (bp) v oblasti
1p36.33-p11.2 (chrl:752,566-121,184,898), kterou by méla byt MLPA schopna zachytit
vsemi 7 prébami. Stejna delece byla pritomna u dalSich dvou vzorkd, kde ji MLPA

zaznamenala.

U tretiho vzorku byla kratsi delece v oblasti 1p36.21-p36.13 o délce 955,973 bp
(chr1:15,832,543-16,788,515). Tato delece se nachdazela v oblasti mezi 4. a 5. prébou

a nemohla byt pomoci MLPA nalezena.

V poslednim vzorku byly pomoci SNP array zachyceny dvé delece, prvni o délce

5,978,755 bp v oblasti 1p33-p32.3 (chr1:47,899,897-53,878,651), druha v regionu 1p31.3
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byla dlouhd 2,460,344 bp (chr1:62,896,419-65,356,763). Obé tyto delece se nachazi mezi

misty, na které se vdZe 5. a 6. sonda.

Zisk 1g

Na dlouhé raménko 1. chromozomu se vazie 5 MLPA prob, konkrétné do oblasti

1921.2 (gen BCL9), 1923.3 (gen MPZ), 1932.1 (gen KISS1), 1g32.2 (gen IRF6) a 1943 (gen

SDCCAGS).

Tab. 12: Sondy vazajici se do oblasti 1q

Préba Region [Gen Délka préby [ Presna oblast na chromozomu (v bp)
1 1g21.2 | BCL9 70 nt 147,096,178 - 147,096,247
2( 1923.3(MPZ 63 nt 161,276,192 - 161,276,254
3| 1g32.1|KiIss1 58 nt 204,161,909 - 204,161,966
4| 1932.2|IRF6 67 nt 209,975,466 - 209,975,532
5 1943 | SDCCAGS 69 nt 243,542,095 - 243,542,163

Tato zména byla shodné zaznamendna u 21 vzork(, naopak jeji pfitomnost nebyla
potvrzena u 48 vzorkl. Celkem se metody shodovaly v 69 pfipadech (93,2 %). Ve zbylych
5 pripadech (6,8 %) se nalezy metod neshodovaly, u vSech byla zména potvrzena pouze

metodou SNP array.

Tab. 13: Pocty vzorki, ve kterych byl nebo nebyl zaznamenan zisk 1q jednotlivymi

metodami

SNP array
MLPA
ano ne
ano 21 0
ne 5 48

U dvou z téchto vzorkd byly nalezeny kratsi zmény, u prvniho zisk o délce 226,904
bpv regionu 1g21.2 (chr1:149,039,120-149,266,023), u druhého zisk o délce 314,372 bp
v oblasti 1g25.1 (chr1:175,442,871-175,757,242). Oba tyto zisky se nachazely v oblastech,

které MLPA neni schopna zachytit, prvni mezi 1. a 2. prébou, druha mezi 2. a 3. prébou.
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U tretiho vzorku byl pfitomen zisk o délce 37,685,030 bp v oblasti 1g21.1-q25.3
(chr1:145,294,531-182,979,560), ktery by mél byt zachycen pomoci 1. a 2. MLPA préby.

U poslednich dvou vzorkd byla nalezena stejnd zména v oblasti 1g21.1-q44 o délce
105,194,914 bp (chr1:144,007,842-249,202,755), kterou by méla byt MLPA schopna najit
pomoci vSech 5 préb. Pfesné tato zména byla nalezena i u dalSich 5 vzorku, kde vsak byl

zisk 1q potvrzen metodou MLPA.

Zisk genu MYCN v regionu 2p24.3

Do oblasti genu MYCN, ktery se nachazi vregionu 2p24.3 (konkrétné
chr2:16,080,683-16,087,129) nasedaji 3 MLPA préby, prvni v oblasti exonu 2 a dalsi dvé

v oblasti exonu 3.

Tab. 14: Sondy navrzené do oblasti genu MYCN

Préba Region [Gen Délka préby | Pfesna oblast na chromozomu (v bp)
1| 2p24.3| MYCN (exon 2) 62 nt 16,082,318 - 16,082,379
2| 2p24.3|MYCN (exon 3) 64 nt 16,085,687 - 16,085,750
3| 2p24.3|MYCN (exon 3) 71 nt 16,085,835 - 16,085,905

Shoda ve vysledcich obou metod (MLPA a SNP array) byla celkem u 69 vzorku
(93,2 %). Ztoho ve 3 vzorcich byla zména obéma metodami potvrzena a u 66 vzork(
potvrzena nebyla. U 5 (6,8 %) zbyvajicich vzorkd se ndlezy neshodovaly. U tfi vzork( byla

potvrzena pouze metodou SNP array a ve dvou vzorcich pouze metodou MLPA.

Tab. 15: Pocty vzorkl, ve kterych byl nebo nebyl zaznamenan zisk vgenu MYCN

jednotlivymi metodami

SNP array
MLPA
ano ne
ano 3 2
ne 3 66
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Zmény ve vsech tfech vzorcich zachycené pouze metodou SNP array by mély byt

nalezeny vSsemi tfemi sondami MLPA, jelikoZ zahrnuji cely gen MYCN.

V prvnim z téchto vzork( byl pomoci metody SNP array zachycen zisk o délce
50,392,300 bp v oblasti 2p25.3-p16.3 (chr2:72,184-50,464,483). Ve druhém vzorku byl
pfitomen zisk o délce 1,333,212 bp v regionu 2p24.3-p24.2 (chr2:15,616,215-16,949,426).
Ve tfetim vzorku byla pomoci SNP array nalezena dlouhd zména v oblasti 2p25.3-q37.3
(chr2:72,184-243,029,573). Tato stejnd zména byla shodné zaznamenana u jednoho

dal$iho vzorku pomoci obou metod.

Ve dvou pfripadech byl zisk v oblasti genu MYCN nalezen pouze metodou MLPA.

U jednoho vzorku byl zachycen pomoci 1. a 2. sondy, u druhého 3. sondou.

Delece genu WT1 v oblasti 11p13

Pro gen WT1 jsou soucasti MLPA kitu 3 préby. Jedna naseda do oblasti exonu 11,
druhd exonu 9 a treti exonu 5. Pfesna lokace genu WT1 je chr11:32,409,322-32,457,081.

Tab. 16: Sondy situované do oblasti genu WT1

Préba Region [Gen Délka préby | Pfesna oblast na chromozomu (v bp)
1 11p13 | WT1 (exon 11) 67 nt 32,410,037 - 32,410,103
2 11p13 [ WT1 (exon 9) 67 nt 32,414,241 - 32,414,307
3 11p13 [ WT1 (exon 5) 79 nt 32,439,123 - 32,439,201

Delece genu WT1 byla shodné zaznamenana obéma metodami v 8 vzorcich.
Naopak shodné zaznamenana nebyla v 65 vzorcich. Celkové tedy shoda u obou nastala
u73 (97,3 %) vzorkl. U zbylého vzorku (2,7 %) byla delece zachycena pouze jednou

z metod, a to pouze metodou MLPA.

Tab. 17: Pocty vzorki, ve kterych byla nebo nebyla zaznamenana delece genu WT1

jednotlivymi metodami

SNP array
MLPA
ano ne
ano 8 1
ne 0 65
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Ve vzorku, ve kterém se vysledky liSily, byla zména zachycena vSemi tfemi MLPA

sondami, zatimco SNP array ji nezaznamenal.

Delece 169

Pro detekci zmén na dlouhém raménku 16. chromozomu slouzi 6 préb, které se
vazi do rGznych oblasti: 16g12.1 (gen SALLI1), 16q13 (gen SLC12A3), 16q21 (gen TK2),
16g22.1 (gen CDH1), 16923.3 (gen MLYCD) a 16q24.3 (gen FANCA).

Tab. 18: Sondy situované do oblasti 16q

Préba Region [Gen Délka préby [ Presna oblast na chromozomu (v bp)
1| 16ql12.1(SALLI 73 nt 51,175,285 - 51,175,357
2 16q13 | SLC12A3 64 nt 56,912,018 - 56,912,081
3 16921 | Tk2 69 nt 66,570,856 - 66,570,924
41 16922.1|CDH1 71nt 68,862,077 - 68,862,147
5| 16923.3 | MLYCD 64 nt 83,941,825 - 83,941,888
6| 16024.3| FANCA 67 nt 89,804,412 - 89,804,478

Vysledky obou metod se shodovaly celkem u 70 vzorkd (94,6 %). Z toho byl
pozitivni nalez u 13 vzork( a negativni u 57 vzork(. Ve zbylych 4 pripadech (5,4 %) se

vysledky neshodovaly a delece 16q byla zaznamendna pouze metodou SNP array.

Tab. 19: Pocty vzorkl, ve kterych byla nebo nebyla zaznamenana delece 16q

jednotlivymi metodami

NP
MLPA SNP array
ano ne
ano 13 0
ne 4 57

V jednom vzorku byla pomoci SNP array zachycena delece o délce 90,043,477 bp
v oblasti 16p13.3-g24.3 (chr16:105,320-90,148,796). Tuto zménu by méla byt MLPA
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schopna zachytit vSemi Sesti sondami. Shodna delece byla pfitomna v dalSich dvou

vzorcich, kde ji MLPA zaznamenala.

V ostatnich tfech vzorcich byla pfitomna stejnd zména, a to v oblasti
16g11.2-g24.3 o délce 43,425,199 (chr16:46,723,598-90,148,796). Tato delece by také
méla byt nalezena pomoci vSech Sesti MLPA sond. Stejna delece ve stejné oblasti byla

shodné potvrzena obéma metodami u dalSich t¥i vzorka.

Delece genu TP53 v oblasti 17p13.1

Do oblasti na kratkém raménku 13. chromozomu, konkrétné do mista vyskytu
genu TP53 (chrl7:7,571,720-7,590,868), jsou situovany tfi préby. Jedna naseda na misto

exonu 10, druha do exonu 8 a treti do exonu 7.

Tab. 20: Sondy vazajici se do oblasti genu TP53

Préba Region [Gen Délka préby | Pfesna oblast na chromozomu (v bp)
1| 17p13.1| TP53 (exon 10) 70 nt 7,573,952- 7,574,021
2| 17p13.1| TP53 (exon 8) 66 nt 7,577,059 -7,577,124
3| 17p13.1| TP53 (exon 7) 79 nt 7,579,341 -7,579,419

Delece zahrnujici gen TP53 byla zaznamendna obéma metodami v 11 vzorcich,
naopak nebyla ani jednou metodou potvrzena v 62 vzorcich. Celkem se tedy vysledek
obou metod shodoval v 73 pfipadech (98,6 %). Rozdilny vysledek byl pfitomen pouze u

1 vzorku (1,4 %), ve kterém byla delece TP53 zaznamendna pouze metodou SNP array.

Tab. 21: Pocty vzorkl, ve kterych byla nebo nebyla zaznamenana delece genu TP53

jednotlivymi metodami

SNP array
MLPA
ano ne
ano 11 0
ne 1 62
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V jediném vzorku, ve kterém se metody neshodovaly, byla nalezena delece o délce
40,574,388 bp vregionu 17p13.3-q21.1 (chr17:18,901-40,593,288). JelikoZz tato delece

zahrnuje cely gen TP53, méla by ji byt MLPA schopna zachytit vSemi tfemi sondami.

Delece genu WTX v oblasti Xq11.2

Pro zachyceni zmén vgenu WTX (AMER1) obsahuje MLPA kit tfi préby. Dvé
nasedaji do oblasti exonu 2 a trfeti exonu 1. Presnd lokalizace genu WTX je

chrX:63,404,997-63,425,624.

Tab. 22: Sondy vazajici se do oblasti genu WTX

Préba Region |Gen Délka préby | Presnd oblast na chromozomu (v bp)
1| Xql1.2| WTX (exon 2) 73 nt 63,410,117 - 63,410,189
2| Xql1.2|wTx (exon 2) 61 nt 63,412,853 - 63,412,913
3 Xg11.2 | WTX (exon 1) 63 nt 63,425,422 - 63,425,484

V detekci této zmény se obé metody shodovaly v 72 (97,3 %) ptipadech. Z toho
v 70 vzorcich delece zaznamendna nebyla a ve 2 (2,7 %) byla pfitomna. U 2 vzorkl se
nalezy neshodovaly, vjednom ptipadé zménu zachytil pouze SNP array a ve druhém

pouze MLPA.

Tab. 23: Pocty vzorkt, ve kterych byla nebo nebyla zaznamenana delece genu WTX

jednotlivymi metodami

SNP array
MLPA
ano ne
ano 2 1
ne 1 70

V prvnim vzorku byla nalezena pomoci SNP array zména v oblasti Xp22.33-g28
dlouha 155,175,020 bp (chrX:60,814-155,235,833). Zména zahrnuje cely gen WTX, proto
by ji méla MLPA zachytit vSemi tfemi sondami. Stejna zména byla pfitomna u dalSich dvou

vzorku, ve kterych byla jeji pfitomnost potvrzena obéma metodami.

Ve druhém vzorku deleci zachytila pouze MLPA, a to vSemi tfemi prébami.
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Celkové shrnuti

Shodu metod jsme sledovali u 74 vzork( na 7 rlznych zménach (delece 1p, zisk 1q,
zisk 2p24.3 (MYCN), delece 11p13 (WT1), delece 16q, delece 17p13.1 (TP53) a delece
Xq11.2 (WTX)). Celkem jsme tedy méli 518 ptipadu, ve kterych mohla shoda obou metod
v nalezu dané zmény nastat. Z toho se vysledky obou metod shodovaly ve 496 pfipadech

(95,8 %) a lisily se ve zbyvajicich 22 (4,2 %).

Pokud se zaméfime na pfipady, ve kterych se nalezy metod lisily, tak ve vétsiné
pfipadd byla zména zachycena pouze pomoci SNP array (18 pfipadl (81,8 %)) a ve zbytku
pomoci MLPA (4 pfipady (18,2 %)).

Tab. 24: Pocty pripadui podle toho, kterymi metodami byla zménéna zachycena

SNP array
MLPA
ano ne
ano 67 4
ne 18 429

Abychom ovéfili, zda jsou metody ve vysledcich shodné, pouzili jsme McNemar(v
test (test hypotézy o symetrii). Nulovou hypotézou bylo, Ze jedna metoda je pfi zachytu
zmény stejné Uspésnd jako druha metoda. Vysledna p — hodnota byla p = 0,0028, ¢imz

jsme zamitli nulovou hypotézu na 5% hladiné vyznamnosti.

Ze vsech 74 vzork( nastala shoda v zachytu vsSech sledovanych zmén u 58 (78,4 %).
Ve zbylych 16 vzorcich (21,6 %) doslo k rozdilnym vysledkim alespon u jedné zmény. Tyto

vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 30 v pfiloze.

4.3. Intratumorova heterogenita chromozomalnich zmén
Pro ucely vyhodnoceni intratumorové heterogenity v  pritomnych

chromozomalnich zménach jsme vyuzili celkem 42 vzork( pochazejicich od 14 pacientd.

4.3.1. Postup pfi zpracovani vysledki

Od kazdého pacienta byly odebrany 3 vzorky (kazdy z jiného mista nefroblastomu).
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Obr. 13: Znazornéni mist, ze kterych byly odebrany vzorky z tumoru pacientky €. 14

Na obrdzku jsou papirky s Cisly naznacena 3 mista, ze kterych byla odebrdna tkar
nefroblastomu. Paralelné je ze stejného mista zamraZena tkan i odebrdn vzorek

k histologickému vysetreni.

Cely resekat tumoru s piipadnym zbytkem zdravé ledviny byl dodan do Ustavu
patologie molekuldrni mediciny FNM, kde byl materidl zpracovan. Resekat byl zvazen
a byla provedena makrodokumentace, ddle byl resekat rozkrojen a byla vybrana mista pro
studii heterogenity tumoru. Ztéchto mist (viz obrazek vyse) byla odebrana tkan
k histologickému vySetreni a paralelni ¢ast byla zamrazena pres tekuty dusik a umisténa
do -80 °C. Vzorek tkané urceny k histologickému vysSetfeni byl ovéren prim. MUDr.
Danielou Kodetovou a MUDr. Markem Gregou. Na KDHO byla izolovdna DNA ze zmrazené
tkané a analyzovali jsme pfitomné chromozomdlni zmény metodami MLPA a SNP array.
Vysledky ze vSech téchto vysetfeni jsme usporadali do prehledného obrazku, abychom

mohli mezi sebou sndze porovnavat pacientovy vzorky (obr. ¢. 17).
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Jako pfiklad uvadime pacientku ¢. 14. Nejprve jsme ziskali vysledky histologického

vysetreni a mikroskopické snimky ze vsech 3 vzorka.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3

Obr. 14: Histologické snimky ze vSech vzorka pacientky (zvétseni 5000x)

Vzorek 1 - anaplasticky nefroblastom s rhabdomyoblastickou diferenciaci; vzorek 2
- trifdzicky nefroblastom; vzorek 3- trifdzicky nefroblastom s rhabdomyoblastickou

diferenciaci

Poté jsme ke vSem vzorkim pfidali vysledky MLPA, které jsme vyhodnotili

v programu Coffalyzer.net (MRC Holland) (viz obr. 15).
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Nakonec jsme obrdzek doplnili o grafick

zachycenych metodou SNP array, které jsme ziskali v programu BlueFuse Multi (lllumina)

(viz obr. 16).
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Obr. 16: Vysledky SNP array vsech t¥i vzorku

Barevné cdry zndzorniuji useky chromozomd, ve kterych byla zachycena zména (zelené jsou

zisky, cervené delece). Modré ohraniceni chromozomu ukazuje usek s LOH.

70



Vzorek 1

MLPA P380-gain 1

Jméno pacienta
Biopsie:
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Zavér: Ve vzorku 2P41 jsme prokazali gain,
1.chromozému. Ve vzorku 2P42 jsme prokazali
gain 1g v oblasti 21.2¢23.3. Ve vzorku 2P43 jsme
prokazali zmeny prokazované u anaplastickych
nefroblastomi deleci 17p a gain 1q. Nador je
heterogenni. Delece 17p a gain 1q jsou spojeny s
horéi prognézou onemocnéni a vyEsi etnosti
relapsi onemocnéni.
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Obr. 17: Vysledny obrazek

Na obrdzku jsou seskladany vysledky z histologického vysSetreni, vysledky MLPA a SNP

array vsech 3 vzorki
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4.3.2. Vyhodnoceni

Nejprve jsme hodnotili kazdého pacienta zvlast. VSechny zmény zaznamenané

metodou SNP array ve vzorcich vSech pacient(l jsou zndzornény na obrazku ¢. 19.

U pacienta €. 1 byly nalezeny netypické zmény na 2., 6., 7., 8. a X chromozomu.
VSechny tyto zmény byly homogenni, coZz znamend, Ze ve vSech tfech vzorcich tohoto

pacienta byly shodné.

V tumoru pacienta ¢. 2 jsme identifikovali pomoci SNP array pouze zmény na
7. (delece 7p a zisk 7g) a 11. (LOH) chromozomu. Tyto zmény byly homogenni. Pomoci

MLPA byla zaznamenana delece 11p zahrnujici gen WT1 v jednom ze tti vzorka.

U tretiho pacienta jsme nalezli velké mnoZstvi zmén (delece a zisky), atona 1., 3,,
4,6.,9.,10,12,13,15,16.,17.,18. a 21. chromozomu. Mezi nimi byl i zisk 1q, ktery byl
potvrzen i metodou MLPA ve vSech tfech vzorcich. Ze vSech téchto zmén byly heterogenni
delece 4q (nalezena vjednom vzorku) a zisk na 9. chromozomu (nalezen ve dvou

vzorcich). Ostatni zmény byly homogenni.

U pacienta €. 4 byly pfitomny zmény na 1. chromozomu (delece 1p a zisk 1q), 4.,
7., 8., 10., 13., 18. a X chromozomu zaznamenané metodou SNP array. Z nich byly
heterogenni delece 4. chromozomu (ve 2 vzorcich), zisk 7q (2 vzorky), zisk 10p a delece
10q (1 vzorek), delece 18. chromozomu (1 vzorek) a zisk Xq (2 vzorky). Dale jsme pomoci

MLPA zaznamenali vZdy v jednom vzorku zisk MYCN, zisk 11p a zisk 17p.

U dalSiho pacienta jsme nalezli pouze heterogenni zmény nachazejici se na
1. (delece 1p v 1 vzorku, delece 1q v 1 vzorku, zisk 1q ve 2 vzorcich), 6. (delece v 1 vzorku),
7. (zisk v 1 vzorku), 8. (zisk v 1 vzorku), 9. (delece i zisk v 1 vzorku), 10. (zisk v 1 vzorku),
11. (LOH ve vsech vzorcich, ale o rGzné délce), 12. (zisk v 1 vzorku), 13. (zisk v 1 vzorku),
17. (delece i zisk ve vSech vzorcich, ale rdzné délky), 19. (delece i zisk v 1 vzorku) a X (zisk
ve 2 vzorcich) chromozomu. Pritomnost zisku 1qg (ve dvou vzorcich) a delece 17p byla

potvrzena i metodou MLPA.

U pacienta ¢. 6 jsme zaznamenali homogenni (zisk 1q, delece 6q a 7q, delece 16q)

i heterogenni (zisk 8. a 9. chromozomu v 1 vzorku, LOH 11p ve 2 vzorcich, zisk
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12. chromozomu v 1 vzorku a delece 17q v1 vzorku) zmény. Metodou MLPA jsme

potvrdili pfitomnost zisku 1q a delece 16q u dvou vzorkd.
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Obr. 18: Blizsi pohled na 11. chromozom pacienta €. 6 ve vSech vzorcich

Na obrdzku je zobrazen 11. chromozom pomoci programu BluFuse Multi ze vSech tii
vzork( z nefroblastomu pacienta. Dolni osa uddvd frekvenci alely B a na levém okraji jsou

zndzornény regiony chromozomu. V prvnich dvou vzorcich je v modrém viditelng LOH,

zatimco ve tretim vzorku neni.

U pacienta €. 7 jsme nalezli pouze dvé zmény, a to deleci 6q (ve vSech vzorcich)

a deleci 16p (v 1 vzorku).

V nadoru pacienta ¢. 8 jsme zaznamenali pouze dvé zmény pfitomné ve vsech

vzorcich (tedy homogenni), a to zisk 15q a LOH 19q.

73



U pacienta €. 9 jsme zachytili v jednom vzorku deleci 7p a zisk 7q, ve dvou vzorcich

LOH 11p a ve dvou vzorcich zisk 22q. VSechny nalezené zmény tedy byly heterogenni.

VSechny zmény v tumoru desatého pacienta byly heterogenni a vSechny jsme
zaznamenali pouze v jednom vzorku. Nalezli jsme deleci 1p, deleci 6q, zisk 8q, deleci 14q,

deleci 15p, deleci 17q a zisk a deleci na 22. chromozomu.

V nefroblastomu pacienta ¢. 11 jsme nalezli zmény na 1., 2., 6., 10., 11., 14., 16.,
21. a 22. chromozomu. Z nich byly heterogenni delece 1p a zisk 1q (ve 2 vzorcich), delece
10. a1l1l. chromozomu (ve 2 vzorcich), delece 14q (ve 2 vzorcich), delece ne 21.

chromozomu (ve 2 vzorcich) a delece 22. chromozomu (2 vzorky).

U dvandctého pacienta jsme zaznamenali zmény pouze na tfech chromozomech,
ato deleci 7p, zisk 7q, deleci 16q a zisk 20q. VSechny tyto zmény byly v tumoru

heterogenni a vyskytovaly se vSechny jen v jednom vzorku.

U pacienta ¢. 13 jsme bylo pfitomno vétsi mnozstvi zmén, na 1., 4.,7.,11,, 13, 14,,
16., 17. a 22. chromozomu. Pouze delece 22q byla homogenni zména, ostatni se
vyskytovaly pouze v nékterych vzorcich nefroblastomu. Ve dvou vzorcich jsme
zaznamenali deleci 1p, deleci 4q, deleci 11. chromozomu a deleci 16q, v jednom vzorku
jsme nalezli zisk 1q, zisk 7p, deleci 13q, delecil4q, deleci 16p a deleci a zisk 17q. Dale jsme
zachytili LOH 11p ve vSech tfech vzorcich, ale rlzné délky. Deleci 1p a deleci 4q ve dvou
vzorcich a deleci 16q a deleci 11p v jednom vzorku jsme potvrdili i metodou MLPA. Dale

jsme pomoci MLPA nalezli v jednom vzorku deleci genu WTX.

V tumoru posledniho pacienta byly pfitomny zménynna 1, 2., 4., 5., 7., 8., 11, 12,,
13., 15., 17., 18., 19., 22. a X chromozomu. Jedinou homogenni zménou byla LOH 11p.
Ostatni zmény byly zachyceny jen v nékterych vzorcich a byly heterogenni, a to zisk 1p
(1 vzorek), zisk 1q (vSechny vzorky, ale rlzna délka), zisk 2. chromozomu (1 vzorek),
delece 2q (1 vzorek), zisk 4. chromozomu (1 vzorek), delece i zisk 5p (1 vzorek), zisk
7. chromozomu (1 vzorek), zisk 8. chromozomu (1 vzorek), zisk 11q (1 vzorek), LOH 12p
a12q (1 vzorek), delece 12qg (1 vzorek), zisk 12p a 12q (2 vzorky), zisk 13q (2 vzorky),
delece, LOH i zisk 15q (1 vzorek), delece 17p a 17q (2 vzorky), zisk 17q (2 vzorky), LOH 17p
(1 vzorek), LOH 17q (2 vzorky), delece 18p (1 vzorek), delece 19p (1 vzorek), delece 22q

74



(1 vzorek) a zisk X chromozomu (1 vzorek).Zisk 1p, zisk 1q a delece 17p byly potvrzeny

i metodou MLPA. U tohoto pacienta jsme zaznamenali deleci 17p véetné genu TP53 ve

vzorku pochdzejiciho z trifazické oblasti nefroblastomu (viz obr. ¢. 17).
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Obr. 19: Zmény zaznamenané metodou SNP u vSech 14 pacientt

Po levé strané jsou uvedena Cisla pacienta, kdy ke kaZdému pacientovi jsou pfifazeny tri

radky predstavujici tfi vzorky. V horni listé jsou Cisla chromozomu rozdélend na kradtka (p)
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a dlouhd raménka (q). Modré plochy znaci zisky, Cervené delece a sedé LOH. (Pri vytvdreni

této tabulky jsme se inspirovali Cresswell et al. 2016)

Celkové ze vSech 14 pacientl méli pouze 2 homogenni ndlez chromozomalnich
zmén ve 3 vzorcich nefroblastomu. U ostatnich 12 tumord jsme zaznamenali heterogenitu
v alespon jedné chromozomalni zméné. U 4 pacientl byly heterogenni vSsechny pfitomné

chromozomalni zmény.

Deleci 1p jsme zaznamenali u 5 pacient(l a u 4 z nich to byla v heterogennim stavu.
Ve dvou pfipadech se vyskytovala ve dvou vzorcich a ve dvou pfipadech pouze v jednom
vzorku. Zisk 1q byl pfitomen v tumoru 7 pacient(, z toho u 4 v heterogennim stavu.
U 2 pacientl jsme ho nalezli ve dvou vzorcich, u jednoho v jednom vzorku a u jednoho ve
vSech vzorcich, ale o rGzné délce. Zisk genu MYCN se vyskytoval pouze heterogenné, a to
u 2 pacientl, v obou pfipadech pouze v jednom vzorku. Delece genu WT1 byla také
v heterogennim stavu, zaznamenali jsme ji u 2 pacientl, u prvniho v jednom vzorku,
u druhého ve dvou. Deleci 16q jsme zachytili ve 3 nefroblastomech, z toho ve dvou
v heterogennim stavu (v jednom pfipadé ve dvou vzorcich, ve druhém v jednom vzorku).
Delece 17p zahrnujici gen TP53 byla pfitomna u 2 pacientll. V jednom pripadé jen ve dvou
vzorcich, ve druhém ve vsech, ale o rizné délce. Deleci genu WTX jsme zaznamenali jen
u 1 pacienta, a to v jednom vzorku (byla tedy v heterogennim stavu). LOH 11p jsme nalezli
u 7 pacientd, z toho u 4 se vyskytovala v heterogennim stavu. U dvou pacient( jsme ji

zachytili jen ve dvou vzorcich a u dvou pacientl ve viech vzorcich, ale s riznou délkou.

Velké mnozstvi pfitomnych chromozomalnich zmén bylo v heterogennim stavu.
Jako homogenni se v tumorech nasich pacientli vyskytovaly pouze LOH 2p, trizomie
3. chromozomu, zisk 6p a trizomie 6. chromozomu, delece 7q, zisk 14q, zisk 15p, zisk 16p

a LOH 19q.
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6. Diskuze

V této praci jsme si stanovili nékolik cilG. Prvnim z nich bylo vySetfit vzorky
metodami SNP array a MLPA a analyzovat chromozomalni zmény u nasich pacientl a poté
zjistit, zda tyto zmény souvisi s nékterymi z klinickych dat pacientld (konkrétné vékem

v dobé diagndzy, pohlavim, histologickym typem nefroblastomu a stadiem onemocnéni).

Celkové jsme prokazali chromozomalni zmény na vSech chromozomech s rliznou

cetnosti.

Mnoho chromozomalnich zmén typickych pro nefroblastom jsme zaznamenali
s vyssi frekvenci v porovndni s jinymi zahrani¢nimi studiemi. Napfiklad deleci 1p jsme
zachytili u 20,45 % pacient(, zatimco Grundy et al. (1994) u 12 %, Bown et al. (2002)
u 8,7 % a Grundy et al. (2005) u 11,3 %. Deleci 16q jsme zachytili u 25 % pacientd, zatimco
Grundy et al. (1994) u 17 % a Grundy et al. (2005) u 17,8 % pacientl. Dale jsme u 18,2 %
pacientl prokdzali zisk 2p zahrnujici gen MYCN. Ve studii Williams et al. (2010) byla tato
zména pritomna u 8,7 %, Williams et al. (2011) u 9,5 % a Williams et al. (2015) u 12,6 %
pacientd. Deleci 11p vcetné genu WTI1 jsme nalezli u 15,9 % pacient(l, zatimco Reddy
a Licht (1996) udavaji primérnou hodnotu ziskanou z jinych studii 9,6 %. Zisk 1q, ktery byl
nejcetnéjsi zménou, jsme nalezli u 31,8 % pacientl, zatimco Bown et al. (2002) u 18 %,

Gratias et al. (2013) u 27 %, Gratias et al. (2016) a Chagtai et al. (2016) u 28 %.

Avsak ve studii Natrajan et al. (2006) byly frekvence nékterych zmén podobnéjsi
tém nasim. Deleci 1p zaznamenali u 18 % pacientu, deleci 16q ve 24 % a vyskyt zisku 1q
nalezli dokonce vyssi nez my, a to u 40 % tumor(. MUZe to byt zplsobeno tim, Ze v této
studii vysetrovali nefroblastomy od nizSiho poctu pacientl (76), zatimco v ostatnich
studiich bylo pacient( vétSinou alespor 200. Déle také v ostatnich studiich mohli mit jiné
podily pacientl s jednotlivymi histologickymi typy nefroblastomu, napfiklad nizsi pocet
anaplastickych nefroblastom(, se kterymi je spojen vyskyt nékterych chromozomalnich
zmén (zisk MYCN, delece TP53, ale i gan 1q). Pfikladem je studie Gratias et al. (2016), do

které nezahrnuli anaplastické nefroblastomy viibec.
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Ve frekvencich vyskytu delece Xqg zahrnujici gen WTX je vétsi variabilita. My jsme ji
zaznamenali u 9,1 % pacientl, Perotti et al. (2008) tuto zménu nalezli v14,7 %

nefroblastom(l, Wegert et al. (2009) u 17 % a Rivera et al. (2007) u 21,6 % pacientd.

Delece 1p a delece 16q jsou vyuzivany pro stratifikaci nefroblastomd, jelikoZ jsou
spojeny s relapsem onemocnéni, pfedevsim pokud jsou pfitomny v tumoru pacienta obé
zaroven (Grundy et al. 2005; Davidoff 2009; Spreafico et al. 2013). U 3 naSich pacientt
jsme zaznamenali spole¢nou deleci 1p a 16q, ale nebyla u nich nijak vyznamné spojena
s relapsy onemocnéni, jelikoz k nému doslo jen u jednoho z nich. Avsak jeden z téchto
pacientd se nyni |é¢i s primarnim nadorem a tudiz je moiné, Ze u néj v budoucnu
k relapsu dojde. Abychom mohli z nasich vysledkl vyvodit, zda spolecna delece 1p a 16q
souvisi se zvySenym rizikem relapsu, potrebovali bychom vice pacientd s touto spolecnou

zménou.

Zisk 1q, ktery se u nasich pacientll vyskytoval jako nejcastéjsi zména, je pouZivan
ve stratifikaci nefroblastom( jako negativni prognosticky marker (Gratias et al. 2013;
Chagtai et al. 2016). Proto jsme porovnali data preziti (EFS — event-free survival a OS —
overal survival) mezi pacienty s touto zménou a beze zmény. Jak jsme predpokladali, byly
obé hodnoty nizsi pro skupinu se ziskem 1q. Hodnoty EFS vysly 83,3 % (bez zisku) a 69,2 %
(se ziskem) a OS 90 % (bez zisku) a 84,6 % (se ziskem). | presto, Ze jsou rozdily vysoké,
nebyly statisticky signifikantni (pro EFS p = 0,27, pro OS p = 0,546), na rozdil od studii
Gratias et al. (2016), kde u osmiletého preziti bylo p (EFS) < 0,001 a p (OS) < 0,001,
a Chagtai et al. (2016), kde u pétiletého preziti bylo p (EFS) < 0,001 a p (OS) = 0,01.
Vysledky bychom mohli mit statisticky vyznamné pii vyssSim poctu pacientd, jelikoz
v téchto studiich jich méli 1114 (Gratias et al. 2016) a 586 (Chagtai et al. 2016). Ziskali
jsme i data preziti pro vSechny pacienty (bez déleni do skupin), ato EFS =79,1 % a OS =
88,4 %. Celkové preiziti (OS) se celosvétové uvadi pres 90 % (Pritchard-Jones a Pritchard
2004). Napftiklad ve studii Gratias et al. (2016) ziskali EFS = 86 % a OS = 94 %. Hodnoty
jsou vyssi nez u nasich pacientd, avsak to je dano i tim, Ze do této studie zaradili pouze
nefroblastomy s pfiznivou histologii, zatimco my vSechny nefroblastomy vcetné
anaplastickych, které jsou povazovany za nefroblastomy vysokého rizika (Delemarre et al.

1996)
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Zisk 1qg byva casto v nefroblastomech nalezen spolecné s jednou z nasledujicich
zmén, delece 1p nebo delece 16q, coZ poukazuje na moznost jeho vzniku. Bud napfiklad
nebalancovanou translokaci mezi 1q a 16g nebo jako izochromozom 1q nebo ring
chromozom 1. (Kaneko et al. 1983; Bown et al. 2002) To jsme potvrdili i v nasi kohorté
pacientd. Spolecny vyskyt zisku 1q a delece 1p byl zaznamenan u 4 pacientd, spole¢ny
vyskyt zisku 1q s deleci 16g u 2 pacientl a vSechny tfi zmény jsme zachytili u 4 pacientd.
Pouze u 5 pacientll se ziskem 1qg nebyla pfitomna Zadna z téchto zmén, coZ znamena, Ze
musel vzniknout napf. translokaci s jinym chromozomem, jako ve studii Gratias et al.

(2013).

Dale jsme zaznamenali vysoky vyskyt i dalSich zmén, které nebyvaji typicky
spojovany s nefroblastomem. U vice nez 20 % pacientl jsme nalezli naptiklad deleci 17q
(31,8 %), zisk Xqg (29,6 %), deleci 7p (25 %), nebo deleci 22q (25 %). Deleci 22q nalezli
Bown et al. (2002) ve své studii pouze v 6,6 % nefroblastomd, i presto, Ze v ni byli zahrnuti
i pacienti s anaplastickym typem nefroblastomu, se kterym je delece 22qg asociovana.
Tuto asociaci zjistili Klamt et al. (1998) a potvrdili jsme ji i my (p = 0,007), pficemz byla
pfitomna ve vSech 4 nefrobastomech anaplastického typu. Dale jsme potvrdili asociaci
delece 229 s vyssim vékem pacientl v dobé diagnozy (p = 0,02), stejné jako Spreafico et
al. (2013). V této studii byla delece 22q statisticky vyznamné spojena s vékem v dobé
diagndzy vyssim nezZ 2 roky, podobné vysledky jsme méli i my (median pacientl s deleci

22q byl 55 mésict a beze zmény 31 mésica).

Zavislost delece 22q s vysSim vékem v dobé diagndzy a s anaplastickym typem
nefroblastom( nebyla jedinou statisticky vyznamnou asociaci, kterou jsme zaznamenali.
S vyssim vékem byla asociovdna i delece 7p (p = 0,003), u divek se castéji vyskytovaly
delece 13q (p = 0,025), delece 22q (p = 0,046) a delece Xq (p = 0,011) a u chlapcl zisk Xq
(p = 0,009), s anaplastickym typem byla spojena také delece 17q (p = 0,006). Abychom
mohli ovéfit platnost signifikance téchto asociaci (zda nejde pouze o nahody, jelikoz je

zatim nikdo nepublikoval), bylo by tfeba provést testy s vyssim poctem pacientd.

Co je zajimavé, nepotvrdili jsme v naSem vzorku pacientd asociaci zisku genu
MYCN a delece genu TP53 s anaplastickym typem, jako je tomu v jinych studiich (Williams
et al. 2015; Jadali et al. 2011). Avsak pro deleci TP53 byly vysledky témér signifikantni (p =
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0,076) a pro zisk genu MYCN byla také p — hodnota nizsi (p = 0,147). V nékterych studiich
je vyskyt téchto zmén uvadén pouze v anaplastickych nefroblastomech (Bardeesy et al.

1994), ovSsem u nas se vyskytovaly i v nddorech jiného histologického typu.

Ve druhé casti prace jsme porovnavali vysledky obou pouzitych metod (MLPA
a SNP array), abychom mohli urcit jejich shodu, a to v zavislosti na tom, zda byly dané

zmény shodné zachyceny obéma metodami nebo pouze jednou z nich.

Vysledkem bylo, Ze metody se shodovaly v 95,8 %. Ve zbylych 4,2 % (coz bylo ve 22
pfipadech) se rozchazely a signifikantné jsme potvrdili jejich neshodu (p = 0,0028).
Metoda SNP array se ukazala jako citlivéjSi metoda, pomoci niz jsme zaznamenali velké
mnozstvi zmén (v 18 pripadech), které MLPA nezachytila nebo ani nebyla schopna je
zachytit. V nékterych pripadech se chromozomalni zmény nachazely v mistech, do kterych
se nevaze zadna z MLPA sond, ale ostatni zmény by méla MLPA zaznamenat. Jednim
z dlvodd, pro¢ tomu tak neni, by mohlo byt vysoké mnozZstvi zdravych bunék ve vzorku,
postradajicich danou zménu, coz by vedlo ktomu, Ze rozdil mezi vySkami vrchol(
v elektroforeogramech mezi kontrolnim a vySetfovanym vzorkem by nebyl dostatecny

k tomu, aby byl vyhodnocen jako chromozomalni zména.

Jen ve 4 pripadech byla zména zachycena pouze pomoci MLPA, zatimco SNP array
ji nezaznamenal. Tady je napfiklad moziné, Ze zmény byly velmi kratké (desitky nebo
stovky bp), ale zrovna v misté, kam nasedd nékterd z MLPA préb a MLPA je proto
zaznamenala. V dané oblasti vSak mohlo byt pfitomno velmi malo SNP vyuZivanych

metodou SNP array (nebo zadné) a proto to programem nebylo vyhodnoceno jako zména.

Poslednim cilem bylo prokazat intratumorovou heterogenitu v pfitomnych
chromozomalnich zméndach na zadkladé odebrani 3 vzork( tkané z jednoho nefroblastomu
a porovnani vysledk( vySetreni téchto vzork(l u kaZdého pacienta. Intratumorovou

heterogenitu v chromozomalnich zménach jsme sledovali u 14 pacient(.

Podrobnéjsi vyzkum heterogenity je dllezity ze dvou rlznych divodl, a to
z klinického hlediska, ale ibiologického. Ztoho biologického Ize diky heterogenité
chromozomadlnich zmén v tumoru pochopit nékteré evoluéni drahy ucastnici se vyvoje

nadoru a zjistit, které z téchto zmén mohou byt zodpovédné za pocatek tumorigeneze.
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Zatim nebylo zverejnéno mnoho studii vénujicich se tomuto tématu. Podle Wegert
et al. (2009) je delece genu WTX zménou, kterd vznikd az v pozdéjsi fazi vyvoje
nefroblastomu, stejné tak delece genu TP53 (Wegert et al. 2017) a zisk 1q (Cresswell et al.
2016). To jsme pro vSechny tfi zmény potvrdili. Deleci genu WTX jsme zaznamenali u
jednoho pacienta pouze v jednom vzorku. Zisk 1q byl pfitomen v heterogennim stavu u 3
ze 7 pacientd s touto zménou (ve dvou pfipadech jen ve dvou vzorcich a ve tretim

v jednom vzorku).

Deleci genu TP53 jsme nalezli u dvou pacientd, z toho u jednoho jako heterogenni
zménu (v jednom vzorku). Stejné jako Wegert et al. (2017) jsme zaznamenali deleci genu
TP53 v jiné nez anaplastické ¢dasti tumoru. Zména byla pfitomna ve vzorku odebraném
z trifazické casti a naopak ve vzorku s anaplastickymi burfikami chybéla. Tady se nabizi
otazka, zda neni moiné, Ze by se pozdéji béhem vyvoje, pokud by pacient nebyl lé¢en,
vyvinula tato ¢ast tumoru také v anaplasticky. Pfedpoklada se, Ze k tomu mizZe dojit
porusenim funkce tohoto genu (Al-hussain et al. 2014; Bardeesy et al. 1995). Je tedy
mozné, ze v anaplastické ¢asti tumoru, kde jsme nezachytili deleci genu TP53, mohla byt
pfitomna jina zména, ktera by méla na spravnou funkci genu vliv, napf. balancovand

translokace.

Naopak LOH ve formé uniparentalni dizomie (UPD) v oblasti 11p15 byla doposud
povaZzovana za zménu vznikajici na pocéatku vyvoje tumoru a vedouci k tumorigenezi,
jelikoz byla nalezena u pacientl pouze v homogennim stavu (Cresswell et al. 2016). To se
zda pravdépodobné i vzhledem k tomu, Ze déti s Beckwith-Wiedemannovym syndromem,
ktery je zplsoben u 20 % nemocnych pfitomnosti paterndlni UPD (pUPD) 11p15 jako
germinalni zmény, jsou nachylnéjsi ke vzniku nefroblastomu. My jsme vSak tuto
domnénku v nasi praci vyvratili. pUPD 11p15 jsme zaznamenali jako heterogenni zménu,
ktera byla pfitomna pouze ve dvou vzorcich ze tfi dokonce u dvou rliznych pacientl (¢. 6 a

¢. 9).

Z nasi prace vyplyva, ze pUPD 11p15 se mlZe u nefroblastom( uplatiiovat i
v pozdéjsSim stadiu vyvoje tumoru a nemusi byt pouze drift mutaci, jak se doposud
myslelo. Tuto skuteénost jsme prokazali u nefroblastomu zatim jako jedini, ale vzhledem

k tomu, Ze jsme ji prokazali u dvou pacientli a dvéma nezdavislymi metodami, je tento
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nalez jednoznacny. V dalsi praci se zaméfime na prikaz moznych drift mutaci u téchto

pacientu.

V homogennim stavu jsme zaznamenali pouze LOH 2p a 19q, trizomii 3. a 6.
chromozomu, deleci 7q a zisky 14q, 15p a 16p. Ovsem vSechny tyto zmény byly pfitomny
pouze u jednoho nebo dvou pacientl. Proto z toho nelze odvodit, Ze jsou to zmény
obecné vznikajici na pocatku tumorigeneze, protoze by jejich homogenni stav mohl byt
pouze nahodou a pfi vétsSim poctu pacientd by mohly byt pfitomny i v heterogennim

stavu.

Co se tyce klinického hlediska, jsou vyznamné prfedevsim chromozomalni zmény,
které jsou prognostickymi faktory. Prikladem takové zmény je zisk 1q, ktery byl potvrzen
jako heterogenni ve studii Cresswell et al. 2016. Ti odebirali také 3 vzorky tkané z jednoho
nefroblastomu. V pfipadech, kdy je odebran a vysetfen na pfitomnost chromozomalnich

zmén pouze jeden vzorek, mliZze byt zména snadno prehlédnuta.

Vzhledem k heterogenité pfitomnych chromozomadlnich zmén, vcetné téch
prognostickych (napf. zisk 1q, zisk genu MYCN, delece 17p (gen TP53)), Ize usuzovat, Ze je
nutné vysSetfeni tumoru z vice mist. Klinicky vyznam téchto vySetfeni vSak musi byt
posouzen v multicentrické studii (za Gcasti vétSiho mnoZstvi pracovist). Vzhledem
k Cetnosti nefroblastomu a vyskytu chromozomalnich zmén neni mozné takovouto studii

provést na jednom pracovisti.
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7. Zaver

Vtéto praci jsme se vénovali chromozomdlnim zménam pfitomnym
v nefroblastomech. Dali jsme si za cil prokazat jejich heterogenni stav v nefroblastomu,
k ¢emuz jsme vyuzili tumory, ze kterych byli odebrany tfi vzorky tkdané z rGznych mist.
Dale jsme se zaméfili na asociace chromozomalnich zmén s klinickymi udaji pacientd.
Pritomné chromozomalni zmény jsme vySetfovali dvéma metodami (SNP array a MLPA),

u kterych jsme urcili shodu ve vysledcich.

Co se tyce srovnani metod, pfiblizné ve 4 % pripadl se vysledky z nich
neshodovaly, pficemz ve vétsiné pripadl byla zména zachycena pouze metodou SNP
array. Vzhledem k naSim vysledklim tedy doporucujeme v klinické praxi vyuzivat SNP
array, pokud je to finan¢né mozné. Je sice nakladnéjsi, ale protoZe je schopna vysetfit
najednou cely genom, dokdZe na rozdil od MLPA zachytit i kratké zmény, které vznikaji
v oblastech mezi nasedanim MLPA préb, a vysSetfit i zbylé oblasti, do kterych MLPA neni
navrzena vlbec. | presto je vsak stdle vhodné doplnit vySetfeni i o metodu MLPA
vzhledem k tomu, Ze v nékolika vzorcich jsme pomoci ni zachytili zménu, kterou SNP array
nezaznamenal. Jednu z nasich hypotéz, ze vysledky obou metod se budou ve sledovanych

znacich shodovat, jsme tedy nepotvrdili.

Potvrdili jsme vSak druhou hypotézu o intratumorové heterogenité v pfitomnych
chromozomalnich zménach, jelikoZz jsme nasli velké mnozstvi deleci, ziskd a LOH, které
byly v nefroblastomech v heterogennim stavu. Jednou z takovych zmén byla pUPD 11p15.
Nalezem heterogenity v této zméné jsme zamitli teorii dosud uvadénou v literature, Ze
vznika na pocatku vyvoje nefroblastomu. V budoucnu se budeme touto zménou blize
zabyvat. Na zakladé naSich vysledkd jsme také dosli k nadzoru, Ze je vhodné odebirat

a vySetrovat vétsi mnozstvi vzorkd z rliznych oblasti nefroblastomu.

Dale se nam podafilo potvrdit asociaci delece 229 s vy$sim vékem v dobé diagndzy
a anaplastickym typem nefroblastomu, o kterych je zminka i v literatufe. Naopak
souvislost zisku MYCN a delece genu TP53, které jsou také spojovany s anaplastickym
typem, jsme neprokdzali. To vS8ak mlze souviset s nizkym poctem pacientd. V budoucnu
by bylo vhodné ovéfit ostatni asociace, které ndm vysly statisticky vyznamné, az budeme

mit k dispozici vice pacientd, abychom mohli vyloucit ndhodnost téchto zavislosti.
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Podafilo se nam splnit vSechny cile, které jsme si pro tuto praci zadali. Co se tyce

hypotéz, potvrdili jsme pouze jednu z nich, zatimco druhu jsme zamitli.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ABCA4

AMER1

APC
ATP
BCL9
bp
BWS
CDH1

CHD5

CLL
CoG
DDS
DNA
EFS

FANCA

GRCh37

H19

HMGCS2

IC1

IC2

IGF2

IRF6

gen ATP-binding cassette, subfamily A, member 4; ATP vazajici
transportér, podrodina A, ¢len 4

gen APC membrane recruitment protein; membranovy protein 1
pfijimajici APC

protein adematous polyposis coli; adenomatdzni polypdza coli
adenozintrifosfat

gen B-cell CLL/lymphoma 9; CLL/lymfom b-lymfocytl 9

pary bazi

Beckwith-Wiedemanniv syndrom

gen cadherin 1

gen chromodomain helicase DNA binding protein 5; DNA vazajici protein
s chromodoménou a helikdzovou doménou 5

chronic lymphocytic leukemia; chronicka lymfocytarni leukémie
Children’s Oncology Group; détska onkologicka skupina

Denys-Drashiv syndrom

deoxyribonucleic acid ; deoxyribonukleova kyselina

event-free survival; preziti bez udalosti

gen Fanconi anemia complementation group A; Fanconiho anémie
komplementacni skupina A

Genome Reference Consortium Human Build 37; konsorcium referenecni
mapy genomu ¢lovéka 37

gen imprinted maternally expressed transcript; imprintovany maternalné
exprimovany transkript

gen 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2; 3-hydroxy-3-
metylglutaryl-koenzym A syntdza 2

imprintované centrum 1

imprintované centrum 2

gen insulin-like growth factor 2; inzulinu podobny rlstovy faktor 2

gen interferon regulatory factor 6; interferon regulacni faktor 6
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KcNQ1

KipP2

KiISS1

LIT1

LOH

LOI
MFN2
MIR34A
MLPA
MLYCD
MPZ
MYC
MYCN

NCBI

NR

NWTSG

0s
p53
PAX6
PCR
pUPD
RFU
rpm
RTSG

SALL1

gen potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1; draselny
napétoveé fizeny kanal, podrodina Q ¢len 1

gen cyclin-dependent kinase inhibitor 1C; cyklin-dependentni kinazovy
inhibitor 1C

gen KiSS-1 metastasis suppressor; KiSS-1 metastaticky supresor

gen KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1; transkript 1 opacného
vldkna KCNQ1

loss of heterozigosity; ztrata heterozigozity

loss of imprinting; ztrata imprintingu

gen mitofusin 2

gen micro RNA 34A

multiplex ligation probe amplification; mnohondsobnd liga¢ni amplifikace
gen malonyl-CoA decarboxylase; malonyl-koenzym A dekarboxylaza
gen myelin protein zero; myelinovy protein nula

Myelocytomatosis

onkogen, ¢len MYC rodiny

National Center for Biotechnology Information; ndrodni centrum pro
biotechnologické informace

nephrogenic rests; nefrogenni zbytky

National Wilms Tumor Study Group; narodni skupina zabyvajici se
Wilmsovym tumorem

overall survival; celkové preziti

protein 53

gen paired box 6; obsahuijici tzv. parovy box

polymerase chain reaction; polymerdzova retézova reakce

paternalni uniparentalni dizomie

relative fluorescence unit; relativni fluorescenc¢ni jednotka

revolution per minute; otacky za minutu

Renal Tumour Study Group; skupina zabyvajici se nadory ledvin

gen sal-like 1; podobny genu sal drosophily 1
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SDCCAGS8 gen serologically defined colon cancer antigen 8; sérologicky definovany
antigen 8 rakoviny tracniku

SIOP International Society of Paediatric Oncology; mezinarodni spolecnost
pediatrické onkologie

SLC12A3 gen solute carrier family 12 member 3; transportér rozpusténych latek

(Na, Cl), rodina 12 ¢len 3

SNP single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfismus

TK2 gen thymidine kinase; thymydinova kindza

TNF tumor necrosis factor; faktor nadorové nekrézy

TNFRSF18 gen TNF receptor superfamily member 18; superrodina TNF receptoru,
¢len 18

TP53 gen tumor protein 53; tumorovy protein 53

UPD uniparentalni dizomie

WAGR Wilmsuav tumor-aniridie-genitalni anomalie-retardace syndrom

wnt Wingless/Int-1

WNT4 gen Wnt family member 4; ¢len 4 rodiny wnt

wr1 gen wilms(v tumor 1

WT1 oblast wilmsGv tumor 1

WT2 oblast wilms(v tumor 2

WTX gen wilms(v tumor na X chromosomu

Xg nasobky g (gravitac¢niho zrychleni zemé)
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10. Ptilohy

Tab. 25: Pfehled vSech zmén nalezenych u 44 pacientl

Vtabulce jsou uvedeny zmény (zisky a delece) nalezené na krdatkych a dlouhych
raménkdch jednotlivych chromozom(. U kaZdé zmény je zaznamendn pocet pacientd,
u kterych byla dand zména nalezena a jejich procentudini podil ze vsech 44 pacientd.

Barevné jsou vyznaceny zmény, které se vyskytovaly u vice neZ 20 % pacientd.

Kratké raménko (p) Dlouhé raménko (q)
Chromozom | Zména Procentualni Procentualni
Pocet pacientl | podil ze vSech Pocet pacientl | podil ze vSech
pacientl (%) pacientl (%)
Zisk 3 6,82 14 31,82
1 Delece 9 20,45 4 9,09
Zisk 9 20,45 3 6,82
2 Delece 3 6,82 3 6,82
Zisk 3 6,82 5 11,36
3 Delece 5 11,36 3 6,82
Zisk 5 11,36 2 4,55
4 Delece 4 9,09 9 20,45
Zisk 5 11,36 0 0,00
5 Delece 1 2,27 4 9,09
Zisk 7 15,91 5 11,36
6 Delece 1 2,27 3 6,82
Zisk 4 9,09 10 22,73
7 Delece 11 25,00 3 6,82
Zisk 7 15,91 8 18,18
8 Delece 2 4,55 1 2,27
Zisk 3 6,82 5 11,36
9 Delece 4 9,09 5 11,36
Zisk 1 2,27 5 11,36
10 Delece 3 6,82 3 6,82
Zisk 1 2,27 3 6,82
11 Delece 9 20,45 6 13,64
Zisk 9 20,45 10 22,73
12 Delece 3 6,82 1 2,27
Zisk 0 0,00 7 15,91
13 Delece 0 0,00 6 13,64
Zisk 0 0,00 3 6,82
14 Delece 0 0,00 9 20,45
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Zisk 0 0,00 4 9,09
15 Delece 0 0,00 4 9,09
Zisk 5 11,36 2 4,55
16 Delece 9 20,45 11 25,00
Zisk 0 0,00 8 18,18
17 Delece 8 18,18 14 31,82
Zisk 3 6,82 3 6,82
18 Delece 3 6,82 4 9,09
Zisk 1 2,27 3 6,82
19 Delece 4 9,09 2 4,55
Zisk 2 4,55 6 13,64
20 Delece 3 6,82 1 2,27
Zisk 0 0,00 3 6,82
21 Delece 0 0,00 5 11,36
Zisk 0 0,00 7 15,91
22 Delece 0 0,00 11 25,00
Zisk 6 13,64 13 29,55
X Delece 5 11,36 5 11,36
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Graf 7: Grafické znazornéni vSech zmén nalezenych u 44 pacienti
Na vodorovné ose jsou uvedeny oblasti chromozom (kratkd raménka — p a dlouhd raménka — q), na svislé ose relativni ¢etnosti (v %). Zelené
jsou zndzornény zisky a Cervené delece. Tmavsim odstinem barvy  jsou odlisena kratka raménka.
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Tab. 26: Asociace s vékem v dobé diagndézy
V tabulce jsou uvedeny vysledné p - hodnoty pro asociaci deleci a ziski vSech chromozom(i
s vékem pacienta v dobé diagndzy. Zelené jsou zvyraznény zmény, u kterych vysla statisticky

vyznamnd zavislost.

p - hodnota
Chromozom Kratké raménko (p) Dlouhé raménko (q)
Zisk Delece Zisk Delece
1 X 0,753 0,375 0,595
2 0,160 0,087 1,000 0,725
3 0,299 0,311 0,641 0,792
4 0,886 0,261 1,000 0,665
5 0,641 1,000 X 0,679
6 0,374 0,414 0,622 0,069
7 0,119 0,003 0,160 0,256
8 0,660 0,152 0,988 1,000
9 0,345 0,465 0,143 1,000
10 1,000 0,321 0,517 0,069
11 1,000 0,587 0,692 0,083
12 0,793 0,692 0,979 1,000
13 X X 0,216 0,514
14 X 1,000 0,104 0,606
15 X X 0,768 0,256
16 0,802 0,747 0,647 0,248
17 1,000 0,870 0,548 0,979
18 0,258 0,321 0,258 0,165
19 1,000 0,953 0,476 0,330
20 0,888 0,965 0,880 1,000
21 X X 0,692 0,590
22 X X 0,802 0,020
X 0,605 0,223 0,899 0,228
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Tab. 27: Asociace s pohlavim
V tabulce jsou uvedeny vysledné p - hodnoty pro asociaci deleci a ziski vSech chromozom(i

s pohlavim pacienta. Zelené jsou zvyraznény zmény, pro které vysla statisticky vyznamnd

zavislost.
p - hodnota
Chromozom Kratké raménko (p) Dlouhé raménko (q)
Zisk Delece Zisk Delece
1 X 1 1 0,614
2 0,734 0,239 0,455 1
3 1 1 1 0,086
4 0,356 0,356 1 0,71
5 0,356 1 X 0,614
6 1 0,493 0,316 0,086
7 0,614 0,294 0,734 0,316
8 0,217 1 0,436 1
9 0,583 0,614 0,646 0,356
10 0,455 1 0,646 1
11 0,455 0,471 0,239 0,614
12 0,472 1 0,509 1
13 X X 1 0,025
14 X 0,455 0,493 0,477
15 X X 1 1
16 0,646 0,356 1 1
17 0,455 0,71 0,71 1
18 1 0,583 1 0,316
19 0,455 0,614 0,583 0,493
20 1 1 1 1
21 X X 0,086 1
22 X X 1 0,0445
X 1 1 0,009 0,011
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Tab. 28: Asociace s histologickym typem nadoru
V tabulce jsou uvedeny vysledné p - hodnoty pro asociaci deleci a ziski vSech chromozom(i
s histologickym typem nefroblastomi. Zelené jsou zvyraznény zmény, pro které vysla

statisticky vyznamnd zdvislost.

p - hodnota
Chromozom Kratké raménko (p) Dlouhé raménko (q)
Zisk Delece Zisk Delece
1 X 0,535 0,959 0,809
2 0,222 0,389 0,377 0,107
3 0,422 0,231 0,177 0,800
4 0,087 0,759 0,377 0,897
5 0,759 0,377 X 0,256
6 0,540 0,489 0,292 0,337
7 0,109 0,851 0,994 0,292
8 0,703 0,647 0,373 0,885
9 0,800 0,658 0,736 0,759
10 0,885 0,935 0,705 0,918
11 0,904 0,807 0,107 0,292
12 0,994 0,800 0,827 0,377
13 X X 0,916 0,296
14 X 0,904 0,993 0,155
15 X X 0,292 0,109
16 0,298 0,705 0,605 0,737
17 0,885 0,076 0,102 0,006
18 0,383 0,102 0,383 0,787
19 0,885 0,256 0,935 0,507
20 0,165 0,422 0,905 0,904
21 X X 0,800 0,659
22 X X 0,935 0,007
X 0,416 0,099 0,973 0,916
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Tab. 29: Asociace se stadiem onemocnéni
V tabulce jsou uvedeny vysledné p - hodnoty pro asociaci deleci a ziskt vSech chromozom( se

stddiem onemocnéni. Statisticky vyznamnda asociace nevysla pro Zddnou zmén.

p - hodnota
Chromozom Kratké raménko (p) Dlouhé raménko (q)
Zisk Delece Zisk Delece
1 X 0,419 0,094 0,340
2 0,962 0,944 0,919 0,408
3 0,478 0,169 0,320 0,944
4 0,221 0,764 0,919 0,401
5 0,256 0,919 X 0,340
6 0,583 0,948 0,073 0,944
7 0,779 0,359 0,452 0,469
8 0,591 0,248 0,554 0,919
9 0,105 0,340 0,560 0,764
10 0,919 0,633 0,481 0,944
11 0,234 0,366 0,944 0,752
12 0,243 0,470 0,419 0,919
13 X X 0,458 0,817
14 X 0,234 0,948 0,218
15 X X 0,779 0,086
16 0,206 0,672 0,948 0,702
17 0,919 0,873 0,587 0,291
18 0,408 0,944 0,408 0,779
19 0,919 0,291 0,314 0,699
20 0,188 0,478 0,637 0,625
21 X X 0,609 0,791
22 X X 0,838 0,464
X 0,724 0,840 0,512 0,537
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Tab. 30: Shoda MLPA a SNP array u vSech vzorku

V tabulce je uvedeno, u kterych zmén se jednotlivé vzorky shodovaly a u kterych ne.

Posledni sloupec udadvd, u kterych vzorkt se obé metody shodovaly ve vsech pozorovanych

zméndch.
Shoda
Cislo . Delece Celkova
vzorku |Delece 1p | Zisk 1q Zisk Delece | Delece 17p LG shoda
NMYC |WT1 169 WTX
(TP53)
1 ano ano ano ano ano ano ano ANO
2 ano ano ano ano ano ano ano ANO
3 ano ano ano ano ano ano ano ANO
4 ano ano ano ano ano ano ano ANO
5 ne ano ne ano ano ano ne NE
6 ano ne ano ano ne ano ano NE
7 ano ano ano ano ano ano ano ANO
8 ano ano ano ano ano ano ano ANO
9 ano ano ne ano ano ano ano NE
10 ano ano ano ano ano ano ano ANO
11 ano ano ano ano ano ano ano ANO
12 ano ano ano ano ano ano ano ANO
13 ano ano ano ano ano ano ano ANO
14 ano ano ano ano ano ano ano ANO
15 ano ano ano ano ano ano ano ANO
16 ano ne ano ano ano ano ano NE
17 ano ano ano ano ano ano ano ANO
18 ano ano ano ano ano ano ano ANO
19 ano ano ano ano ano ano ano ANO
20 ano ano ano ano ano ano ano ANO
21 ano ano ano ano ano ano ano ANO
22 ano ano ano ano ne ano ano NE
23 ano ano ano ano ano ano ano ANO
24 ano ano ano ano ano ano ano ANO
25 ano ano ano ano ano ano ano ANO
26 ano ano ano ano ano ano ano ANO
27 ano ano ano ano ano ano ano ANO
28 ano ano ano ne ano ano ano NE
29 ano ano ano ano ano ano ano ANO
30 ano ano ano ano ano ano ano ANO
31 ano ne ano ano ano ano ano NE
32 ano ano ne ano ano ano ano NE
33 ano ano ano ano ano ano ano ANO
34 ano ano ano ano ano ano ano ANO
35 ano ano ano ano ano ano ano ANO
36 ano ano ano ano ano ano ano ANO
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37 ano ano ano ano ano ano ano ANO
38 ano ano ano ano ne ano ano NE
39 ano ano ano ano ano ano ano ANO
40 ano ano ano ano ano ano ano ANO
41 ano ano ano ano ano ano ano ANO
42 ano ano ano ano ano ano ano ANO
43 ano ano ano ano ano ano ano ANO
44 ano ano ne ano ano ano ano NE
45 ne ano ano ano ano ano ano NE
46 ano ano ano ano ano ano ano ANO
47 ano ano ano ano ano ano ano ANO
48 ne ano ano ano ano ano ano NE
49 ano ano ano ano ano ano ano ANO
50 ano ano ano ano ano ano ano ANO
51 ano ano ano ano ano ano ano ANO
52 ano ano ano ano ano ano ano ANO
53 ano ne ano ano ano ano ano NE
54 ano ano ano ano ano ano ano ANO
55 ano ano ano ano ano ano ano ANO
56 ano ano ano ano ano ano ano ANO
57 ano ano ano ano ano ano ano ANO
58 ano ano ano ano ano ano ano ANO
59 ano ano ano ano ano ano ano ANO
60 ano ano ano ano ano ano ano ANO
61 ano ano ano ano ano ano ano ANO
62 ano ano ano ano ano ano ano ANO
63 ano ano ano ano ano ano ano ANO
64 ano ano ano ano ano ano ano ANO
65 ne ano ano ano ano ano ano NE
66 ano ano ano ano ano ano ano ANO
67 ano ano ano ano ano ano ano ANO
68 ano ano ano ano ano ano ano ANO
69 ano ne ano ano ne ano ano NE
70 ano ano ano ano ano ano ne ANO
71 ano ano ano ano ano ano ano ANO
72 ano ano ne ano ano ne ano NE
73 ano ano ano ano ano ano ano ANO
74 ano ano ano ano ano ano ano ANO
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