UNIVERZITA KARLOVA V PRALZE
Prirodovédeckd fakulta

Katedra Antropologie a genetiky Cloveka

GENETICKE FAKTORY REZISTENCE
VUCI CHEMOTERAPH A KLINICKE CHARAKTERISTIKY

NADORU PRSU

GENETIC FACTORS OF RESISTANCE TO CHEMOTHERAPY

AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF BREAST TUMORS
DIPLOMOVA PRACE

Autor: Bc. Tereza Kunicka
Skolitel: RNDr. Pavel Soucek, CSc.

Praha 2011



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem svou zfre¢nou praci vypracovala samostata Ze jsem
pouzila jen prameny uvedené v seznamu literatugto Torace, ani jeji podstatrigast

nebyla pedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademickitu.

V Praze dne 26. 8. 2011 Podpis



Podékovani

Na tomto mist bych rdda potkovala mému Skoliteli RNDr. Pavlu Sgkovi, Csc.
za odborné vedeni mé diplomové pracitgisky gistup, poditné gipominky a rady.
Muj velky dik pati MUDr. Beatrici Mohelnikové-Duchmve, RNDr. Radce Vaclavikove,
PhD. a Ing. lvoa Hlavaté za vedeniip laboratorni ¢innosti, velmi vsticny gristup
a za velké mnoZzstvi cennych rad poskytnutyitlvypracovani této prace. Dale bychaat
podikovat také vSem ostatnigienaim laboratdée Toxikogenomiky Statniho zdravotniho
Gstavu za ochotu a pomoti feSeni problérin

Dale bych chila podkovat kolektivu Iék&i a sester vedenému
prim. MUDr. Vaclavem Pechou z Medicon, a.s. zarslkzorki a klinicko-patologickych
dat pacientek. Ekuji také vSem pacientkam za dehi jejich informovaného souhlasu
se z@azenim do studie a tim umai samotné studie.

Osobré bych pak rada p@é#tovala vSem, mé rodéna mym gatelim za psychickou
podporu i gramatickou pomodisepisovani této prace a celkaa podporu § studiu.

Tato prace byla podpena granty IGA 9799-4, IGA 9803-4, GR 301/09/0362.



(@] 0157 | o [P OPPPP PP PPPPPPPRI 3
Seznam POUZILYCN ZKIAtEK .........uuiiiiiiiitaeeeee e e e e eeee s e e e e e eeeseeseennnneaeeeeeees 5
ADSTIAKL. ... et a e e e e e e e e e eeeareraana 8
0 1Yo OSSOSO 10
2 O 11 o] = Lo > USRS 11
3 LIter&rni PENIEM ......ovveeeeiiiiiiiiie e e ——— 12
G TNt R €= Tox T (o0 ¢ 1 o] 651U RS 12
3.1.1  VySKyt KArCiNOMU PrSU........uuuueeecmmmmmeeeaeeeeeeeeeeseeeeeennnsnnnnnneeeaas 12
3.1.2 Rizikoveé faktory vzniku KarCinOmu ProUm...oeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiininnnnn, 14
3.1.3  KINICKE PIZNAKY.......ccoeiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 17
3.1.4  L€ba KarCiNOMU PIrSU........uuuuurriiiiiiireeesieeeaanreeeeeeaaeaaeesssssassnnnssnsnnnnes 21
3.1.4.1 ChemOterapi€ .....ccceuuuuuuuuunnimmmmmmmeseeeeeeeeeeeeeeeeeeenennenn s 22
3.1.4.2 HOrmONAINT E0a........ceeviiiiiiiiiiieie e s 23
3.1.4.3 Cilend molekularniclga ... e 26
3.2 LEKOVA MEZISTEINCE ...uvvvveeeeeieeeees s ettt aaaaaeaaaaeseassasssssasbbebssaeeaaaeesssennnns 27
3.3 ABC trANSPOITEIY .ttt ettt e e e e e e e e aeeeesssasssnssnbbbbbesaeeaaaeeeseaaanns 29
ICTRC T A\ = 1 O @3 M = 1 1] oo 4 (] 30
3.2.2.1 Struktura ABCCL.......oooiiiiiceeeee ettt 32
3.2.2.2 FUNKCE ABCCL...ccoiiiii ettt 33
3.2.2.3 Geneticka variabiliBBCCL...........cccccvvriiiiiiiiiiiiiieeeeeeeennn 4.3
3.2.2.4 EXPreSBBCCL.......uuviiiieiiiiiiiieee et 37
O \V = 1= g = L= 1 =2 o Lo | 39
Ot & 4111 £ = SO 39
A O 01T 011 2¢= = RS PTPP 40
G TS To U o o T g o T T [ 1| PSRRI 41
4.3.1 Kilinicko-patologické Udaje pacientek ...........ccceeeeeveiieeieeeiinieieeeninnns 41
4.3.2 Informovany souhlas pacienta ...........cccccuvviiiriiiiiiiiiieeeeeeeee e 43
4.4 1z0lace RNA Z tKaN........coi it e e e e e 43
4.5 1zolace DNA Z MEZITAZE ..ot 44
4.6 1Z01aCe DNA Z KIVE oottt 44



5

4.7 Horizontalni elektroforéza na agar6zovenugel.............ccooooieiiiiiiiiiinieneennn. 45

4.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace...........ccccceeeeeeeeeiiiiiciinnnnee, 45.
4.9  SYNEZA CDNA ... e e e e e e e e e e et ————————————_ a7
4.10 Owteni kvality cDNA pomocCi PCR .......coooviiiiiieeeeee e a7
4.11 Relativni kvantifikace genové exprese pOmMBRICR ...........ccccvvveeeeeeiiiieeeeeenn. 48
4.12 Genotypizace ABCC1 - stanoveni SNPS.......ccccccviiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 52
4.12.1 HRM @NAlYZaA ....ccooiiiiiee et 52
4.12.2  SEKVENOVANI ....cciiiiiiiiiiiiiii ettt 53
4.13 StatiStCKA @NAIYZA.........uuuureeees e e e e e e aeaaeeeeeeeseeseseseeeeeeees 57
[TV [ To |4V 58
5.1 Charakteristika sledovaného souboru padiente.............cccevvvvvvvvvvivnnnnnnnn. 58

5.2 Preamplifikace vzotk cDNA nadorové a nenadorové tkam test dinnosti

PreamplifiKacCe ...t 58
5.3  VylErreferefnich gemli..........coooiiiiiiiiiiiie e 60
5.4 SEANOVENT EXPIESE .cevvvveiiirieiiiimmmmmmme e e e e e et e eeeeeaataaanr s s e e e e e e eaaeaenaaaaaaeaaeeeees 62
5.4.1 Hodnoceni rozdilexprese mezi nadorovou a zdravou tkani........ 63
5.5 GenotypizaCABCC L. ... .o e 65
5.5.1 Stanoveni SNPs pomoci Sekvenace ...........ccccvvvvvvivirieiiieiieennenn. 65
5.5.2 Stanoveni SNP rs2889517 pomoci HRM analyzy...................... 69
5.5.3 Celkové vysledky genotypizaBCCL..............cceevveveerevvnnnniiineeennn 70
5.6 Vysledky statistickyCh @nalyz.........ccceeeeeeiiiiiiiiiiiieiieeeecceeeeee e 71
5.6.1 Hodnoceni rozdilexprese mezi nadorovou a zdravou tkani.....72...
5.6.2 Korelace expregeBCC1s klinicko-patologickymi daty................... 72
5.6.3 Korelace genotypABCC1la Klinicko-patologickych dat.................. 73
5.6.4 Vztahy mezi genotypem pacientek a exgk8&ECl.............cceeeeee. 73
DISKUZE ..ottt ettt s e e e e e e e e e e e e e e ettt eeeee et et e et e benbn e e e as 75
6.1 Sledovani exprese gefiBCCL..........cccviiiiiiiiiiiiiiieee e 76
6.2 Genetickd variabilitABCCL..........cciviiiiiiiiiieii et 77
6.3 Analyzy vztath mezi genotypem a fenotypeABCC1la klinicko-patologickymi
0 =12 PPUPPPUUPPPPP 78
A T GO UPPUPPRUPPPRPRR 81
SezZNam POUZILE lIEIALUINY .......uueeeiimmmmme e e e eeeeeee et e e e e e e e e e e eesaaeeaeeeeeeeeenennns 82
= 110 V25 94



Seznam pouzitych zkratek

ABC
ALDP
AMK
ATP
BRCA

CAMP
CDA4+
cDNA
CEPH
CFTR

Cl
dNTP
EDTA
EGFR
EPHX1
ER
FAC
FAM
FSH

G

GSH
GSSG
GST
HapMap-CEU

HER

adenin (adenine)

ATP-vazajici kazeta (ATP-binding cassette)

protein adrenoleukodystrofie (adrenoleukddyshy protein)
aminokyselina

adenozintrifosfat (adenosintriphosphat)

rakovina prsu (breast cancer)

cytozin (cytosine)

cyklicky adenozin monofosfat (cyclic adem@smonophosphate)
glykoprotein povrchu imunitnich btkn(cluster of differentiation 4)
komplementarni DNA (deoxyribonukleova kysel)

The Centre d"Etude du Polymorphisme Humain

gen/protein cystickeé fibrozy (cystic fiboresiansmembrane
conductance regulator)

interval spolehlivosti (confidence interval)
deoxyribonukleotidtrifosfat (deoxyribonudiele triphosphate)
etylendiamintetraoctova kyselina (ethylermadinetetraacetic acid)
receptor praistovy faktor (epidermal growth factor receptor)
epoxid hydrolaza (epoxide hydrolase 1)

estrogenovy receptor

fluorouracil, doxorubicin, cyklofosfamid

fosforamidit

folikuly stimulujici hormon (follicle-stimutang hormone)

guanin (guanine)

glutathion (redukovanéa forma)

glutathion disulfid (oxidovana forma)

glutathion-S-transferaza (glutathionegferase)

Haplotype Mapping Project - Utah restdevith Northern and
Western European ancestry from the CEPH collection

receptor pro lidsky epidermalnistovy faktor (human epidermal

growth factor receptor)



HRM
ICD

KsEDTA
LH

LT,
LTC,
MDR
MRNA
MRP
NAD(P)H
NBD
NCBI
NF voda
NSCLC
NQO1

OR

P

PCR
PgP
PgR (PR)
rtPCR
SCLC
SG

SNP
SUR

T
TAMRA
TBE pufr
TE pufr
TMD

vysoce tinné tani (high resolution melting)

mezinarodni klasifikace nemoci a souvisefiddravotnich
problémi (International Classification of Diseases and Rela
Health Problems)

tri-draselnd & kyseliny etylendiamintetraoctove

luteiniz&ni hormon (luteinizing hormone)

levotyroxin

leukotrien C4

mnoha@etna Iékova rezistence (multidrug resistance)
mediatorova ribonukleova kyselina (messemipemucleic acid)
protein mnohtetné lekoveé rezistence (multidrug resistance pmptei
redukovany nikotinamid adenin dinukleotsfat

doména vazajici nukleotid (nucleotide lmgddomain)
National Center of Biotechnology Information

voda bez nukleaz

nemalobustny typ karcinomu plic (non-small-cell lung carcinam
NAD(P)H-chinon-oxidoreduktaza 1 (NAD(P)H gan
oxidoreductase 1)

odhad relativniho rizika (odds ratio)

pravdpodobnost (probability)

polymerazovéetzova reakce (polymerase chain reaction)
P-glykoprotein

progesteronovy receptor

PCR v realnénase (real-time PCR)

malobu&ny typ karcinomu plic (small-cell lung cancer)
konjugat glutathionu

jednonukleotidovy polymorfizmus (single natide polymorphism)
receptor sulfonylndoviny (sulfonyl urea receptor)

tymin (thymine)
tetrametylkarboxyrhodamin

Tris/Borat/EDTA pufr

Tris/EDTA pufr

transmembranova doména (transmembrane ddmai



TMH
TNM

Tris
uilCC
VEGF

transmembranova Sroubovice (transmembraiig)h

TNM klasifikace malignich tumdr(T=tumor, N=node
M=metastasis)

tris(hydroxymetyl)aminometan

Union of International Cancer Control

vaskularni endotelidlnistovy faktor (vascular endothelial growth

factor)



Abstrakt

Nadory prsu jsou n&qstjSimi malignitami postihujicimi Zenskou populadk ja nés,
tak i ve s¢té. Lé&ba tohoto onemoeni zahrnuje chirurgické odstram nadoru,
radioterapii, chemoterapii a ¢léu systémovou (hormonoterapii). V posledni &ob
se fristupuje i k cilené biologické té¢. Kazda pacientka vSak natlbdl reaguje jinak -
interindividualni variabilita v odpaydi na I&€bu je tudiZ vysoka.

Jednou z nejvyznamjsich pekazek usgsné chemoterapie je mnateina lékova
rezistence roultidrug resistance déle jen MDR). MDR¢asto souvisi se sniZzenou
intracelularni akumulaci protinadorovycliléa zvysenou expresi ABC transpotigako
je nag. nami studovany ABCC1. Tato rodina membranovyamdportnich protein
zahrnuje nejzna®si prostedniky MDR, pedevsim ABCB1, ABCC1l a ABCG2, které
pumpuji fizné typy I€iv ven z nadorovych bk, ¢imz vici nim zpasobuji rezistenci.

Hlavnim cilem této prace bylo stanoveni geneticlaiability genu ABCC1
u 191 pacientek s karcinomem prsu a stanoveni sexjole profii 30 pacientek
(ze souboru 191 pacientek, viz vysedeldéych pedoperané. Dale jsme se zabyvali vztahy
mezi genotypem, resp. fenotypem ABCC1 a prognogtickfaktory, resp. vysledkem
chemoterapie pacientek.

Genova exprese byladgiena u preamplifikovanych vzartkk DNA pomaoci real-time
PCR srelativni kvantifikaci a geneticka variahili{jednotlivé polymorfizmy) byla
stanovena pro&dnictvim gimé sekvenac& HRM analyzy.

Tato studie poskytla nahled na expresni profilyigr@ek s karcinomem prsu.
Podailo se identifikovat vSechny vybrané SNPs v ramgjviiznamjsi funkini domeény
(NBD1) genu ABCC1l Ze statistickych analyz navic vyplyva, Ze dikytalm mezi
polymorfismy a fenotypem ABCC1 mohou mit pacientkydilné aktivity enzymu a tim
i odliSné riziko vzniku nadoruipexpozici substrdm enzymu Bhem Zivota. Ochranna
alela tak niZze zpisobit pozdjSi ndstup onemogni.

Zawrem lze konstatovat, Ze se nam nepibolgprokazat vztah mezi fenotypem
a/nebo genotypemMMBCC1la (Einnosti chemoterapie, avSak identifikovali jsmeirnayvé
vztahy k progndze pacientek. Tyto vztahy bugéa o¥fit v nasledné cilené studii.

Klicova slova: karcinom prsu, chemoterapie, mnobméa |ékova rezistence,
jednonukleotidovy polymorfizmus, exprese, ATP-védajkazetovy transportér C1
(ABCC1), doména véazajici nukleotid 1(NBD1)



Abstract

Breast cancer is the most frequent malignancy inmem population both
in the Czech Republic and worldwide. Treatmenthed tlisease involves surgical removal
of the tumor, radiotherapy, chemotherapy and hoahdherapy. Recently, targeted
biological treatment is also approached. Each pateacts to the treatment individually
and thus high variability in response is common.

Multidrug resistance (MDR) presents one of the masiportant obstacles
to successful chemotherapy. MDR is often associat#fi a decreased intracellular
accumulation of anticancer drugs and an increagpcession of ABC transporters such
asABCCL1 of our interest.

The ABC family of membrane transport proteins inds the well-known mediators
of resistance to anticancer drugs. In particulaBCB81, ABCC1 and ABCG2 actively
perform efflux of various types of drugs from cancells, thereby conferring resistance
to those agents.

The main aim of this study was to asses the genatiability of theABCClgene
in 191 patients with breast cancer and to determitize expression profile ABCC1
in 30 patients from this cohort who were treatedoperatively. We evaluated relations
between ABCC1 genotype, or phenotype and prognostic factorsudiol the result
of chemotherapy.

Gene expression was measured in preamplificatedAcBaimples using real-time
PCR with relative quantifiction and genetic varldpi(individual polymorphisms) was
determined by direct sequencing and HRM analysis.

The study provided the insight into tABCC1 expression in patients with breast
cancer. We managed to identify all selected SNPshen NBD1 (nucleotide binding
domain 1) of theABCC1lgene. Our statistical analysis also shows thattduge relation
between SNPs and phenotypeABCC1la different enzyme activity and thus a different
risk of developing cancer when exposed to ABCClssates during the life may
be encountered. A protective allele can cause laset of the disease. In conclusion,
we did not find causal relation between ABCC1 ahensotherapy outcome but other
interesting associations &BCC1 phenotype and genotype with prognostic factorsewer
observed. These associations have to be confirmedditional study.

Keywords: breast cancer, chemotherapy, multidrug resistasiogle nucleotide
polymorphism, expression, ATP-binding cassette sjparter C1 (ABCC1), nucleotide
binding domain 1(NBD1)



1 Uvod

Karcinomem prsu, n&astjSim zhoubnym nadorem Zen, onemocni kazdy rok
v Ceské republice fjblizné 6000 Zen. Incidence tohoto onemé&minrok od roku stoupa,
coz je zapi¢inéno lepSi osstou v oblasti samovyS@ni prsu, pravidelnymi lékskymi
vySetenimi a tim tedy i diagn6zotasnych stadii tohoto onemdaen. Diky tomu klesa
mortalita, jelikoz rané faze vzniku rakoviny jsauadrEji 1€citelné.

Lécba karcinomu prsu je multimodalni. S v chirurgickém odstrani nadoru,
jemuz gedchazi {i po remz nasleduje) podavani chemoterapeutik, neboli obtenapie.
Nejcastji uzivanymi cytostatiky jsou antracykliny (epirgn, doxorubicin) a taxany
(docetaxel, paklitaxel).

Jednim z dvodia selhani chemoterapie je lékova rezistencésabena zvysenou
expresi ABC proteiin, jez transportuji z btk Siroké spektrum latekazné chemicke
povahy, ¥etné cytostatik.

Jakym mechanizmem Ize expresi ABC transportérlivnit, ¢i jaké faktory
zvySenou expresi #gobuji zatim neni znamo. Studium genetickych poliot
v genech zfisobujicich MDR je jednou z moZznosti, jak poznatgkigtmezi individualni
genetickou variabilitou adinkem ABC transportér Tato prace se zabyva specificky
studiem jednoho ze 49 znamych lidskych ABC trangpnr ABCC1. Genetické
polymorfizmy mohou ovlivnit, jak expresABCC1 tak jeho proteinovou strukturu
¢i funkci. Maji za nasledek také oxidativni stresdiSnosti v odpo¥di na protinadorovou
lécbu (Wanget al, 2005).

V piedchozi praci (Perglerova, 2010) se nam fitmaentifikovat zvySenou expresi
ABCC1 v nadorové tkani pacientek s karcinomem prsu. Tatace byla zagtena
na owieni a rozpracovani tohoto poznatku. dgkladané praci nasedevsim zajimalo,
zda souvisi genotypABCCL1 s fenotypem a zda genotyp a/nebo fenotyp koreluji

s prognostickymi faktory a vysledkem chemoterapieigntek.
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2 Cile prace

o Ovérit, zda dochazi ke zvySené expresABCC1l genu v nadorové tkani
i u pacientek s karcinomem prsu léenych predoperaini chemoterapii.
° Stanovit expresni profABCC1v RNA z nddorové a okolni nenadoroveée
tkarg pacientek l&enych gedoperang.
° Porovnat expreshBCC1v nadorové a okolni nenadoroveé tkani pacientek
a kvantifikovat eventualni rozdil.
° Zjistit, zda expreséABCC1 koreluje s klinickymi prognostickymi faktory
(stddium, agresivita a typ nadoru, exprese hormnmictdlreceptar) nebo
s vysledkem chemoterapie (poktestagnace nadorové masy poid.
o Zjistit, zda a jak je exprese ABCC1 ovlivnéna piitomnosti polymorfizma
ve funkéni domeéné genu
° Stanovit vytipované polymorfismy ge®BCC1v DNA z krve vSech
dostupnych pacientek.

° Provést korelaci genotypu s fenotypem (hladinangkriptu)ABCC1
° Provést korelaci genotypu s klinicko-patologickyiniaji pacientek.
o Doporu¢it dalSi postup pro validaci a publikaci vyznamnychvysledki studie.
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3 Lliterarni prehled

3.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu neboli mammy (ICD-10; dg. C50) jecasgjSi zhoubny nador Zen
se stale rostouci incidenci, vyraznou heterogendtauultifaktorialni etiologii, coz vede
k nevyzpytatelnému biologickému chovani. iPao skupiny hormonaidependentnich
nadofi s vyznamnou roli estrogénZhruba 5-10 % zhoubnych nadagorsu se vyskytuje
familiarné a na jejich vzniku se podili geneticka predispezidefastji jsou zpisobeny
deleci vVBRCAlaBRCA2(Dunninget al, 2001; Nathansoet Weber, 2001).

Vznik tohoto n&doru riZe byt ovliviégn vyZivou a Zivotnim stylem Zeny. V stasné
doke nejefektivigjSi metodou vasné detekce nadomprsu je mamografie. DalSi spiSe
dophkovou metodou je ultrasonografie.fi Ppodezeni na maligni lézi je nutné
histopatologické vyS&tni vzorku tkaa (core-cut, tru-cut biop9y Létebna strategie
je urovana dle klinického stadia nemoci a dle prognkgtib faktofi. V [ébé karcinomu
prsu se pouziva jak dba lokoregionalni, tj. chirurgicky vykon, radiotera, tak i I&€ba

systémova, tj. chemoterapie a hormonoterapie.

3.1.1 Vyskyt karcinomu prsu

Pravdtpodobnost, Ze Zenathem svého Zivota (od narozeni po smrt) onemocni
karcinomem prsu je 1 ku 8, tedy 12,08 % (Jeatall.,2010). V sotasné dob praimerné
u jedné z deviti Zen bude viehu jejiho Zivota diagnostikovan karcinom prsu anged
Zena zeifceti na tuto chorobu zei®. Proto karcinom prsu gazujeme mezi tzv. civilizani
choroby (Chovaneet Dostalova, 2009). Vysoka incidence nadgrsu je pozorovana
ve vSech vysflych zemich s¥ta, predevsim v zemich severni a zapadni Evropy a severni
Ameriky. Ceskéa republika zaujiméa ve srovnani s ostatnimipgawta 23. misto v piu
now diagnostikovanych nadbma 100 000 Zen, ve srovnani s evropskymiéenpak
17. misto (MuZzilet al, 2009).

12
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Graf &. 1: Struktura hlagenych zhoubnych novotvaii u Zen vCeské republice v roce 2004.

(upraveno dle ChovanextDostalova, 2009).
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Graf & 2: Incidence karcinomu prsu vCR v poslednich fech desetiletich.Incidence je zde

paocitana na 100 000 z€rdroj: Chovaneet Dostalova, 2009).

Nadory prsu pedstavuji nejen hlavni incidémi nadorovou z&¥ Zenské populace,
ale jsou také staleastjSi pricinou umrti na nadorové onemaon. Ra:né na r& umira
piiblizné 1950 Zen, tedy 37 ze 100 000 Zen (Muttilal, 2009). Celkow jsou pak nadory
prsu gicinou umrti 3,6 % Zen v populaci. Trend incidencebgelém sledovaném obdobi
setrvale rostouci, pouze v poslednich letech bglznamenana jeho stagnace a mirny
pokles(viz Graf¢. 3), coz jednozrime ukazuje na zlepSovani Gsmosti I€by, predevsim
diky vy8Simu zachytu nadowv ¢asnych klinickych stadiich. V roce 2005 doséhteio

now diagnostikovanych nadoprsu u Zzen 5 533, coZquistavuje 105,4 nadona 100 000
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s

zen (UZIS). Pet Zijicich Zen s nadorem prsu nebo jeho histtedy(tzv. prevalence) pak
byl v roce 2005 celkem 49 539, coz je 944 na 1MDZAHh (Muziket al, 2009).

120 —#- Incidence

—#- Mortalita

100
g0

i

40 |

Potet pFipadd na 100 000 osob

Zdroj dat: 0ZIS CR
T T T T T T T T T T T T T T 1

SELESEELELESLELSSESLESEESSESSS

Graf &. 3: Trend vyvoje incidence a mortality na zhoubnéadory prsu u Zen(zdroj: incidence -

Narodni onkologicky registr, UZISR, mortalita Cesky statisticky fad).

3.1.2 Rizikové faktory vzniku karcinomu prsu

Pricinou vzniku karcinomu prsu jsou mutace v genomoMADV 90-95 % pipadi
vznikaji nahoda v praibéhu Zivota nésledkem Zivotniho stylu (Keai, vyZiva, atd.).
V dalSich 5-10 % vznikaji tyto nadoryédicné, na podkladech alicnych mutaci
ve znamych kandidatnich genech (Pohiregthal, 2005). Navzdory provedeni rozsahlé
epidemiologické studie jsou vSechny odhady osobnihika vzniku karcinomu ryze

pravéEpodobnostni a zatizené vyznamnou nejistotou.
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Tab. €. 1: Hodnoty relativniho rizika vzniku C50 v zavisbsti na &ku Zeny v dok& menarche

a menopauzy, na ¥ku prvorodi ¢ky.

rizikovy faktor index relativniho rizika
menarche > 18 let 0,3
menarche 12 — 17 let 1,0
menarche < 12 let 2,0
menopauza < 35 let 0,33
menopauza 35 — 44 let 0,6
menopauza 45 — 54 let 1,0
menopauza > 54 let 1,3
prvni porod ve ¥ku < 18 let 0,33
prvni porod ve ¥ku < 20 let 1,0
prvni porod ve gku 20 - 25 let 1,3
prvni porod ve &ku 25 - 29 let 1,8
prvni porod ve &ku 30 - 35 let 2,2
prvni porod ve &ku > 35 let 3,0
nuliparita 2,0

Obecr feceno ¢im divejSi nadstup menarche a pozZ@i nastup menopauzy, timetgi riziko vyskytu

rakoviny prsuzdroj: Chovaneet Dostalova, 2009).

K pochopeni Héiny vzniku karcinomu prsu je velmiatezité studium rizikovych
faktoni. Rizikové faktory karcinomu prsu jsou heterogenrsauborem vlivu vnihiho
izevniho progedi, které iznymi mechanismy zvysuji riziko karcinomu prsu. atdmova
et al. (2003) je dli na faktory Zivotniho stylu, faktory osobni anatmag, hormonalni
a gynekologické faktory, genetické faktory a tyabst.

Do prvni skupiny, mezi tzv. faktory Zzivotniho styl pati koureni, alkohol,
stravovaci navyky, obezita a fyzicka aktivitgiznamnou roli na incidenci karcinomu prsu
ma pitom vyziva a zivotni styl Zeny. Vysoky energeticgiijem s nizkou pohybovou
aktivitou vedouci k obezit (predevSim v postmenopauze), nizkyijgm zeleniny
a naduzivani alkoholu zvySuiji riziko vzniku karaimme prsu.

Geneticky variabilni biotransformiai enzymy - epoxid-hydrolaza (EPHX1, EC
3.3.2.3), NAD(P)H-chinon-oxidoreduktaza (NQO1, EC6.29.2) a glutathionS
transferdzy (GST, EC 2.5.1.18) - metabolizuji ajkguji I&iva, karcinogeny aifrodni
produkty (Vineiset al, 1999). Ve studii Sarmanowet al. (2004) byly zkoumany vztahy
mezi genetickymi polymorfizmy ve vySe zmiftych enzymech a rizikem vzniku
karcinomu prsu formou studiefipadi a kontrol. NejzajimayjSi vysledek byl ziskan
analyzou distribuce genotfypv exonu 6 NQO1. Vysledky logistické regrese paityrd
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Ze nositelé homozygotniho genotypu NQO1*2/*2 jsewelkém riziku vzniku karcinomu
prsu (OR = 3,68, Cl = 1,41 - 9,62, P = 0,008; Sanonaet al, 2004). Vysledky této studie
byly ovéieny skupinou Menzedt al. 2004 na rakouské populaci.

Mezi faktory osobni anamnézadime pisluSnost k etnické skupingeografickou
oblast mvodu, &k, télesnou vySku, gedni krevni tlak a historii histopatologickych &m
prsni tkag. Vyskyt karcinomu prsu u Zen do 20 let jejich Z&vge extrémd# vzacny
au Zen do 30 let neobvykly. Jeho incidence vyaoste s ¥kem a vyraznych hodnot
dosahuije jiz ped 50. rokem Zivota.

Do dalSi skupiny (skupiny faktbrhormonalnich a gynekologickych) piahastup
menarché a menopauzykvoii prvnim porodu, péet porodi, délka kojeni, gynekologické
operace ¢i hormonalni l|éba. Karcinom mammy pat do skupiny hormonain
dependentnich nadgr kam dale nalezi néilad karcinom prostaty &la dlozniho.
Existuje mnoho tkazi, které ukazuji na vyznamnou roli estrogj@netiologii karcinomu
prsu. Napiklad nizky ¥k Zeny v dob menarche¢i naopak pozdni menopauza jsou
spojeny se stoupajicim rizikem vzniku karcinomuupr¥ postmenopauzalnim obdobi
Zivota Zeny se hlavnim zdrojem estrogystava tukova tk§ a pra tyto obézni zeny maji
vySSi hladiny endogenniho estrogenu a &wysSi riziko vzniku karcinomu mammy.

Zhruba 5-10 % zhoubnych nadoprsu se vyskytuje familiaéna na jejich vzniku
se podili geneticka predispozice. Jedna slgvsSim o mutace génBRCAL (17921)
aBRCA2(13q12-13), které jsou spojeny i s jinymi nadomowynemocknimi (karcinom
ovaria, kolorekta). P#t do skupiny tumorsupresorovych gerPodle studii geneticky
podmirgnych nadaolt bylo stanoveno ifblizné riziko mozného onemoéni karcinomem
prsu az na 85 %li vice nez Sestkrat vyssi nez &Zbé populace. Penetrance genu je ale
raizna u tiznych Zen, dokonce i vramci jedné rodiny. Nelzdyts utitosti fici, kdy
se nadorové onemoami objevi a jestli ubec (Fordet al, 1998). Zalezi pak na dalSich
genetickych faktorech jako je polygenrddnost imunologickych a metabolickych funkci
a na zivotnim stylu Zeny. MutaceBRCAlaBRCAZ2jsou d¢dény autozomalé& dominantg
a existuje 50 % riziko, Ze potomek nositele tétaave ji z&di. Jsou tedy ve vysokém
riziku ohrozeni.

V souwasné dob jsou ke genetickému vyseni indikovany pouze ty skupiny osob,
u nichZ je mozné dekavat vyssi prawgodobnost nogstvi mutace nez u neselektované
populace. Na zakl&ddosavadnich vysledkvySetovani mutaci geh BRCAla BRCA2
byla za indikace ke genetickému vyget [ijata kritéria (Tabg. 2), ktera zohletlji bud

16



rodinnou z&tz probandky, specificky histologicky typ nadoru @akrni karcinom prsu),
zvlastni charakter manifestace nadorového onesmb¢duplicita, ¥k, metachronni nador)

a rekteré dalSi charakteristiky.

Tab. & 2: Kritéria genetického vySefeni dle Ustavu biologie a |ékéské genetiky 1. LF UK

v Praze.

Pacientka s karcinomem prsu do 32 let

Pacientka s karcinomem ovaria do 40 let

Nadorova duplicita karcinom prsu - karcinom vaiji

Bilateralni karcinom prsu, prvni diagnostikovan4iblet wku

Karcinom prsu u muze vznikly v kterémkoli¥ku po vyloweni jiné giciny (nag. Klinefelteriv
syndrom)

Pacientka s medularnim a atypickym medularnim karoem prsu

Dvé pribuzné prvniho stugn(pies otce druhého stupns nadorem prsu nebo s nadorem &rijai,
alespai jedna diagnostikovana veku pod 50 let

Tti a vice pipad: karcinomu prsu v rodinv jedné pibuzenskeé linii

Tti a vice pipadi karcinomu prsu a ovéria v rodin jedné pibuzenskeé linii

Zdravi rodinni pislusnici pozitive testovanych osob, muzi i Zeny, od 18 ktw

©of N (o O [MWN|E

-
o

Mezi ostatni rizikové faktory fZeme z#adit vzatlani, misto bydligt, Zivotni

prostedi a také psychologické aspekty.

3.1.3 Klinické priznaky

Klinické priznaky karcinomu prsu riweme rozdlit na celkové a lokalni. Obeén
vSak lzefici, Ze jakykoli klinicky ndlez vzdy znamena pozdignozu. Celkovéifznaky
byvaji nespecifické, fiteme sem zadit subfebrilie, tnavnost, subdeprese, bolestilru
nebo kini patée a flobotrombozy. NeéastjSim lokalnim projevem karcinomu prsu
je nebolestivé zdeni nebo rezistence s nepravidelnymi okraji kdekeliprsu. Dale
deformity bradavky nebo jeji vpéni, krvaceni nebo sekrece z mlékavodmeny barvy
kuze (nap. zarudnuti), vtahovanite vzhledem fipominajici pomeratovou kiru, otok
ktuze, mokvani, nehojici sefed. Na nadorové onemagr také upozorni hmatna
rezistence v axile nebo v nadiki. Nékdy se niize pokr@ila metastazujici nemoc
manifestovat fiznaky vychazejicimi z postizeni vzdaleného orgéplice, jatra, mozek,
skelet), a tim upozorni na zékladni onendoén

Jak jiz bylo zmigno vysSe, strategii by uruje léka podle klinického stadia
a prognostickych faktér Prognostické faktory rakoviny prsu odrazeji zdkiabiologii

nadoru a tim i vliv rizika relapsu u jednotlivyclgient.. Lze je rozdlit na ty souvisejici
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s pacientem @k, etnicky mivod a komorbidita neboli séasny vyskyt gkolika
onemocini) a ty souvisejici s nadorem (velikost nadordiltiace regionalnich uzlin,
stupe diferenciace nadoru, mitoticky index, histologickp nadoru, stav hormonalnich
receptoét a amplifikace nebo overexprestER-2/nell. Bohuzel zadny zthto faktor
nemiZze naprosto i@sré vyclenit skupiny pacientek, které budou cdé@y bul
lokoregionalni Iébou,¢i systémovou terapii.

lymfatické uzliny

(lymph nodes)

lalicek (lobule)
kanalek(duct)

lalok (lobe)

alveoly v lalicku

(alveoli in lobule)

Obr. €. 1: Oblastifiadra, kde se netastji tvo ¥ nador

(zdroj: http://www.immunerecovery.net/Breast%20Cariten).

V tradicni histologické klasifikaci karcinomu prsu vychdeéjz morfologického
vzhledu nadoru jsou karcinomyéldny na duktalni(papilarni, tubularni, mucinézni,
medularni) lobularni a vzaasi jako karcinoid, Pagélv nador a komplexni varianty
(viz obr. ¢. 2 na nasledujici stran Podle Udaj z let 2000-2005 je n&gsgjSim typem
zhoubného novotvaru prsu uZen skupina duktalniemcikomi (73 %), druhym
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negasgjsim typem je karcinom lobularni (14 %) (UZzIS). Sasti histologického
vySeteni je roveZz owrteni gitomnosti receptdr (HER2), hormon-dependence,
proliferaéni aktivity a neoangiogeneze, které maiji vliv nébuderapie.
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Obr. & 2: Histopatologie prsni tkaré. A) Normalni prsni lak@éni tk&. (zdroj:
http://old.If3.cuni.cz/histologie/atlas/demo/) Bpiskohezivni #st invazivniho (infiltrujiciho)
lobularniho karcinomu vlevo a lozisko Ilobularnihim situ karcinomu vpravo. (zdroj:
http://www.mamma.cz/klasifikace/who-02.html) C) Réki invazivni karcinom (grade 1). (zdroj:

http://www.mamma.cz/klasifikace/who-02.html)

Jednim z rozhodujicich znakpro ukeni prognézy a volbu strategieti§ tohoto
onemockni je pokr@ilost nadoru, tedy klinické stadium. V s@snosti nejpouzivajsim
klasifikacnim systémem pro rozkkni naddo do stadii $tage staging je tzv. TNM
klasifikace (Sobiret Wittekind, 2002; Wittekindet Bertolini, 2010). Jedna se o klinicky
a histopatologicky systém zalozeny na velikostingriniho nadoru (T, z angliny tumor),
rozsahu postizeni regionalnich miznich uzlin métasni (N, z angtitiny nodée
a pritomnosti nddorovych metastéazi ve vzdalenych orgarl!, z anglétiny metastasis
Z hodnot T, N a M Ize vyti@t mnoho kombinaci. Z praktickychadoda se vSak voli
déleni onemoceéni do 5 stadii (viz Tabé. 3 na nasledujici strapn Stadia 1 a 2 jsou
ozna&ovana zaasna a maji dobrou prognézu adssmst |€by. Pokrdila stadia 3 a 4 pak

predstavuji rizikovou skupinu s vyrazhorsi prognézou. Trend poditasnych stadii mezi
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now diagnostikovanymi nadory prsu deskych Zen je za obdobi 1980-2005 rostouci
(viz Graf¢. 3; Muziket al, 2009).

Tab. & 3: Rozdéleni nadoni prsu do stadii dle TNM klasifikace

Stage TNM
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | TP NO MO

Stadium 1A | TON1 MO/ T?Y N1 MO/ T2 NO MO

Stadium 1IB | T2 N1 MO /T3 NO MO

Stadium 1A | TON2 MO/ T? N2 MO /T2 N2 MO/ T3 N1 MO / T3 N2 MO
Stadium 1IIB | T4 NO MO/ T4 N1 MO/ T4 N2 MO

Stadium IIIC | Jakékoli T N3 MO

Stadium IV Jakékoli T, jakékoli N a M1

Tis = tumor in situ, TO = bez zndmek primarniho arég T1 = nador ®ici 2 cm a méh

v nejwtsim rozngru, T2 = nador r¥ici vice jak 2 cm a zaroiemérg jak 5 cm v nej#tSim

rozmeru, T3 = nador r&ici vice jak 5 cm v neftSim rozngru, T4 = nador jakékoli velikosti
s primym Sfenim do stny hrudni nebo pouze ddiZe (zdroj: Sobiret Wittekind, 2002).

Pozn.:" T1 weetrs T1mic (mikroinvaze).

Dale se utuje stupa diferenciace nadorugfade, gradiny. Podle rychlosti
bungéného dleni, utv&eni tubuti a jaderného pleomorfismu (Zmvelikosti a uniformity
buiiky) se nadory rozfluji do ti stupit. VSeobec# feceno, niZsi stupeznamena dale
diferencovany a pomaleji rostouci zhoubny nadotinmao vysSi stupe ozna&uje nador

mére diferencovany, zato rychleji rostouci a tudizhiosSi prognézou.

3.1.4 Lécba karcinomu prsu

Béhem poslednich desetileti doSlo k vyraznému posuléisbe karcinomu mammy
(Petruzelka, 2007a). Jedna se &kalik na sol nezavislych faktar. Kromé zmeny
v chapani biologického chovani karcinomu prsu jgwufack pracovi§ k dispozici
technicky dokonalejSi ifstroje, jez dokazi zjistit ftomnost tumoru jiz v jeh@&asnych
stadiich, a zarowe se zdokonaluje mezioborova spoluprace, nezbytma (s@ESnou
systémovou k&u. V neposledniac stoji rozvoj molekularni biologie.

V |é¢bé karcinomu prsu se pouzivaji vSechn§eléné modality typické pro nadorova
onemockni - chirurgicky zakrok, radioterapie {l&a lokoregionalni), dale chemoterapie
a hormonoterapie (®a systémova). V poslednich letech byly déebinych standard
karcinomu prsu zapracovany i metody cilené molekiléiologické I€by (Petruzelka,

2007D).
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3.1.4.1 Chemoterapie

Chemoterapie je systemov&h@. Dnes se podava jako gast multimodalni &y
v kombinaci s dalSimi t&bnymi metodami. Jako kazda jinacdbna metoda
ma i cytostaticka terapie své vymezené indikaogjianpvhodné nebo neracionélni podani
muze vyznama poskodit pacienta bezdeébného efektu. N@sovani a indikace adjuvantni
onkologické I€by nikoli s ohledem na empirické zkuSenosti, ale zéklad vztahi
genomickych faktar k podavanym chemoterapeuirk, by gispely k individualizaci
terapie a k vytipovani chemorezistentnich padient

V systémové |&¢ karcinomu prsu existuji fit z&kladni indik&ni skupiny
chemoterapie: adjuvantni, neoadjuvantni a paliativn

VeétSinou se uzivaji polychemoterapeutické rezimy kiononlici nékolik cytostatik,
¢imz se zvySuje dinek I&by. Existujefada cytostatik, u kterych byla prokazariéndost
v lé&b¢ karcinomu prsu. Neéastji pouzivanou kombinaci se stal cyklofosfamid,
doxorubicin a fluorouracil (rezim FAC). DalSiho gfeni se dosahlo zavedenim novych
latek (taxany - paklitaxel, docetaxel - gemcitahirvinorelbin) zhruba iied deseti lety.
| nyni navzdory tomu, Ze chemoterapie praktickyathts své léebné meze, fithazeji
nova cytostatika - taxoid larotaxel a vinka alkdlaiinflunin (Chovanecet Dostalova,
2009) .

Myeloablativni chemoterapie jsou rezimy vysokodaxwe kombinované
chemoterapie, kterd& ma mnohem vysSi protinadora¥anost, ale na druhé stran
dochazi prakticky ke z&eni krvetvorné tk&h pacienta. Aplikace takovych rezim
je mozna jen zaipdpokladu nasledné transplantace kostandd Chemoterapie spalaé
s hormonoterapiije metodou volby v k¢ metastazujiciho karcinomu prsu, kde
je dosahovano objektivnichciEbnych odpogdi u 50 az 80 % paciant

3.1.4.1.1 Adjuvantni chemoterapie

NejcastjSi je aplikace chemoterapie po chirurgickém odstra nadoru neboli
adjuvantni chemoterapie. Jejim cilem je likvidaxtaytkovou populaci nadorovych btk
tj. klinicky nezjistitelné mikrometastazy. U lokativanych stadii fizeme za pomoci
prognostickych faktar stratifikovat nemocné do skupin siznym stupdm rizika
metastatického rozsevu. Pouze u nemocnych nalbzidiz prognostické skupiny

nejmensiho rizika metastatické diseminace neniwasmosti indikovana systémovébé.
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Cilem adjuvantni chemoterapie je prodlouzeni beardeho intervalu a celkové doby
pieziti. Smyslem této &by je dlouhodoby l&ebny vysledek, a proto je mozna:édny
zaner povazovat za kurativni. Adjuvantni chemoterapyeniéla byt zahajena nejpozj
do & tydni od chirurgického vykonu. Velmi tdezité je zachovani stejné davkové

intenzity I&€by.

3.1.4.1.2 Neoadjuvantni chemoterapie

Podani cytostatik ied chirurgickym vykonem se ozhge jako neoadjuvantni
chemoterapie Tento zfisob podani je aplikovan u Zen s palison, ale technicky
operabilnim primarnim nadorem, nebo u Zen s vellgnmarnim nadorem omezené
operability. V dok zahajeni tohoto typu 46y je pacientka bez znamek diseminace
choroby. Aplikaci neoadjuvantni chemoterapie dothké&zzmenseni velikosti primarniho
nadoru, coZz zlepSuje operabilitu nadoru a umozniovgmeni zachovnych,
tj. konzervativnich chirurgickych vykdn RovreZz se docili snazsSiho jpriku cytostatika
k nadorovym biikam v disledku intaktniho cévniho zasobeni. Pexdictvim
neoadjuvantni chemoterapie navic ziskdme informacechemosenzitivit nadoru.

V souwasné dob je tento postup preferovan.

3.1.4.1.3 Paliativni chemoterapie

Nemocné s metastatickym karcinomem jsou inkuralalpiro efektivni I&u dnes
neexistuje zadny standardni postup. Skupina nenebceydiseminaci je doménou rov
vyvijenych léki. Cilem paliativni chemoterapjektera se pouZziva u IV. stadia karcinomu
prsu, je i pes vSechny pokroky pouze navozeni parcialnich fiemisnadani

a prodlouzeni Zivota chorobou.

3.1.4.2 Hormondalni lééba

Ubeéhlo jiz vice nez 100 rak od doby, kdy byla za aglem I&by pokrailého
karcinomu mammy provedena prvni ooforektomie, auéakve v poslednich desetiletich
byly objasrny procesy na arovni molekularni biologie, kteréoamily vyswtlit GspsSnost
této operace. Hormonalniclea byla prvni, kterainesla znatelny efekt v paliativni terapii

karcinomu mammy. Spolu s chemoterapii jeébtiu systémovou, ma vSak, na rozdil
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od chemoterapie, mérvyrazné nezadouciciinky a velmi dobrou toleranci ¢éy. Cilem
hormonalni terapie karcinomu mammy je ovlivnit ffevhci nadorovych buik
extracelularnim podiem.

Ucinek hormord je vazan na ifftomnost specifickych bwinych recepta.

U karcinomu prsu se jednd o stanoveni steroidnicktrogenovych (ER)
a progesteronovych (PgR) receptoPritomnost estrogenovych receptor tumoru, tzv.
»pozitivni ER status* zlepSuje prognozu jak v detmdkového peziti, tak v dob trvani
tzv. ,disease-free” intervalu. Na jakoukoli hormonalni terapiiiipneznamém stavu
receptoét odpovida zhruba 35 % nadomammy remisi o @mérném trvani 14 rsiaql.
Pri receptorové pozitivit se efektivita zvySuje na 50-70 @Hovaneet Dostalova, 2009).

Jedna se o tbu systémovou,ipd jejimz zahajenim je nutné znat stav hormonalnich
receptoét v tumoru. Na rozdil od chemoterapie se nepouzowasné kombinace vice
preparai. Lé&ebny efekt hormonalni ¢éy Ize nejdive hodnotit zhruba za 3 &sice
od zahajeni terapie. Hormonoterapie ma velmi Sirolpdatreni v l&bé karcinomu
mammy, dominantni roli ma pak u postmenopauzaliieh. U Zen menoaktivnich
s pokr@ilym nalezem je prvnim krokem arteficialni kastraterurgicka (laparoskopicky)
nebo medikamentdézni (analoga gonadolingrindale pak antiestrogeny. U Zen
po menopauze, které maji ER pozitivni status, s@le Iékem prvé linie antiestrogeny
reprezentované tamoxifenem, vigad vysokého rizika recidivy se v prvé linii dgy
pouzivaji inhibitory aromatazy, které jinak zaujjmdominantni misto v druhé linii
hormonalni l1éby. NejlepSim prediktorem¢innosti druhé linie hormonalni dby je mira
a doba trvani kebné odpogdi na prvni linii hormonoterapie. Préeti a dalsi linie &y
piichazeji do avahy gestageny, které jsou vhodféngtastatickém postizeni dkkych
tkani, event. P rozvoji kachexie. Androgeny, pouzivané pyskytu kostnich metastaz,
¢i vysoké davky estrog@rsou vzhledem k vysokeé toxigitizivany minimalg.

Metody hormonalni by lze rozdlit na metody ablkéni, aditivni, inhibéni
a kompetitivni.

U ablanich metod je l&ebného hormonalniho efektu je dosazeno chirurgickym
odstragnim ¢i oz&enim endokrinni zZlazy. V soéasné dob se provadi bilateralni
ooforektomie, kterou je mozné vykonat metodou cfgiakou (v sodasné dob pievazr
laparoskopicky) nebo radiai kastraci v davce 12-16 Gy. Tatahé je &inna u Zen

se zachovalou vlastni estrogenovou produkci. Uszgozitivnimi ER i PgR je dosahovano

24



celkové I€ebné odpo¥di az v 78 % s remisi trvajici 9-16¢sial (Chovanet Dostalova,
2009).

Princip aditivni metody sg@va v podani steroidnich hormonve vysSich
nez substittnich davkach,¢imz dosahujeme paradoxni reakce, tj. blokovani ywazb
hormoni na nuklearni steroidni receptoryeBny mechanizmustimku neni dodnes znam.
Do avahy pichazeji estrogeny (byly vyitany antiestrogeny), androgeny (u pafisach
stadii nemoci zpomaluji rozvoj kachexie), gestagémetastazy do wkkych tkani,
podpirna l&ba kachexie) a kortikoidy.

Princip inhib&ni metody spéiva v blokovani syntézy hormanti metabolickych
acinkt hormoni. Pati sem inhibitory aromatazy. Enzym aromatéza je y&gbpro vznik
~periferniho* estrogenu konverzi androstendionuess&ron. V sotasnosti jsou v terapii
pouzivany inhibitory Ill. generace — anastrozaiideol (nesteroidni, reverzibilni blokatory
aromatazy) a exemestan (steroidni, ireverzibilniokélory aromatazy). UzZivaji
se fi selhani |éby antiestrogeny, eventuélnejich kontraindikaci. Satasré jsou jiz
k dispozici vysledky klinickych studii porovnavdjiefekt tamoxifenu a inhibitdr
aromatazy lll. generace u postmenopauzalnich Zenlimii hormonalni l1éby (Chovanec
et Dostélova, 2009)Z vysledki je mozno vyvodit minimak stejnou dinnost jako
u tamoxifenu. K metodam inhilnim dale nalezi analoga gonadolibér{idcinek sp&iva
v blokovani sekrece FSH a LH v hypofyze) a somatosi.

DalSi mozZnosti je metoda kompetitivni. Princip &dpéa v kompetici o receptor
s pirozenym hormonem. Hlavnimigdstavitelem metody jsou antiestrogeny — tamoxifen,
ktery v hormonalni &g karcinomu prsu zaujima vedouci postaveni jiz galik desitek
let. Jedna se o nesteroidni antiestrogen se seiekk&iovou estrogenni aktivitou. Jeho
antiestrogenni ysobeni na mk&ou Zlazu vedlo k uziti tamoxifenu procb&l karcinomu
prsu, a to ve v3ech stadiich této nemockinek tamoxifenu sp@iva ve vazh
na cytoplazmaticky receptor fiky, ¢imZz znemozni nitrobutnou vazbu estrogén déle
v inhibici proteinkinazy C, ve zvySené produkci aBgnich astovych faktoé, v Gtlumu
pozitivnich Kkstovych fakto a v indukci apoptézy. Tamoxifen je v s@asnosti stale
negasegji piedepisovany Iék v terapii karcinomu prsu astava lékem prvé volby
v hormonalni terapii. Léba je kontinualni, dlouhodoba (dopdema délka podavani je&tp
let), pii davce 20 mg dern Mezi nowjSi antiestrogenni preparaty se déddi toremifen,
idoxifen, drolixifen, zindoxifen a raloxifen, kteryyl zaazen mezi selektivni modulatory

estrogenovych recepigr neba prokazal antiestrogenniaigpobeni na uterus a nikéou
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ZlAzu a zaroue estrogenni fsobeni na kosti a lipidovy metabolizmus. Raloxifen

je od roku 1998 v USA pouzivan v prevenci osteoppid nas k 1&bg).

3.1.4.3 Cilend molekularni lééba

Era cilené molekularni ¢6y byla zapoata objevenim hormonélnich recepitor
a cilenym podavanim tamoxifenu u hormogatiependentnich tumémprsu. Bioreguléni
nehormonalni l&a karcinomu prsu byla zahajena pouzitim trastuburn(®&erceptin®),
coz je monoklonalni protilatka proti extraceluladoimér HER-2 receptoru. Tento €k byl
prvni schvalenou cilenou monoklonalni protilatkolédb¢ solidnich tumair. Trastuzumab
blokuje vstup butgk do S faze a zastavuje lkiiny cyklus. Latka rovéZ sniZuje
metastaticky potencial nadorovych BknTrastuzumab se uziva kéb metastatického
karcinomu prsu uéth Zen, kde byla prokazana overexpredeR-2 Latka se pouZziva
v monoterapii nebo v kombinaci s paklitaxelem. Radvruziti bevacizumabu, coz
je rekombinantni monoklonalni protilatka proti rptu vaskularniho endotelového
faktoru, bylo prezentovano v klinickych studiictkgavelmi perspektivni. Dale probihaji
studie, které hodnoti moznosti monoklonalnich patek jako inhibitod tyrozinkinaz.

Jednou z hlavnich charakteristik maligni nky je jeji schopnost autonomni
proliferace, ktera se vymkla kontrole. To jeigpbeno mutaci genotypu, coz se projevi
zmenami regulace signalnich mechanizodpovidajicich za proliferaci agzivani busk.
Souwasny vyzkum se posunul na molekularni a intramdéki Urovés a jeho cilem
je identifikovat zasadni nitrob&éné procesy, které #pobuji maligni vyvoj #ve
normalnich buek. Presné popsanéthto proces umozni najit cilové struktury, a ty pak
terapeuticky ovlivnit. To je princip cilené (tewve) biologické I8by. Tim se tato kba
vyrazre liSi od jiné, necilené systémoveécld, chemoterapie. ifthos biologické &by
spaiivd vtom, Ze jsou selektignnapadany pouze nadorovénky, zatimco zdravé,
normalni buiky jsou useatny. Rozdil je tedy v mechanizmuitiku a také v profilu
toxicity. Praw tim jsou vyraza redukovany vedlejSi nezadoudiinky Iécby. V klinické
praxi se jiz standar@nvyuziva prepardt na bazi nizkomolekularnich latek, jez blokuji
tyrozinkindzy, a daledinku monoklonélnich protilatek.

Témei u 20 % karcinom prsu lze prokdzat overexpresi HER-2 proteinu

¢i amplifikaci HER-2 genu (Walkeet Dearing, 1999). Vyznam tohoto genu byl objeven
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v 80. letech minulého stoleti a g v ovlivreni ristu a diferenciaci hiky mlé&né Zlazy
prsu.

Lidsky genom obsahuje¢kolik set kindzovych gein které ovliviuji produkci
tyrozinkinaz. Tyto se &i na receptorové a nereceptorové. Receptory HEER(H, HER
2, HER 3 a HER 4) naleZi k tyrozinkindzovym recefmo. Jedna se o transmembranové
proteiny skupiny EGFR (receptory pro epidermélnitstové faktory). Maji ¢ast
extracelularni (zde se véaze ligand) a intarcelijaktera disponuje tyrozinkinazovou
aktivitou. Vlivem vazby sligandem dojde k dimegkareceptoru a naslednou
nitroburéénou fosforylaci je spudta signalni kaskada, jez spusti negativni procdsu
k maligni transformaci hiky. Klinicky se tento proces projevi horSi progndzo
pro pacientku - agresivni chovani nadoru, vyssastaticky potencial a zhorSena odgdv
na chemoterapii. V séasné dob je nutné u kazdé pacientky stanovit expresi tohoto
receptoru, steph jako je jiz standardh provadno vySeteni pozitivity estrogennich
a progesteronovych recepior

Podstatného pokroku se dosahlo i v oblasti vyzkwaskularniho endotelialniho
raustového faktoruMEGH) jako silného stimulatoruistu endotelialnich cév (angiogeneze),
které jsou pro st nadoit Zivotrg dulezité (Klener, 2005). Nejvice propracované latky
cilené molekularni by jsou monoklonalni protilatky a nizkomolekulowygazinkindzoveé
inhibitory. Klinické pouziti monoklonalni protilagk proti HER-2 v kombinaci
s chemoterapii zahajilo novou etapu bioreguilaehormonalni oy karcinomu prsu.

Velkého pokroku v cilené ¢ karcinomu prsu bylo dosaZzeno pouzitim
trastuzumabu, lapatinibu a bevacizumabu. \£asnosti je cilena biologickacléa jednou
z hlavnich priorit protinadorového vyzkumu. Noveé&dBné postupy budou pacientkam
»Sity na miru* a pesré smerovany na konkrétni cile na mikromolekularni Urovie jasné,
Ze i pres vyvoj novych cytostatikéinnost chemoterapie dosahla svych moznosti. | kdyz
jsou perspektivy klasické chemoterapie omezenétamdlé&ba stale své misto. Vysledky
klinickych studii jas# ukazuji, Ze prav kombinace &hto dvou léebnych modalit

(biologicka l&ba s chemoterapii) je vyhodna.

3.2 Lekova rezistence

e

Jednou z nejzavagich a také nejdezitéjSich @icin selhani protinadorové dBy

je 1ékova rezistence. Je to schopnostékurdolavat dinkam cytotoxickych latek. Jsou-li
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maligni buiky rezistentni u¢i chemoterapii jiz §i prvni I&bg, jde o tzv. primarni neboli
ptirozenou rezistenci. Naopak sekundarni (ziskanajstence vznika azc¢hem |€by
a snizuje tak zginé jeji winnost (Noskovét al, 2000).

cancer cells chemotherapy resistance

= )
mutation /

induction
selection

resistant
cell

transformation

V=

sensitive
cell

Obr. &. 3: Ziskana MDR jako disledek chemoterapieFialova buika zn&i buiku rezistentni a zelena
buiiku citlivou vii¢i chemoterapeutikn. Swtle modré koléko se Sipkou na povrchu fialovych rezistentnich
burgk predstavuje femnozeni (zvySenou expresi) membranovych ABC temép a Sipka srér
vycerpavani Ginné latky (chemoterapeutika, znaz&mého c¢ernou té€kou) ven z biky. (zdroj:

http://www.mindupbioresearch.com/mdr.html)

Dojde-li ke ztra citlivosti vici jednomu pipravku, niize sodasré vzniknout
rezistence na jinétasto strukturdl podobné cytostatikum. Jednd se o tzuiZzanou
rezistenci (Noskovat al, 2000).

Mnohaietna lékova rezistence (MDR, Obr.3) byla poprvé popsana jiz v roce 1970
(Biedler et Riehm, 1970) a jeifkladem zKkiZzené rezistence, kdy se protinadorovavks
liSi jak strukturg, tak mechanizmem ¢inku. MDR vyswtluje pripady necitlivosti
nékterych n&daok k alternativni 1ébé¢ novymi druhy cytostatik, jez nebyly pouzity
v pavodni l&beg.

Za &tSinu pozorované MDR je zodp&ina zvySena exprese ABC protiifChoi,
2005) - pedevSsim ABCB1, ABCC1-9 a nedavno objeveného ABCG2rguson
etDeFlora, 2005). Tyto membranové transportéry pymp@ativa do extracelularniho
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prostoru a tim sniZuji jejich cytotoxickyinek. MDR tak limituje efektivitu chemoterapie
raiznych druti zhoubnych nadér a je zodpowdna za celko¥ nizkou @&innost
chemoterapie naddr(Akan et al., 2005; Choi, 2005; Thomast Coley, 2003; Liscovitch
et Lavie, 2002).

Je dilezité také zminit, Ze ckoli je fenomén MDR ¢asto pouZivan pouze
v souvislosti s protinddorovymi d&y, tykd se i jinych léiv jako jsou antibiotika,
fungicidni nebo antiparazitalni skeeniny (Boumendijeét al, 2006).

3.3 ABC transportéry

Prenos specifickych molekul skrze semipermeabilnidbpou membranu buk
je jednou ze zakladnich funkci vSech Zivych orgadisZaji&'uji jej transmembranove
pienaSe&e. Mezi nej¢tSi a nejroz§erejSi proteinové rodiny transmembranovych
pienaSeéu pati transportéry vazajici ATP (ATP-binding cassettansporters, ABC
transporters), také znamé jako ,traffic ATPaseg/tolproteiny vazou ATP a jeho energii
vyuZzivaji k grenosu Siroké palety molekul (sachérigpeptich, proteini, aminokyselin,
fosfolipida, kovovych a organickych ot I€ka a jinych xenobiotik) skrze plasmatickou
membranu, intracelularni  membranu endoplazmatickélnetikula, peroxizomu
¢i mitochondrie (Borstet al, 1999; Klein et al, 1999; Higgins, 1992). Zatimco
prokaryotické ABC proteiny mohou mit funkci dumportéf, ¢i exportéfi, eukaryotické
ABC proteiny jsou vylan¢ exportéry (Sharom, 2008).

Lidsky genom obsahuje 4®&BC geni (Sharom, 2008), jez jsou na zakiad
fylogenetickych analyz roztbvany do sedmi podrodin ABCA, ABCB, ABCC, ABCD,
ABCE, ABCFa ABCG (Deanet al, 2001). Mutace wthto genech mohou #pobit
rozlicna genetickd onemoe&mi. Dodnes bylo popsano celkem ABC geni, které maji
spojitost s 13 genetickymi chorobami jako je cysiicfibroza, poruchy ignosu
cholesterolwi anémie (Borset Elferink, 2002; Gottesmaet Ambudkar, 2001). V mnoha
piipadech, kdy byla k zacileni na defektni gen paugdzéni klonovaci technologie, byl
objev ABC pgenaSée jakozto piciny onemocini naprostym jekvapenim, patvadz
patofyziologie ¢&chto onemocEni v Zzadném fipadt neukazovala na problém v transportu.
Ptikladem niize byt objeveni defektnihnGFTR genu u cysticke fibrozy (Riordaet al,
1989), defektnALDP gen u adrenoleukodystrofie (ShatiValle, 1998), defektni ABC1
cholesterolovy fenasé u Tangierovy choroby (Brooks-Wilsoet al, 1999; Rustt al,
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1999) nebo defekt ABCC6 genu upseudoxanthoma elasticu(Ringpfeil et al, 2000).
FunkceABC geni je velmi odliSna, proto neni divu, Ze také ger&tionemoceni jimi
zpisobena jsouizného charakteru.

Nekolik ABC transportél slouzi jako tzv. multidrug efflux pumps, které ergge
chrani buky pred endogennimi toxiny, ale i cizorodymi latkamitoavéetné vychytavani
a distribuce l&v (Schinkelet Jonker, 2003).

3.3.2 ABCCI1 transportér

V této praci byl detaild sledovan z hlediska exprese a genetické varighijén
ABCCL1 Predchozi studie totiz neprokazala vliiv ABCB1/Pgp ¢Maikovaet al, 2008)
na klinicko-patologické charakteristiky pacientelkkascinomem prsu a pilotni studie
naznaila, ZeABCC1by u karcinomu prsu mohl mit efekt (Pergleroval @0

Transmembranovy protein ABCC1 (MRP1) nalezi do pdoyy ABCC, ktera
zahrnuje celkem 13 proteinPati sem 10 MRP, 2 sulfonylndovinové receptory (SUR1
a SUR2) a CFTR (cystic fibrosis conductance regujatPosledniit zminéné proteiny
a také MRP10 nejsou ve své podstaansportéry. SUR1 (ABCC8) a SUR2 (ABCC9) jsou
intracelularnicidla ATP/ADP a reguluji propustnost specifickyctasilnych kanél Neni
znamo, Ze by secastnily transportu jakychkoli substéatMutace vVABCC8 podmiiuji
genetickou poruchu znamou jako perzistujici hymefinemicka dtska hypoglykémie.
CFTR neboli ABCC7 je cAMP-regulovany chloridovy tomy kanal (Quinton, 1999)
a jako takovy neni povaZzovan z#epaSeée. Jeho mutace jsouiginou cystické fibrozy
(Riordanet al, 1989).MRP10 (ABCC13)e pseudogen kodujici zkraceny protein, jenz
je ve velké mie exprimovan v lidském plodu.iéhled vSechilenai ABCC podrodiny,
véetre jejich lokalizace, tkéiové exprese a biologické funkce, je zaznamenanbv dad

na nasledujici stran
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Tab. &. 4: Prehled proteini ABCC (CFTR/MRP) podrodiny a jejich vlastnosti.

(zdroj: http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm)

Délka mRNA

(S%Tg:)vl ané nézvy) Lokalizace | transkriptu/ Z)I:arneos\(/aa Biologicka funkce
P b potet AMK b
multispecificky transportér
vetsina tkani glutathionu, cysteinylovych
ABCC1 6.5 Kb/ zejména plic’e A leukotrieri, aflatoxinu B1,
(MRP1/GS-x/ABC29)| 16P131 | 1531 AMK | varlata lateraini| 9/ukuronidi, sulfatovych
membrany konjugafi sEermdrpch ]
hormoni a Zlwovych soli,
nekterych I&iv
jatra, steva,
ABCC2 10a24 5,5 kb/ ledviny Zlu¢ovy transportér
(MRP2, cMOAT) q 1545 AMK apikalni xenobiotik, nap. vinblastinu
membrany
6.5 Kb/ Jlgg\zjti,n?teva, pravéépodobr transportér
ABCC3 (MRP3) 17921.3 1527 AMK lateralni zlucov_e qugvn! exkrece s
. organickymi anionty
membrany
transportér cyklickych
6,5 kb/ oy - nukleotidi, nukleosidovych
ABCC4 (MRP4) 13932 1325 AMK vétSina tkani monofosfatovych analdga
prostaglandif
o - transportér cyklickych
ABCC5 (MRP5) 327 6.6 kb vetsina tkani, | eotich, nukleosidovych
1437 AMK zejména jatra -
monofosfatovych analdg
ledviny,
6,5 kb/ hepatocyty transportér malych pepfica
ABCC6 (MRP6) 16p13.1 1503 AMK laterdlni GSH konjugéai
membrany
ABCC7 (CFTR) 7931.2 6 kb Eﬂgf’énséieo";ty chloridovy kanal
5 kb/ - modulator sensitivnich
ABCC8 (SUR1) 11p15.1 1581 AMK slinivka draselnych kandl
srdce a kostern
5 Kb/ svalstvo,
ABCC9 (SUR2) 12p12.1 1549 AMK v ostatnich draselny kanal
tkanich nizké
hladiny
ABCC10 (MRP7) 6p21 5,5 kb/ C;Ztg‘ehclﬁdiny transport 1p-estradiol-D-
1464 AMK tkénich 17B-glukuronidu
4.6 Kb/ vSechny tka#,
ABCC11 (MRP38) 16qg12.1 1’382 AMK hlavre jatraa | neznama
prsni tkd
5Kb/ nizké hladiny
ABCC12 (MRP9) 16912 1359 AMK ve v8ech neznama
tkanich
ABCC13 (MRP10) | 21q11.2 325 AMK | Kostnidena | ama

periferni vyskyt
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3.2.2.1 Struktura ABCCI1

Gen ABCC1 byl objeven v linii HB9AR plicnich nadorovych btk (Cole et al,
1992). Lezi na 16. chromozomu v pozici p13.1&i priblizné 200 kb, obsahuje 31 exibn
a koduje 190kDa membranovy protein (ABCC1l neboli RIR obsahujici 1531
aminokyselin (Colest al, 1992; Grantt al, 1997; Hipfneret al, 1999; Lesliest al, 2001,
2005).

ABC proteiny sdili obecnou molekularni stavbu. 8kja se ze dvou typ
strukturalnich domén: domény vézajici nukleotid c{eatid-binding domain, NBD),
obsahujiciii motivy (dva kratké ATP-vazajici peptidové motiviValker A a Walker B -
a mezi nimi lezici konzervovanou sekvenci C motawjansmembranové domény (TMD),
které se zpravidla skladaji ze Sesti transmembraiodroubovic (Hydeet al, 1990;
Bakoset Homolya, 2007). Typicky ABC transporter m&d\BDs a d¢ TMDs (Higgins,
1992). Protein ABCC1 obsahuje 17 transmembranogyehbovic (transmembrane helix,
TMH) a dw velké cytoplazmatické domény (NBDs) - jednu mekiH11l a TMH12
a druhoudownstream(po proudu) od TMH17 (Lesliet al, 2001, 2005). Vé&hto NBDs
lezi ony ti konzervované motivy zmémé vySe. Motiv Walker A je zapojen do vazbf-s
fosfatem ATP, zatimco motiv Walker B interagujeageinatymi kationty. Feti motiv
je znamy jako ABC podpisova sekvence (ABC signatseguence, LSGGQ) a byl
identifikovan jako mozné vazebné mistéosfatu ATP (Leslieet al, 2005). Molekularni

stavba proteinu ABCC1 jerghledré znazorgna na Obr¢. 4 na nasledujici stran
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Obr. &. 4: Model membranové topologie ABCC1.Zobrazeny model byl sestrojen na zaklad
sekvernich analyz a vhodnych experimentélnich dat. TMBransmembranovd doména, NBD =
doména vazajici nukleotid, oL= spojovaci oblast mezi TMpDa TMD;. Mutace ovliviujici
substratovou specifitu a katalytickou aktivitu jsoznaeny ¢ervenymi a modrymi zr&ami (zdroj:
Bakoset Homolya, 2007).

3.2.2.2 Funkce ABCCI1

ABCC1 transportér exportuje mnozstvi endogennichlekub fyziologického
a klinického vyznamu i celotadu xenobiotik (Bakost Homolya, 2007), jeZ jsou shrnuty
v Tab.¢. 5 na nasledujici stran

Znané mnozstvi vyzkuidin vitro i in vivo dokazuje, Ze ABCC1 hraje roli v ochgan
tkani ged toxiny zmsobujicimi poSkozeni (Lesliet al, 2001). Chrani tkan jako
nagiklad kostni den, skérné kanalky ledvinyi orofaryngealni a ggvni sliznici (Leslie
et al, 2005). Pravépodobré je zapojen i do ochrany bé pied Skodlivymi @inky
bilirubinu (Sharom, 2008).

Jednim z vedlejSich eféktakové ochranné funkce je, Zze z Bkinylouci také fizné
uzitetné I&ivé latky a podili se tak na rezistenci Bkirvici pasobeni 1éiv, a to etrg
chemoterapeutik. U ABCC1 byla prokazanaast na rezistenci i¢i chemoterapii
u rozlicnych typi solidnich nadar - tumoru plic, prsu, vafmika, prostaty, tlustého igva,
neuroblastomu, melanoblastoriutznych forem leukémie (Hipfneat al, 1999).

Léciva exportovana z bwk pomoci ABCC1l jsou aniontové povahyasto
konjugovana s glutathionem, glukuronidetti sulfatem, nebo jsou nekonjugovana

kotransportovana s volnym glutathionem (Bastl, 1999). Konjugaty vSecltitanionti
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jsou shrnuty v Take. 5. ABCCL1 hraje tedy Usdni roli v homeostazi glutathionn vivo
a také exportuje LJz mastocyit (Sharom, 2008).

Tab. ¢. 5: Klinicky vyznamné Iéky a jiné sloweniny interagujici s ABCCL1 (zdroj: Sharom, 2008;
Bakoset Homolya, 2007).

protinadorova l&éva konjugéty glutathionu

« alkaloidyVinca (vinblastin a vincristin) «leukotrien G, D;a K,

« antracykliny (doxorubicin a daunorubicin) « prostaglandin ASG

« epipodofyllotoxiny (etoposid a teniposid) « hydroxynonenal-SG

« camptoteciny (topotecan a irinotecan) « aflatoxin B-epoxid-SG
« metotrexat - melphalan-SG

« antiandrogeny (flutamid) « cyklofosfamid-SG

. taxany « doxorubicin-SG
inhibitory proteazy HIV konjugéty sulfatu

« ritonavir « estron-3-sulfat

« Saquinavir « dehydroepiandrosteron-3-sulfat

« sulfatolitocholyl taurin

inhibitory tyrosin kinazy konjugéty glukuronidu
« imatinib mezylat « glukuronosylbilirubin
« gefitinib « estradiol-178-D-glukuronid

« etoposid-glukuronid
« NS-38-glukuronid

peptidy toxiny

« glutathion (GSH, GSSG) « aflatoxin B,
antibiotika pesticidy

« difloxacin « fenitrothion
« grepafloxicin « metoxychlor

3.2.2.3 Geneticka variabilita ABCC1

Sowasny vyzkum je sousdn na roli polymorfizni v genech kddujicich ABC
pienaSeée v piibéhu onkologicke &by, je zkouman jejich vliv na miru expresehto
pienasSéa a na vysledky terapie (Choudhust Klaassen, 2006). Uiznych lidskych
populaci bylo VABCC1lidentifikovano mnoho jednonukleotidovych polymarfii (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) a byly také zkouwmggjich haplotypy (Leschziner
et al, 2006; Conseiét al, 2005; Wanget al, 2005; Oseliret al, 2003; Saitcet al, 2002;
Conradet al, 2001; Itoet al, 2001; Perdet Germain, 2001).
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SNP je bodova mutace, jez se vyskytuje algspdl % populace. SNPstxeme
rozclit na synonymni (silent neboli neutréini mutadegré obvykle nemaji vyznamny
vliv na fenotyp, a nesynonymni, které aspbuji zm¢nu v kodujici sekvenci. Tyto
nesynonymni SNPs mohou mit za nasledek rozdilyvjaladire exprese proteinu, tak
v jeho funkci, coZ ovlivni absorpci léku, koncemirglazmy, distribuci a eliminaci.
Podrobnosti o firozere se vyskytujicich lidskych polymorfizmech v ABC pgmech jsou
dostupné v &kolika databazich — National Center for Biotechggldnforamtion (NCBI),
Pharmacogenetics Research Network, Japanese singéotide polymorphisms (Sharom,
2008). SNPs jsou povazovany za hlaviiéipu rizné odpowdi na lIéky u tznych jeding
a etnickych skupin (Sharom, 2008). Na zakl&NPs Ize konstruovat haplotyp daného
genu.

Gen ABCC1vykazuje vysokou haplotypovou diverzitu a byly & maznamenany
vyrazné rozdily naf etnickymi skupinami (Wangt al, 2005). Vyznaméchto variant
a jejich potencialni role v transportucié byly zkoumany prosgednictvim transfekce
téchto proteii do savich burgénych linii a naslednou charakterizaci jejich exprels
hladin a transportnich funkci (Conseilal, 2005; Letourneaat al, 2005)

V literature existuje wkolik studii sledujicich vyskyt SNPABCCL1 v lidské
populaci. Porérné nedavno provedli Letourneaat al. (2005) opravdu ikladny vyzkum
funkéniho vyznamu deseti nesynonymnich SNP, vedoucictarktnam aminokyselin
C43S (128G>C), T73I (218C>T), S92F (257C>T), T11{@B0C>T), R230Q (689G>A),
R633Q (1898G>A), R723Q (2168G>A), A989T (2965G>AJ1047S (3140G>C),
R1058Q (3173G>A) a S1512L(4535C>T). Zadny z niclenamié neovlivnil stupé
exprese, coz signalizuje, Ze zam aminokyselin se nemusi natprojevit v ovlivreni
syntézy a stability vysledného proteinu .

Vjiné studii byly zkoumany neutralni varianty 816& 825T>C, 1684T>C
a 4002G>A z dvodu jejich vlivu na expresi mRNA v perifernich tkach CD4+
u zdravych smeckych dobrovolnik (Oselinet al, 2003). Nebyly vSak pozorovany Zzadné
vyznamneé rozdily.

Conrad et al. (2001) identifikovali ®kolik mutaci v lidskéem ABCC1 Jedna
z identifikovanych mutaci G671V (2012G>T) byla ppdastnim drobnohledem, jelikoz
je lokalizovana v blizkosti NBD1, pouhych Sest aokiyselin upstream (proti proudu)

VVVVVV

motivu a jeho okoli mohou #gobit pokles transportni aktivity (Ramjeesirgthal, 1999;
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Gaoet al, 2000; Szakacst al, 2000). Navic byla tato mutace spojena s nizSladihami
MRNA (Conradet al, 2001). Navzdoryémto fakiim vSak nebyly nalezeny zadné rozdily
v transportu organickych anidnbproti divokému typu ABCC1.

U rekterych mutaci vSak vliv na ABCC1 prokazan byl. Nklad substituce vysoce
konzervované Arg433 serinem (1299G>T) vyznansniZzuje transport LTLa sulfatu
estronu a zvysuje rezistenaidv doxorubicinu (Conrackt al, 2002). Nesynonymni SNP
128G>C (C43S) zase zhorSuje urdstproteinu do plazmatické membrany a také zvysuje
rezistenci na doxorubicin a arzenit sodny (Lestial, 2003).

Doposud byly zd@vodu vlivu na MDR zprogsedkovanou ABCC1l zcela
prozkoumany pouze fit pfirozert se vyskytujici mutace (Gly671Val, Arg433Ser
a Cys43Ser) (Conraat al, 2001, 2002; Lesliet al, 2003). DalSi nesynonymni SNPs byly
studovany pouze zigtodu transportu metotrexatu (Letournesal, 2005; Warreret al,
2008). Déle bylo zji#nho, Ze mutace v 2168G>A (Arg723GIn) vyznamenizuje
rezistenci na daunorubicin, doxorubicin, etoposidinblastin a vincristin, kterou
zprostedkovava pravABCCL1 (Yinet al, 2009).

V této praci jsme se zattili na funkéni doménu NBD1 gendhBCCJ1 kde mize
vyskyt mutaci i SNPs zde¢ ovliviiovat vyslednou transportni funkci proteinu. Celkem
bylo sledovano 13 SNPs s nezndmym Kklinickym vyzmam@eznam viz Tab¢. 6

na nasledujici stran
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Tab. &. 6: Pfehled SNP v genlABCC1, jimiz se tato prace zabyva.

) frekvence
NCBI pozice, typ C L,
SNP ID - lokace . minoritni frekvence genotypu
nukleoti mutace
v alely
i S intron 15 | nekéduijici T GIG | GIT T
rs35623 718G>T 0.119 079 | 017]| 0,04
. g . C C/C CIT TIT
rs35625 -617C>T intron 15 [ nekddujici 0371 0.16 0.42 0.42
; intron 15 | nekddujici C c/c CIG GIG
rs11866794 | -609G>C 0132 0.00 0.26 0.74
intron 15 | nekddujici T GG G/T T
rs4148350 | +219G>T 0.084 0.84 0.15 0.01
intron 15 | nekddujici T C/C CIT T/
rs4148351 | +310C>T 0115 0.79 0.19 0.02
. nekédujici T G/IG GIT T/T
rs35626 +357G>T intron 16 0322 0.50 0.36 0.14
. nekédujici G A/A AIG GIG
rs35628 +848A>G intron 16 0102 0.81 0.17 0,02
. nekédujici C A/A A/C C/C
rs4146353 | +669A>C intron 16 0.459 0.28 051 0,20
A A/A AlG G/IG
rs4148356 | 2168G>A exon 17 R723Q 0.027 0.00 0.05 0.95
. nekédujici T C/C CIT TIT
rs2889517 | +1108T>C intron 17 0283 051 0.41 0,08
] intron 18 | nekéduijici A AIA_| NG | GIG
rs3888565 1217G>A 0.190 0.05 0.28 0.67
; intron 18 | nekddujici G AIA AIG GIG
rs3851711 | -1175C>T 0473 021 046] 033

Frekvence genotypu a frekvence minoritni alely dyréteny u evropské populace (HapMap-
CEU; zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

3.2.2.4 Exprese ABCCI1

ABCC1 je exprimovan ve &sSin¢ tkani celého lidskéhoéla nag. v plicich,
varlatech, ledvinach, kosterni a sidesvalovirg a placent (Coleet al, 1992; Flen%t al,
1996; St. Pierreet al, 2000, viz Tab.g. 7). ZvySena hladina exprese byla gt u
mnozstvi hematologickych i solidnich nadloNekteré z nich jako nap nemalobu&iny
karcinom plic (NSCLC, nonsmall-cell lung cancer;igtit et al, 1998; Bergeet al, 2005)
nebo chronicka lymfoblasticka leukémie (Juszczymeskil, 2002) obect vykazuji vysoké
hladiny exprese ABCC1 a jsou rezistentfi¢ivmnoha I€ivam. Naproti tomu jiné nadory,
jako nap. malobur¢ny plicni karcinom (SCLC, small-cell lung carcinonvaright et al,
1998), karcinom traviciho traktu (En@t al, 1996; Alexandeet al, 1999), neuroblastom
(Norris et al, 1996) a retinoblastom (Chat al, 1997) vykazuji vysoké hladiny exprese

e

ABCC1, ale s nizsi frekvenci.
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V polarizovanych biikach je ABCC1 Iokalizovan ipvazr v bazolateralni
plazmatické membr&n(Hipfner et al, 1994; Everset al, 1996; Roelofsert al, 1997;
Wright et al, 1998; Leslieet al, 2005). V rkterych bug¢nych typech, jako jsou
placentalni syncytiotrofoblasti endotelialni biky mozkovych kapilar, je ABCC1
lokalizovan v apikélni membran(St. Pierreet al, 2000; Zhanget al, 2004). Zatim vSak
neni znadmo, pkoje tato membranova lokalizace e specificka.

Nekolik nezavislych studii naztaje, Ze expreseABCCl je negativnim
prognostickym markerem proekteré histologické typy nadoru prsuii & téchto studii
dosly k z&¥ru, Ze ABCC1 pozitivita ucasnych stadii rakoviny prsu byla spojena
s diiveéjSim relapsem po postchirurgické adjuvantni cherapie (Rudaset al, 2003;
Nooter et al, 1997a, 1997b). V naSi studii jsme sledovali vztaezi genotypem
vyjadienym SNPs ve furtkhi domég ABCCla fenotypem charakterizovanym hladinou
transkriptu ve skupih pacientek s karcinomem prsu po chemoterapii&lCjs#me ziskat
informace o mozné indukci expres®BCC1 vlivem chemoterapie a Uloze genotypu
v tomto fenoménu. Studie podobného typu nebyla dicsigejreéna. Dale nas zajimal
funkéni dopad genetické variability a genové expr@B&€C1lve vztahu k prognostickym

faktorim a vysledku chemoterapie pacientek.

Tab. €. 7: Distribuce ABCCL. (zdroj: Bakoset Homolya, 2007).

Tkan ZvySena exprese SniZzena/zadna exprese |

Plice EpiteliaIni buiky pridudek a pidusinek, | Normalini alveolarni pneumocyty typu | a I
mucinoézni zlazy, reaktivni pneumocyty
typu Il, alveolarni makrofagy

Varlata Sertoliho buiky v semennych kanélcich,
Leydigovy buiky, testosteron produkujic
intersticialni bitky vné semennych
kanalki

Ledviny Fetélni krevni cévy terminélnich a Buriky proximalniho tubulu
intermedialnich kI&, glomeruly,
epitelialni buiky Henleovy kliky

Placenta Syncitiotrofoblast, epitelialni biky
endoplacentalniho Zloutkového vaku

Tenké sk¥evo | Panethovy biky Enterocyty

Tlusté strevo | Vnitini klky

Mozek Endotelialni bitky mozkovych kapilar

Choroidalni a ependymalni iiky,
tanycyty v choroid plexus
Glialni buiky, parenchymalni astrocyty

Krev Erytrocyty, T-buiky, mastocyty
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4 Material a metody

4.1 Piistroje

Tab. &. 8: PFistroje pouzité pfi vypracovani diplomové prace.

Pristroj Pouziti Dodavatel

Autoklav Nive OT 032 Sterilizace Nuve, Ankara, Turecko
materialu

Laminarni box EN 12469 Prace s RNA Schoeller Imstats, Praha,

Ceska republika

Centrifuga Hermle Z233MK-2 Centrifugace Maschinenfabrik Berthold Hermle,
(odsted’ovani) Gosheim, Nmecko

Centrifuga Hermle Z360K Centrifugace Maschinenfabrik Berthold Hermle,

(odsted’ovani)

Gosheim, Nmecko

Elektricky zdroj Owl EC-105
Compact

Elektroforéza

Thermo Scientofic, Waltham, USA

Homogenizator Precellys 24

Drceni tkani

Bertin textbgies, Aix en Provence,
Francie

PCR thermocykler GeneAmp 9600
PCR System

PCR, denaturace

Applied biosystems, Austin, USA

P¥{stroj Quantum™ Priprava Milli-Q | Millipore, Billerica, USA

(ultragisté vody)
Real-time PCR cykler RotorGene Real-time PCR, Corbett Research, Sydney, Australie
6000 HRM analyza

Rotator Bio rotator RS-Multi

Periodické michani

BoeHamburg, Mmecko

Sekvenator ABI RiIsM® 310 Genetic
Analyser

Sekvenace vzork
DNA

Applied biosystems, Austin, USA

Sekvenétor ABI RiIsM® 3100 Avant
Genetic Analyser

Sekvenace vzork
DNA

Applied biosystems, Austin, USA

Spektrofotometr Infinte M200 Stanoveni Tecan, Grodig, Rakousko
koncentrace
RNA/DNA

Sterilizator Chiran HS 62 A Strerilizace LABO-MS, PrahaCeska republika
materialu

Transiluminator Benchtop 2UV Detekce vzork na | UVP, Upland, USA
gelu

Fotoaparat KODAK DC290 Foceni gelu Kodak, RoclresiSA
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4.2 Chemikdlie

Tab. & 9: Chemikalie, jez byly pouzity @i vypracovani diplomové prace fazeny dle dodavatele.

Dodavatel Chemikalie/material

Ambion Nuclase-free Water (not DEPC-treated)

Foster City, USA

Applied biosystems ABI PRIsM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Austin, USA 5x Sequencing Buffer

Hi-Di Formamide

TagMar? PreAmp Master Mix

TagMarf Universal PCR Master Mix, No AmpErdseNG
Gene Expression Assays*: Hs00219905_m1,
Hs00430290 _m1, Hs00608519 ml1,

Hs00426752_m1, Hs00183533_m1

Invitrogen TRIzol Reagent

Gaitherburg, USA Quant-iT" PicoGreefi dsDNA Kit

Quant-iT" RiboGreefi RNA Kit

Primery ABCC1D1R1F, ABCC1D1R1R,
ABCC1D1R2F, ABCC1D1R2R, ABCC1D1R3F,
ABCC1D1R3R, ABCC1D1R4F, ABCC1D1R4R

Lachema Citronan sodny p.a.

Brno, Ceské republika

MBI Fermentas RevertAid" First Strand cDNA Synthesis Kit

Vilnius, Litva

New England Biolabs 6x Loading Dye

Ipswich, USA ARNA/EcoRi+HindlIll marker
®X174 DNA-Haelll Digest marker

Penta Etanol absolut

PrahaCeska republika Chloroform p.a.

Qiagen HRM™ Type-if® PCR Kit

Hilden, Nsmecko

Ridel-de Haén EDTA

Hannover, Nmecko

Sigma Aldrich Agarosa (for routine use)

Steinheim, Nmecko Ethidium bromid (0,lug/ml)

Top-Bio 10x PCR Blue Buffer Complete

PrahaCeska republika 10x PCR Red Buffer without Mg
50x dNTP Master Mix (12,5mM)
MgCl, (25mM)
PCR HO

* Hs00219905_m1 = ABCC1
Hs00430290_m1 = UBB
Hs00608519_m1 = MRPL19
Hs00426752_m1l = ELF2B1
Hs00183533_m1 = IPO8
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4.3 Soubor pacientl

Do studie bylo z&azeno celkem 191 pacientek s karcinomem prsu (8@.d& UICC),
které byly sledovany ve dvou prazskych nemocni¢kdth kralovské Vinohrady a Medicon
a.s.). V tomto souboru byly k dispozici vzorky tk&a 30 pacientek, které séeg operaci
podrobily neoadjuvantni chemoterapii, redim zalozenym na antracyklinech a/nebo
taxanech. Vzorky nadorovych i okolnich nenadorovykhni byly odebrany dhem
operace prim#&m MUDr. Vaclavem Pechou (Onkochirurgie, Medicomaha). ®mto
a dalSim pacientkdm byly ro¥h odebrany vzorky krve. Celkem tak bylo k disposici
191 pacientek pro genetické analyzy vramci tétadist - 125 pacientek z Fakultni
nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV) v Praze a 66cipntek z Medicon a.s.
K odberam krve byly pouzity Vacutainery s protisrazlivotkau KsEDTA.

Vzorky tkani byly histologicky zpracovany v biogki& laboratéi Biolab Praha s.r.o.
(spoluesitel projektu MUDr. Markéta Trnkova), kde p&bka histologicka kontrola
nadorovych a nenadorovych tkani. Do studie bylyazeny pouze histologicky
verifikované nadorové tk&na nenadorové tké&nbez pitomnosti nadorovych bwk.
Do okamziku izolace byly vzorky tkani uchovavanilubokomrazicim boxuip-80°C.

4.3.1 Klinicko-patologické Udaje pacientek
Z lékarskych zaznarn byly ziskany zékladni Klinicko-patologické inforoea
o pacientkdch a pbéhu jejich onemoatni - pedevsSim klinické stadium fKed
a po chemoterapii u neoadjuvahtiééenych), patologické TNM dle UICC, histologicky
typ a stup# nadoru, exprese recepiopro estrogen, progesteron a Her-2, davka, rezim

a odpo¥d’ na chemoterapii (viz Tab. 10 na nasledujici strén
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Tab. &. 10: Klinicko-patologické charakteristiky pacientek.

Charakteristika Typ Poket pacientek/vzorki | Zastoupeniv %
premenopauzalni 44 25
Stav menopauzy postmenopauzalni 132 75
neznamo 15 -
Hormonalni substituéni ano 44 25,3
terapie ne _ 130 74,7
neznamo 17 -
Osobni anamnéza p02|t|yn| - 10 S.5
nadorovych onemocgni negat,|vn| 173 94,5
neznamo 8 -
Invazivni duktalni 128 71,9
Histologicky typ nadoru | jiny 50 28,1
neznamo 13 -
| 35 24,1
. . - Il 67 46,2
Histologicky stupdi (G) m 23 29.7
neznamo 46 -
0 9 59
I 72 47,1
.- Il 63 41,1
Stadium (S) m 5 5.9
Y 0 0
neznamo 38 -
T0 10 6,2
T1 101 62,3
oT T2 45 27,8
T3 3 1,9
T4 3 1,9
neznamo 29 -
NO 97 64,2
N1 47 31,1
pN N2 5 3,3
N3 2 1,3
neznamo 40 -
oM MO 191 100
neznamo 0 0
Exprese receptoru pro poz|t|yni 97 59,9
negativni 65 40,1
estrogen —
neznamo 29 -
Exprese receptoru pro Eg;g't\llcr'" 9618 547228
progesteron Ao 0 -
Exprese/amplifikace pozitivnl - 40 29,2
receptoru HER2 negat,|vn| 3 708
neznamo 54 -
antracykliny 29 43,9
Chemoterapie u souboru | taxany 17 28,8
Medicon antracykliny + taxany 19 25,8
jina 1 1,5




4.3.2 Informovany souhlas pacienta

VSechny pacientky, jez sé&astnily této studie, byly informovany o jejindalu a svym
podpisem potvrdily souhlas se svojtasti ve studii (informovany souhlas). Studie
i formulé@ informovaného souhlasu byly schvaleny Etickou lgin8tatniho zdravotniho
astavu v ramci grantového projektu Interni grantégentury Ministerstva zdravotnictvi
CR¢.:9799-4.

4.4 I1zolace RNA z tkané

RNA byla izolovana z tkén metodou fenol-chloroformové extrakce s guanidin
izothiokyanatem pomoci TRIzol Reagentu. VSechnyzZpéukovové nastroje a plastové
mikrozkumavky byly pedem vysterilizovany (5 hodirfigl 30 °C).

Celd prace probihala vlaminarnim boxu a vzorky nikémusely byt
pied homogenizaci drzeny na suchém ledu, a tovadl degradace RNAfpvySSich
teplotach. Ke kazdému vzorku tkayl piidan 1 ml TRIzol Reagent, a poté byly podrceny
v homogenizatoru PreCellys. Do podrcen&snbylo pgidano 100ul chloroformu, smis
byla promichana na vortexu a ponechana 3 mintitialporatorni teplat (cca 25 °C). Poté
byly vzorky centrifugovany (15 min, 4 °C, 12000 &k/min). Tim byla suspenze
rozdklena na horni vodnou fazi obsahujici RNA a dolnnofevou ¢ast obsahujici
denaturované proteinové molekuly. Na rozhradiito dvou fazi se nachazi tenka vréktai
s DNA a casti proteid. Diky pouziti pufru a fenolu s nizkym pH (<5) alareformu
o nizké objemové koncentraci (do 20 % objemu fenafistavd RNA ve vodné fazi,
zatimco DNA je za &hto podminek ve vad nerozpustna. Guanidin izothiokyanat,
obsaZeny v TRIzol Reagent, stabilizuje &tny obsah a chrani RNAgd Einkem RN&z,
proto miZze byt tento extrakt uchovavaii 80 °C dlouhododji (pievzato z pracovniho
manualu pro TRIzol Reagent od Invitrogen).

Nasledr byla horni faze f@nesena doisté mikrozkumavky, byl k nifjdan stejny
objem ledového izopropanolu, &m byla promichana a inkubovana 10 minut
pii laboratorni teplat Dolni faze a mezifaze byly dale vyuzity pro izmlaDNA
(viz kapitola 4.5). Srs horni faze a izopropanolu byla centrifugovanen{®, 4 °C, 12000
ota&ek/min). Supernatant byl odstéam sediment promyt 500ul 70% etanolu
a centrifugovan (5 min, 4 °C, 12000 &&/min). Nakonec byladtSina etanolu odstréna,

zbytek odp#en i 60 °C a vysuSena peleta RNA byla rozpnatv gisluSném mnozstvi
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NF vody (40-12Qul, dle velikosti pelety). Takto ziskana RNA bylahowvavana p teplog
-80 °C do dalSiho pouziti.

4.5 Izolace DNA z mezifaze

Do mikrozkumavky se spodni fazi a mezifazi, zbylyniolace RNA (viz pedchozi
kapitola 5.1), bylo pdano 300ul 100% etanolu. S&s byla dikladn® promichéna,
inkubovana 3 minuty ip laboratorni teplat a poté centrifugovana (5 min, 25 °C, 12000
ota&ek/min). Po odsedini se na d& mikrozkumavky objevila mién¢ zakalena peleta.
Supernatant, obsahujici etanol, byl odstnarebyla peleta byla dvakrat promyta 0,1M
roztokem citronanu sodného a 30 minut inkubovanpezeodického michani na rotatoru.
Nasledovala centrifugace (5 min, 25 °C, 1200@eakamin) a resuspendace DNA v 1 ml
75% ethanolu. Tato sfa byla ogt za periodického michani aigdaboratorni teplat
inkubovana 20 minut. Poté byla &ncentrifugovana (5 min, 25 °C, 12000 ati&min),
supernatant byl odstram a zbytek etanolu vysuSeti paboratorni teplat. Nakonec bylo
k pelet pridano gislusSné mnozstvi ulttesté vody (80-100ul, dle velikosti pelety)
ata v ni byla rozpou&ta 10 minut i 55 °C. Zkumavka byla poté uloZena v lednici, kde
byl roztok inkubovan fes noc. Druhy den byl roztok gen a odebran déisté zkumavky.

4.6 lzolace DNA z krve

Izolace DNA z krevnich vzork byla provadna fenol-chloroformovou extrakci.
Touto metodou jsou bilkoviny extrahovany do orgké@iéaze a DNA #stava ve vodné
fazi. Z ni je poté precipitovana ethanolem a nakgaeozpusina v ultr&isté vod.

Tato izolace byla provedena RNDr. Radkou VéaclavikgpvPhD. a Ing. Lenkou
Neufussovou. Koncentrace takto ziskané DNA bylanastana spektrofotometricky
pomoci pistroje Infinite M200. Zasobni roztoky DNA byly sklovany p -20 °C

a pracovni roztoky v lednici.
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4.7 Horizontalni elekiroforéza na agarézovém gelu

Principem elektroforézy je rozkkni nabitychc¢astic (nap. proteini, DNA ¢i RNA)
podle jejich elektroforetické pohyblivosti. afobici elektricka sila je vrovnovaze
s odporem progdi (agar6zového gelu) a rychlost nabésétice je tedy téat konstantni.

Fosfatové skupiny wdlji molekule DNA parcialni {aste&ny) zaporny naboj, jehoz
velikost je dana v podstapouze délkouetzce. Proto se vzorkyipelektroforéze di
predevsim podle velikostifipadré podle tvaru.

Pro horizontélni elektroforézu byl obvykle pouziviRi3% (pro DNA, dle velikosti
fragment), resp. 1% agardzovy gel (pro RNA). Do 25 ml OJ8BE pufru bylo navazeno
0,75 g agardzy pro 3% nebo 0,25 g agarézy pro 1PoZgekrajan nadoby byla agar6za
splachnuta Milli-Q vodou a s¥s byla touto vodou dop#na na zhruba dvojnasobny objem
(50 ml), a to z dvodu delSiho alepSiho rozp&st agar6zy. Nadoba byla vioZzena
do mikrovinné trouby a zdivana, dokud se vSechndidana voda nevygda a objem
smesi v nadob se nevratil najvodnich 25 ml. Poté byla s zchlazena pod tekouci
vodou zhruba na 60 °C, nalita didjgravené variiky na elektroforézu a byl do ni zasunut
hiebinek, jenz vytva jamky pro aplikaci vzonk Po zatuhnuti gelu (min. 30 min) byl
hiebinek vyndan a gel bylignesen do elektroforetické aparatury, do ¢ag1®,5x TBE
pufrem. Do jamek, vzniklych po vyndaniebinku, byly jednotli¢ nanasSeny vzorky
obarvené 6x Loading Dye (naubvzorku postauje 0,5ul barviva). Do jedné jamky bylo
vzdy aplikovano 6ul ®X174 DNA-Haelll Digest markeru, resp.RNA/EcoRi+Hindlll
markeru. Aparatura byla poté zapojena do elektrsikéa @i napsti 100-110 V ponechana
25 (RNA)-45 (DNA) minut. Po ukafeni elektroforézy byl gel fiplizné na 10 minut
umiseén do 14z® s roztokem ethidium bromidu (1 mg/l) a ndskedia transluminator, kde

bylo pozorovano a fotoaparatem zaznamenanc:tezidmolekul DNA, resp. RNA v gelu.

4.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace

Méteni koncentrace DNA (resp. RNA) probihalo ndstpoji Infinite M200, jenz
meéti koncentraci na  principu vazby fluoreséen barvy PicoGreen (RiboGreen)
k nukleovym kyselindm. Jde o velmi citlivou metodZ 1000x citli¢jSi nez je msfeni
absorbance. Nadto je&liminuje gispsvek kontaminaci, jako jsou bilkoviny a nukleotidy,

bézre¢ piitomné ve vzorcich nukleovych kyselin.
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Pred meienim (nejlépe dentpdem, minimalé vSak 4 hodiny) byly vZzdyifpraveny
cerstvé roztoky, pdebné k ndfeni. Mnozstvi roztok odpovidalo pétu métenych vzork.
K méieni bylo zapdtbi 3 roztok (reagencie viz Takk. 11): 1/ 1x TE pufr, jenZz vzniknul
narednim koncentrovaného 20x TE pufruiitpmného v kitu, 2/ Quant-iT pracovni
roztok, jenz byl gipraven n&dnim komponenty A 200x v 1x TE pufru a 3/ pracovni
roztok standardu (2g/ml), jenz vzniknul smichanim dl komponenty B se 196l 1x TE
pufru. Pro néieni RNA byly gipraveny je&t pracovni roztoky RNA, a to smichanim vzdy
1-2 pl vzorku se 198-199l 1x TE pufru.

Tab. & 11: Reagencie pro pipravu roztoki na méfeni koncentrace DNA/RNA.

DNA RNA
Komponenta A | Quant-iT PicoGreen dsDNA reagent  Quant-iT RiboGIieBIA reagent
Komponenta B | dsDNA STD stock (10@.g/ml) RNA STD stock (10@g/ml)

Standardni kvka pro porovnani koncentraci bylafigravena dle tabulky
na nasledujici strénTab.¢. 12).

Tab. & 12: Priprava standardni k¥ivky.

. | Quant-iT

Poloha 1x TE pufr (u) STD pracovni pracovni Koncentrace
e alsiiae roztok (ul) roztok (ul) (ng/ml)

DNA RNA | DNA |RNA | DNA | RNA | DNA [ RNA
Al 0 0 100 100 100 100 1000 100(
A2 50 50 50 50 100 100 500 500
A3 90 95 10 5 100 100 100 50
Ad 98 99,5 2 0,5 100 100 20 5
A5 100 100 0 0 100 100 blank blan

Do jamek na 96-jamkové deste bylo rozpipetovano 99 1x TE pufru pro mifeni
DNA, nebo 90ul 1x TE pufru pro mifeni RNA, nasledhbylo do kazdé jamkyimano
po 1 ul vzorku DNA, nebo po 1Qu pracovniho roztoku RNA. Nakonec byldigéano
100ul komponenty A, a to jak pro &eni DNA, tak pro mfeni RNA, jen s rozdilnou
fluorescegni barvou viz Tab¢. 9 a 10.

Takto gipravena destka byla ponechana 5 minut ve &ma tepace a poté byla

zmefena koncentrace s excitAm maximem 480 nm a emisnim maximem 520 nm.
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4.9 Syntéza cDNA

Komplementarni DNA (cDNA) byla ifpravovana reverzni transkripci z RNA
pomoci reverzni transkriptazy, s@sti RevertAid" First Strand cDNA Synthesis Kit.

Nejprve bylo do kazdé mikrozkumavky napipetovanolpd nahodnych hexameér
(0,2 png/ul). Mnozstvi bylo dopltno na 14ul Milli-Q vodou a vzorky obsahujicimi jig
RNA. MnozZstvi vzorku bylo vyp&ieno dle koncentrace RNA, nafené v podkapitole
4.8.

Po promichani a steni byla sms inkubovana 5 minutip70 °C. Nasled& byla
ochlazena na ledovém stojanu a byl k fidgn mix, jenz byl Bhem inkubace ifjpraven
nasledova: na kazdy vzorek bylo pifba smichat 4ul pufru, 2 ul 10mM sngsi
deoxynukleotid (ANTP) a 1ul inhibitoru RNazy. Srés byla ogt promichana, st@na
a ponechana 5 minutipgaboratorni teplat a nasledé zchlazena na ledovém stojanu. Jako
negativni kontrola (bez reverzni transkriptazy)ylgo cisté mikrozkumavky odebrany#
smesi, zatimco ke kazdému vzorku byigan 1 ul reverzni transkriptazy (20Qg/ul).
Takto gipravené vzorky i s kontrolou byly inkubovany 10nmi @i laboratorni teplat,

60 minut @i 42 °C (aktivace reverzni transkriptdzy) a nakori€c minut pi 70 °C
(inaktivace reverzni transkriptazy).

Priprava cDNA (krond krokt inkubace p teplot vysSi nez je laboratorni) probihala
v laminarnim boxu, a to zidodu ochrany RNA f&d RNazami. S hexamerem a vzorky
RNA bylo tteba pracovat ve vychlazeném stojdnku a samotnynereytaké inhibitor
RNazy byly vytazeny z mrazakéste pred pouzitim a ihned po pouZiti&gpraceny.

4.10 Ovéreni kvality cDNA pomoci PCR

PCR neboli polymerazovdettzova reakce je metodou pro amplifikaci cilové
sekvence DNA pomoci specifického paru pritneProvadi se v termocykleru, jenz
je schopen gidat tizné teplotni rezimy v kratkéasovém usekudhem jednoho cyklu.

Kvalita cDNA byla zjiS¢na pomoci PCR pro kontrolni gen ubikvitin. Tentange
je exprimovan ve vSech tkanich a nema pseudogemyeR byly navrzeny tak, aby
amplifikovany usek DNA obsahoval intron. Pokud leytedy amplifikovala cDNA pouze
Zz RNA, tudiZz neobsahovala intron, byla by velikB€R produktu 190 bp. OvSem pokud
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by byl vzorek kontaminovan genomovou DNA (s intnanebyla by velikost produktu
1009 bp.

Reakni snés na PCR vigpaitu na jeden vzorek obsahovala d)7sterilni Milli-Q
vody, 5ul PCR mixu (MasterMix Combi PPP), 0,4 10mM primého forward) primeru
a 0,4ul 10mM ztného (eversé primeru. Ke srési bylo gridano vzdy 0,5 cDNA.

Reakni podminky v termocykleru byly nastaveny nasledovn

94 °C 5 minut aktivace reverzni transkriptazy
38 cykh:

94 °C 30 sekund rozvaini cDNA

64 °C 30 sekund nasednuti pririer

72 °C 30 sekund prodluZovaiittzci

72 °C 5 minut dosyntetizovani useku DNA

8 °C ')

o ... udrZovani teploty do odebrani vzirk

4.11 Relativni kvantifikace genové exprese pomoci tPCR

Metoda rtPCR umatuje monitorovat koncentraci PCR produktu ve vzorku
v realnémc¢ase, tj. kdykoli Bhem cyklu, oproti BZné PCR, kdy zjistime az koncentraci
koneného produktu. Velkou vyhodou oproti klasické P@Rrjoznost kvantifikovat PCR
produkt. Kvantifikace je kdi relativni, kdy vzorky porovnavame se vzorky kofrifmi,
nebo absolutni, kdy je sestavena kalibfakiivka, nag. pomoci rekombinantni DNA
sledovaného genu o znamém mnozstvi. V této pra& Ippuzita metoda relativni
kvantifikace.

Pro real-time PCR je piaba krond paru primeit (pfimy a zgtny) navrhnout
i sondu, jeZ je na jednom konci zead emitorem fluorescence (fluoresa@nbarvou,
nag. FAM) a na druhém konci zh&®m fluorescence (n&pTAMRA). V prodluzovaci
fazi kazdého cyklu se tato sonda odbouravéa 8" exonukleazovou aktivitou polymerazy,
dojde k oddaleni obou koticsondy a tim k fluorescenci (viz Ohr. 5 na dalSi stra).
Ta je zaznamenavana specialnim senzorem termouykler kterém PCR probih&im

vice se sonda odbourava, tim je fluorescencgjsiln
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1. Polymerizace: Flurcescencéni barva (R) a jeji zhased
(Q) jsou navazany na 5° a 3" konce TagMan sondy.

fimy primer sonda
% primy p ._Q QT
i 5
5I 3|
-+ 5
zpétny primer

2. Elongace Fetézce: Dokud je sonda intakini, zareni
emitované barvou je pohicovano zhasedem.

R_ o,

5"
¥ §'
3 ¥
5
3. Odstépeni: Jakmile Tag polymeraza dorazi k zadatku
sondy, zaéne ji postupné odbouravat, az cdstépi fluorofor.
Ten se timto oddali od zhasede a emitované svétlo
prestane byt pohlcovano. Defekovana flucrescence stoupa.
1.
5" A ity Q.
3' 5
B 3
5‘.

4. Ukonéeni polymerizace: Barva R oddélena od zhasede
emituje charakteristickou flucrescenci.

|
-Q- . 9

; i i
5 ——
3 5
5" 3

—— )

Obr. €. 5: Pribéh real-time PCR. R = fluorescetni barvivo (fluorofor, reporter), Q = zhaSe
fluorescence (quencher). (zdroj: http://www.Ifhkncaz/farmakol/interakce/micuda/real-PCR.htm)

49



4.11.1 Preamplifikaéni PCR

Pred samotnou rtPCR byly vzorky cDNA preamplifikovatjelem preamplifikace
bylo pripravit dostaténé mnozstvi cDNA pro studium expres#siho p@tu geri a také
zvysit citlivost jejich detekce. Do preamplifikadg/ly zarazeny primery pro sledovany
kandidatni genABCCY) a pouzité refergmi geny.

Nejprve bylo nutné ifipravit tzv. TagMan PreAmp Pool. Bylo smichano po
20x TagMan Gene Expression Assay kazdého ze slagicvageri a ndedtno 1x TE
pufrem do celkového objemu 1 ml. Z tétoésimbylo odebrdno 12,5 plfidano k 25ul
2x Tagmafi PreAmp Master Mix. Takto ffpraveny reakni mix byl rozpipetovan
do mikrozkumavek, kdmu bylo gidano 12,5 pl n@dtné cDNA (5 ul cDNA v 7,5 pl NF
vody) a mikrozkumavky byly vioZzeny do termocykle@eneAmp 9700 PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, USA).

Reakni podminky pro preamplifikaci byly nastaveny takto

95 °C 10 minut pocateEni denaturace
14 cykha:

95 °C 15 sekund rozvaini cDNA

60 °C 4 minuty nasednuti printer

prodluZzovanfetzci
8 °C o0

o ... udrZovani teploty do odebrani vziork

Po skoieni reakce byly vzorky uchovavanii 20 °C do dalSiho pouziti nebo ihned
1:20 na&ecény 1x TE pufrem pro rtPCR.

4.11.2 Test Ucinnosti preamplifikace

Uginnost preamplifikace byla zji&ta porovnanim exprese refetaith geti
preamplifikované a neamplifikované cDNA.

Neamplifikovana cDNA byla rfedna na vyslednou koncentraci 0,3 ng/ul, tedy
2,4ul cDNA bylo smichano s 47,61 1x TE pufru. VSechny preamplifikované vzorky
cDNA byly fedny 1:20 (viz vySe, kapitola 4.11.1). Po tedni zachazime
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s preamplifikovanou i neamplifikovanou cDNA st&jnOdebereme 2,5 pl cDNA
a smichame se 7,8 reakeniho mixu, ktery v fepatu na vzorek obsahoval2 NF vody,
0,5ul TagMar® Gene Expression Assays @smndvou nezn@nych primet (18uM) a 6-
FAM™ znasené TagMan sondy s MGB i(®1)) a 6 ul TagMarf Universal PCR Master
Mix, ktery jiz v sok& zahrnuje vSechny dalSi pebné komponenty (AmpliTaqg Gold DNA
polymerdzu, AmpErase UNG, dNTP, dUTP, pasivni esferi barvivo ROXM

a optimalizovany pufr). ProipsrEjSi meteni byly vzorky stanovovany v duplikatech.

Reakni podminky byly nasleduijici:

50 °C 2 minuty aktivace AmpErase UNG

95 °C 10 minut denaturace a aktivace polymerézy
40 cykha:

95 °C 15 sekund nasednuti sondy a primer

60 °C 1 minuta prodluZzovanietzca

U¢innost preamplifikace byla stanovena na zaklaodnotyAAC: dle vztahu:

AACr = ACt (preamplifikovand cDNA) -ACr (neamplifikovana cDNA)

Pro vypd@et pmimérmého G duplikati bylo poteba nejprve vyptist ACr
pro neamplifikovanou i preamplifikovanou cDNA. Vyi®i pro oba typy cDNA probih&a
stejré - od paimeérného G sledovaného genu bylo adeno ptimérné G referekniho

genu:

ACt (cDNA) = Cy cilového genu Cr referegniho genu

HodnotyAAC: blizké 0 (x 1,5) signalizovaly dostadteu &innost preamplifikace.

4.11.3 Real-time PCR

Mira exprese genbyla métena metodou kvantitativni rtPCR, tzn. Ze byl slédov
relativni pondr exprese sledovaného genu k expresi reterieh ger.

Nejprve byl gipraven stejny mix jako vipdchozi kapitole. Jako kalibrator byl
vybran vzorek zdravé tkdnk némuz nebyla dodana tkénadorova. Z & byla posléze
vytvoienaiedicifada na kalibréni kiivku, kdy byl tento kalibrator adén 5x, 25x, 125x
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a 625x. Do 0,{il mikrozkumavek bylo napipetovano nejprve po il pripraveného mixu,
poté po 2,51l kazdyc¢lanekredicitady. Do ostatnich mikrozkumavek bylo k mixtid&no
2,5 ul 4x naedné preamplifikované cDNA (nadorové tkdmebo okolni nenadorové
tkarg). Pro gesrgjSi meieni byly vzorky nanaseny po dvojicich (v duplikdfecJako
negativni kontrola byla do dvou mikrozkumavek namesNF voda (aft 2,5 ul). Real-
time PCR pro ge®ABCCL1i pro referetini geny UBB, IPO8, ELF2B1a MRPL19 byla

provadna na pistroji RotorGene 6000 v nasledujicim programu:

50 °C 2 minuty aktivace uracil-N-glykosylazy

95 °C 10 minut denaturace a aktivace polymerazy
50 cykhi:

95 °C 15 sekund nasednuti sondy a primer

60 °C 1 minuta prodluZovaniettzci

Nakonec byly vysledky vyhodnoceny v@i@éovém programu RotorGene 6000
Series Software verze 1.7. Vysledkem byly hodnoty n@éboli cycle threshold které
odpovidaji cyklu, kdy fluorescence dosahla prahbwednoty threshold. Tento cyklus
odpovida okamziku, kdy Zae mnozstvi produktu exponenciélnist a Ize jej stanovit

automaticky softwarovym programem nebo mantialn

4.12 Genotypizace ABCCI1 - stanoveni SNPs

4.12.1 HRM analyza

HRM (High Resolution Melting) analyza je vysoceinna postPCR metoda
pro stanovovani mutaci, SNPs a celych sekvencikuzbBiNA. RozliSuje vzorky DNA
na zaklad jejich teploty tani a detekuje tak i malé rozdilgekvencich.

Nejprve je teba zkoumanou oblast namnozit pfedhictvim PCR, kdy je do reakce
piidano je& specialni interkalkai barvivo (nap. LC Green, SYTO Dye, EvaGreen), které
emituje fluorescenci pouze ¥ipmnosti dvouvidknové DNA. Amplifikovana oblastmd
se pak nazyva amplikon. ZvySujici se koncentraceligomu, zvySuje fluorescenci.
Po skoeni PCR je spu&a HRM analyza. Amplikon DNA je postuprzalivan
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odcca50°C do cca 95°C. Jakmile teplota dosahodu tani amplikonu, DNA
se denaturuje, vlakna se od sebestgtla fluorescence slabne.

Nejdiive byla gipravena reakni snes, ktera v pepatu na vzorek obsahovala
6,25ul 2x HRM PCR Master Mix (obsahujici HotStarfaglus DNA polymerazu, Type-
it HRM PCR pufr s barvivem EvaGre&nQ-Solutiorf, smés dNTP), 2,875ul vody
bez RNaz a 0,87hal smeési piimych a zptnych primetfi (10uM). Tato reakni snes byla
po 10 ul rozpipetovana do Oyl mikrozkumavek a k ni bylo fjiddno po 2,5ul vzorka
DNA. Jako negativni kontrola byla do dvou mikrozlkawak k mixu pidana voda
bez RNaz.

Mikrozkumavky byly vioZeny do ifstroje RotorGene 6000. Nejprve pébla
klasicka rtPCR s nasledujicimi podminkami:

95 °C 5 minut

50 cykha:
95 °C 10 sekund
60 °C 30 sekund

Poté byl spugha HRM analyza s postupnym zvySovanim teploty 2G%lo 85 °C.
S kazdym cyklem byla teplota navySena o 0,1 °C.

Vysledky byly analyzovany v gitacovém programu RotorGene 6000 Series
Software verze 1.7.

Touto metodou byl stanovovan SNP rs2889517 ¢eBGC1

4.12.2 Sekvenovani

Sekvenovani (sekvenace, sekvencovani) DNA je soyhndzev wBkolika metod,

jimiz je zjistovana primarni struktura UsePNA, tedy pdadi jednotlivych nukleotil

4.12.2.1 Amplifikace Usekl pomoci PCR

V této praci byly zkoumany 4 oblasti geABCC1lobsahujici 13 SNPs. Tyto oblasti
bylo nutno nejprve namnoZzit pomoci PCR. Redkpodminky PCR musely byt
optimalizovany pro kazdou oblast zuia® to jak teplota nasedani primgtak sloZeni
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reakéni snesi. Nanaseno bylo vzdy @l realkéni snesi a 1ul DNA vyizolované z krve
(20 nglul).
Optimalizované reaii podminky a reaii smesi pro jednotlivé oblasti byly

nasledujici:

Oblast 1:

Reakni snes (v gepditu na vzorek):

4,2 ul Milli-Q vody, 1 ul derveného pufru TopBio (bez M@, 1 ul 8mM MgCl,
0,8ul 2,5mM dNTP, 0,51 10uM piimého primeru, 0,nl 10uM zpétného primeru a 1l

bilé Tag polymerazy TopBio
Reakni podminky:

94 °C 5 minut

35 cykha:
94 °C 30 sekund
63 °C 30 sekund
72 °C 30 sekund
72 °C 5 minut
8 °C ')
Oblast 2:

Reakni snes (v g'epatu na vzorek):
4,2 ul Milli-Q vody, 1 pl Gerveného pufru TopBio (bez Mg, 1 ul 16mM MgCh,
0,8 ul 2,5mM dNTP, 0,54 10uM piimého primeru, 0, 10uM zp&tného primeru a 1l

bilé Tag polymerazy TopBio
Reakni podminky:

94 °C 5 minut

35 cykla:
94 °C 30 sekund
68 °C 1 minuta
72 °C 5 minut
8 °C ')
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Oblast 3:
Reakni smes (v p‘epditu na vzorek):
5,2 ul Milli-Q vody, 1 ul modrého pufru complete TopBio, 08 2,5mM dNTP,

0,5ul 10uM zp&tného primeru, 0,5l 10uM zpétného primeru a 1l bilé Taq polymerazy
TopBio
Reakni podminky:

94 °C 5 minut

35 cyklhi:
94 °C 30 sekund
63 °C 30 sekund
72 °C 30 sekund
72 °C 5 minut
8°C ©
Oblast 4:

Reakni smeés (v p‘epditu na vzorek):
5,2 ul Milli-Q vody, 1 ul modrého pufru complete TopBio, 0,8 2,5mM dNTP,

0,5ul 10uM piimého primeru, 0,pl 10uM zpétného primeru a Ll bilé Taq polymerazy
TopBio
Reakni podminky:

94 °C 3 minuty
10 cykha:

94 °C 30 sekund

65-55 °C * 30 sekund

72 °C 30 sekund
25 cyklha:

94 °C 30 sekund

65 °C 30 sekund

72 °C 30 sekund

8 °C ')

* kazdy cyklus snizZeni teploty o 1 °C
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Pro owieni uspsSnosti amplifikace byla po kazdé PCR provedenazbatalni

elektroforéza na 3% agar6zovém gelu.

4.12.2.2 Sekvenacni PCR

Sekvenani PCR je v principu tzv. nested PCR, kdy se arpli¢ produkt pedchozi
PCR. Pro sekvetai PCR tedy neni pi#ba dvojice primer a je teba gitomnost pouze
jednoho z nich - komplementarnihacvvlaknu, které jefeba pecist.

Tato metoda byla provada pomoci kitu ABI RismM® BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit. Reafti snés obsahovala vippaitu na vzorek Iul 2,5x BigDye®
Terminator v3.1 Ready Reaction Premix, (QlSekvenaniho pufru BigDy& Terminator,
0,25ul 10uM sekvenaniho primeru a 2,7nl Milli-Q vody. Nanaseno bylo vzdy 4,pl
reakni snesi a 0,5ul produktu PCR (DNA).

Reakni podminky byly stanoveny nasled@évn

96 °C 1 minuta
30 cykla:

96 °C 10 sekund

50 °C 5 sekund

60 °C 4 minuty

4°C 00

4.12.2.3 Purifikace sekvenaénich produkti

Pred samotnou sekvenaci bylo vzdyipbt sekverimi produkty pecistit. Nejprve
bylo ke vSem vzorkm piidano 0,5ul 125mM EDTA, 0,5ul 3M acetatu sodného a 12,6
100% etanolu. Sas byla pélivé promichana a ponechani faboratorni teplat 15 minut
ve tme. Po inkubaci byla s&s centrifugovana (15 min, 4 °C, 5000 &&&/min). Z divodu
odstragni supernatantu byly mikrozkumavky odktvany, obraceny,igkryty bunéinou
a centrifugovany (1 min, 4 °C, 200 &&k/min). Poté do nich bylo naneseno 1{l50%
etanolu a zavkované byly centrifugovany (5 min, 4 °C, 5000 &t&min). Supernatant

byl odstragn stejnym zfisobem viz vySe, poté bylo jéSfednou pidano 17,5ul 70%
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etanolu, za stejnych podminek zcentrifugovano @giant oft odstragn. Nakonec byl
zbyly etanol z mikrozkumavek vysusen (15 min, 50.°C

Takto vyisttné a vysuSené vzorky bylo mozné zamrazit (-80 °@p alelSi dobu
uchovat. Nebo k nim bylo rovnouigdno 10ul deionizovaného formamidu a takto byly
ponechany fes noc (nejmén vSak 4 hodiny), aby doSlo krozpasi pelety.
Pred samotnou sekvenaci bylo nutné rozmait DNA jeS¢ zdenaturovat (5 min, 95 °C)
a prenést do mikrozkumavek kompatibilnich se sekvepétor

412.2.4 Sekvenace

Precisttné a zdenaturované vzorky byly osekvenovany fistrpji ABI PrisM®
3100 Avant Genetic Analyser se 16 kapilarami podletlem RNDr. Martina Musilka,
Ph.D., resp. na jednokapilarovémiigroji ABI PrisM® 310 Genetic Analyser
pod dohledem Ing. Ivony Hlavate, resp. Mgr. Vergricynychove.

4.13 Statisticka analyza

Vyznamnost vysledk byla hodnocena statistickym programem SPSS vISESE,
Chicago, lllinois, USA). Pro analyzy vztalmezi SNP a klinickymi daty pacientek byl
pouZit Pearsaiv chi-kvadrat ¢° test. Pro analyzy vztéhgenové exprese, &ku
pii diagn6ze a velikosti nadirk faktorialnim veltinam, jako jsou SNP nebockterd
klinickd data, byl pouZzit parametricky test ANOVARozlozZeni velikosti nadér bylo
vyznamr odliSné od normalniho rozlozeni (podle testu Kajorova-Smirnova) a proto
bylo logaritmicky normalizovano. Spojité vahy (nag.:. vek pii diagndze vs. exprese
nebo velikost nadoru vs. exprese) byly korelovaoygci parametrického Pearsonova
testu. K vyjadeni rozditt mezi expresi v nddorové a nenadorové tkani byFipqarovy
T-test a roviz REST2009 software, ktery je pro tytéely dopordovan. Rozdily a vztahy
dosahujici hladiny vyznamnosti nizsi nez 0,05 (kégctesty pouzity jako oboustranné)

byly povazovany jako statisticky vyznamné a preaedy ve vysledkovéasti.
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5 Vysledky

5.1 Charakteristika sledovaného souboru pacientek

Soubor pacientek sledovany v této praci byl charsdvan na zakladklinicko-
patologickych uddj (viz kapitola 4.3.1, Tak:. 10). Jednalo se o pacientky s karcinomem
prsu s pimérnym wkem 58,0+10,5 let. Jednalo se o dva soubory sledbwae dvou
prazskych nemocnicich. Oba soubory se liSitgdevsim v skterych charakteristikach,
na jejichz zakladl je volena léba. Soubor z FNKV (n=125) twily neselektované
pacientky s ohledem na datum prvni diagnézy a ddilSicka data krom stadia nadoru.
Pacientky v generalizovaném stadiu IV nebyly v ratéto studie studovany, protoze
by mohly ovlivnit vztahy biomarkérk piezivani. Pacientky ze souboru FNKV bylyday
standardnimi rezimy v adjuvantnim podani, tj. unmamalr® pozitivhich antiestrogeny
nebo inhibitory aromataz a u hormonélnegativnich chemoterapii obvykle na béazi
antracyklini nebo taxaf. Soubor byl studovan s cilem odhalit eventualtaly genetické
variability ABCC1 k prognostickym faktdim karcinomu prsu. Pacientky ze souboru
sledovaného v Mediconu (n=66) byly ¢éhé jak adjuvanty rezimy aplikované
po predchozi chirurgické ¢ (ve vSech fipadech se jednalo o FAC/FEC, nasledované
taxany - docetaxel nebo paklitaxel; n=28), tak w@oantr®, rezimy zaloZenymi
na taxanech¢i antracyklinech (n=38). Soubor neoadjuvantiécenych pacientek byl
primarre  urcen ke sledovani markier rezistence (nap ABCCl vtéto praci)
vaci chemoterapii na zaklg@dantracyklini a taxar, tj. k hledani prediktivnich faktér

aspeSnosti I€by.

5.2 Preamplifikace vzorku cDNA nddorové a nenddorové
tkané a test U¢innosti preamplifikace

Ze 28 pait naddorové a nenadorové tkam z 2 neparovych nadorpacientek
s neoadjuvanth lé&cenym karcinomem prsu byla @S izolovhAna RNA a poté
syntetizovdna cDNA. Vzorky cDNA byly nasledipouzity k specifické preamplifikaci
pomoci PCR reakce, umajjici stanoveni genové exprese s velmi malou ispot
vychoziho materialu. &innost provedené preamplifikace byla hodnocena jFestem

acinnosti  preamplifikace” (viz kapitola 4.11.2), kde porovnavana genova exprese
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neamplifikované a preamplifikované cDNA v rtPCR keiana zaklad hodnot G.

Vysledky preamplifikaniho testu jsou uvedeny v Tah.13.

Tab. & 13: kinnost preamplifikace vzorki cDNA.

Vzorek Nazev |Referenéni 0 v
P147V genu gen C Primérné Ct SD AC+ AACt
PreAmp 20,59 20,615 0025 -1,945
20.64 ’
PreAmp | b5 roa | MRPL19 s 0,37
NeAmp ' 30,645 0,045 -2,315
NeAmp 30,6
PreAmp 18,94 1508 0,0 1,635
PreAmp | UBB | poroA |02 -0,02
NeAmp 2904 5903 0,01 -1,615
NeAmp 29,02
PreAmp 22,621 7o 56 0,06 1,945
225
PreAmp |\irpL19 | POLR2A oy -0,37
NeAmp : 32,96 0,02 2,315
NeAmp 32,98
PreAmp 21,251 2129 0.04 0,675
PreAmp 21,33
EIF2B1 | POLR2A [ ——"— 0,135
NeAmp : 31,185 0,075 0,54
NeAmp 31,26
PreAmp 2599 2589 01 5,275
PreAm 25,79 ’
Pl pos | POLR2A o -0,405
NeAmp : 36,325 0,055 5,68
NeAmp 36,27

HodnotyAAC+ blizké 0 (+1,5) znamenaji dost&teu Einnost preamplifikace.

POLR2A UBB M[RTL 19 EIE2B1 IPOS
-0,4 N 1 J‘ l
-0,6 7

Graf €. 4: Vysledné hodnoty testu &innosti preamplifikace. Znazorgn medidnrAACy referernich

geni.
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5.3 Vybér referenénich gent

Pro sledovani genové exprese pomoci rtPCR s neiakivantifikaci bylo nejprve
nutné vybrat vhodné refer&m geny, wc¢i kterym bude exprese normalizovana. Bylo
pouzito celkem 16 referénich geri (viz Tab.¢. 14), u kterych byla z#iiena exprese
pomoci rtPCR (bylo pouzito 15 parovych tkani - nméga a nenadorova). Na zakad
hodnot G byly pomoci softwarovych programGeNorm (verze 3.5 zibzna 2007,
Vandersompelet al, 2002) a NormFinder (verze 1%ervna 2009, Andersest al, 2004)
vybrany 4 nejvhodjsi referegni geny, které ®y jednak nejnizsi interindividualni
variabilitu exprese a jednak byly nejstabjii z hlediska exprese v parové - nadorové
a okolni nenadorové - tkani prsu (Graf 5 - NormFinder a Grat. 6 - GeNorm).
Mezi nejstabil&jSimi geny figurovalyEIF2B1, MRPL19, UBB a IPQ&teré byly pouZity

jako referesni v dalSich analyzach

Tab. & 14: Seznam 16 referefnich geni.

Referentni gen Cely ndzev Hs

18S 18S podjednotka ribozomalni RNA X

GUSB Gen pro beta-D-glukuroniddzu Hs99999908 jm1
POLR2A Gen pro menSi podjednotku DNifzené RNA polymerazy I Hs00172187 ml
TFRC Gen pro transferinovy receptor Hs99999911 |m1
IPO8 Gen pro importin 8 Hs00183533 m]
HMBS Gen prohydroxymetylbilansyntdzu Hs00609297 m]
PSMC4 Gen pro proteasome (prosome, macropain) 26S syldudritase, 4 Hs00197826_m1l
PUM1 Pumilio homolog 1 (Drosophila) Hs00206469 1
ELF1 Gen pro E74-like faktor 1 Hs00152844 m]
ELF2B1 Gen pro ETS family transkripi faktor (Mus musculus) Hs00426752_ml
MRPL19 Gen pro mitochondrialni ribozomalni protein L19 B608519 ml
UBB Gen pro ubikvitin B Hs00430290 m]
PPIA Gen pro peptidylprolyl izomerdzu A (cyklofilin A) 401565700 g1
TBP Gen pro TATA box binding protein (TATA box vazajjmiotein) Hs00427621 m
RPL27A Gen pro ribozomalni protein R27A Hs00741143 k1
RPS11 Gen pro ribozomalni protein S11 Hs00817975 g1

Refererni geny byly vybrany pomociteddefinovanychTagMan Array Platesobsahujicich 16
endogennich kontrol vybranych ze seznamu dostupnéheebovych strankach vyrobce (Applied
Biosystems).
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Graf & 5: Hodnoceni stability refererénich geni programem NormFinder. NejstabilrgjSi geny
jsoufazeny zleva do prava.

Average expression stability values of remaining control genes

0a
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Graf ¢&. 6: Hodnoceni stability referer@nich geni programem GeNorm. NejstabilrgjSi geny jsou
fazeny zprava doleva
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5.4 Stanoveni exprese

Exprese gendBCC1byla métena pomoci rtPCR za pouZiti specifického stanoveni
na zaklad genové expresni sondyaqMan (ID: Hs00219905 m1) u 28 panadorove
a nenadorové prsni tkdma u 2 neparovych nadorVSechny vzorky byly stanoveny
v duplikatech. V pipact, Ze rozdil exprese mezi duplikaty byét$i nsz 10 %, bylo
stanoveni daného vzorku opakovano. Jako negatomidda byl pouzit vzorek, kde byla
misto cDNA aplikovdna voda. Pro zfigf (&innosti reakce byla sestrojena &iena
kalibratni kiivka naedéného kalibratoru, kterym byl vzorek zdravé prsrink(konkrétrg
vzorek 147). Kalibrani kiivka, (ginnost reakce, detrs koeficientu R jsou uvedeny
v Grafuc¢. 7.

ExpreseABCC1lbyla detekovana u vSech vzéarkadorové i nenadorové prsni tkan
a rtPCR byla vyhodnocena softwarem RotorGene 60fie sl.7 metodou relativni
kvantifikace s vyuzitim kalibkai kiivky. Pribéeh rtPCR zaznamenany programem
RG6000 série 1.7. je uveden v Grafi8.

28 1
26 1-
24 4.1

— 22

[
20 4
18

16 -

Concertration

Graf €. 7: Kalibra éni k¥ivka pro stanoveni expresiKalibraini kiivka vznikla ndedsnim
kalibratoru (vzorek. 147). Osa x fedstavuje koncentraci (pet kopii na reakci) a osa y hodnoty.C

Modie jsou znéeny standardyierverg vzorky. (kinnost reakce byla 90 % a koeficierft 8998.
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Morm. Fluoro,

Graf €. 8: Vysledky exprese zdravych a nadorovych tkanivVystup z programu Rotor-Gene Q
Series Software 2.0.2.Na ose x je znazo&n paset cykki, na ose y fluorescenc®izow jsou
znazorgny exprese nadorovych tkani, niedexprese zdravych tkani a paleta barev¢ediené

po oranzovou zri kalibrasni kiivku (vzoreke. 147).

6.4.1 Hodnoceni rozdill exprese mezi nddorovou a zdravou tkani

Po stanoveni expres®BCC1 byl hodnocen rozdil miry exprese genu v nadorove
a okolni nenadorové tkani pacientek. Hodnoty nretati exprese ABCC1l u vSech
sledovanych vzorkjsou zndzorény v Grafu.¢. 9 na nasledujici stranRozdily v expresi
normalizovanych dat d¢i praméram exprese referénich geri byly dale hodnoceny
pomoci programu REST a vysledek je uveden v Tah5. Ve sledovaném souboru doslo

k vyznamnému zvyseni exprese g&RBCC1v nddorove oproti kontrolni tkani (p=0,01).
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Pomér relativni hodnoty exprese ABCC1/ENDO

1,20 1

1,10 1
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Pacientka €islo

B nenador

A
NF
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Graf ¢&.

je aritmeticky pameér exprese referénich ger.

Tab. &. 15: Vysledky rtPCR s relativni kvantifikaci.

: Individualni hodnoty exprese ABCC1l u vSech stiovanych pacientek. ENDO

Gen Typ genu | U&innost reakce E\)/(grifﬁar\]/idt?(';\/é Séﬁgﬂs{fgi 95% ClI P
UBB referegni 92 % 1,00
IPOS8 referegni 92 % 1,03

MRPL19 | referergni 94 % 1,00

ELF2B1 | refererni 94 % 0,97

ABCC1 | zkoumany 90 % 1,27 0,81-2,05| 0,56-3,42 0,0I].O

Vyswvétlivky: P = hodnota prawpodobnosti, 95% CI = 95% interval spolehlivosti.
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Expression Ratio

O

Graf & 10: Graficky vystup z programu REST symbolizujici rozdil v expresi genuABCC1
mezi nadorovymi a zdravymi tkarémi pacientek. Cerveny obdélnik fedstavuje rozmezi
mezi kvartilami, tékovanacara v #m znazoiiuje stedni hodnotu genové exprese a chybovélyse

ukazuji minimum a maximum nasrenych hodnot.

5.5 Genotypizace ABCCI1

Z celkového pétu 12 SNPs bylo 11 SNPs stanovendimpu sekvenaci
na sekvenatoru (konkr&tms35623, rs35625, rs11866794, rs4148350, rs4143859626,
rs35628, rs4146353, rs4148356, rs3888565, rs3831Ptt posledni SNP (rs2889517)

byla optimalizovana a provedena HRM analyza.

5.5.1 Stanoveni SNPs pomoci sekvenace

Ke sledovani 11 genetickych polymorfiargenuABCC1byla pouZita metodarjmmeé
sekvenace. Celkem bylo sledovano 191 vadeNA pacientek s rakovinou prswetns
téch, kde byla k dispozici i RNA z tkani afena expres@BCC1

Nejdiive bylo teba optimalizovat vSechny amplifikai reakce tak, aby nevznikaly
nespecifické produkty, které by znesnadnily sek¥ehaanalyzu konkrétnich SNPs.
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NejlepSi pordr specifity a vygZzku poskytla reakce probihajici za nasledujiciatinpinek:
teplota nasedani primeB3 °C, reakni mix 3. Na obrazku gelu (Obt. 5) je tato reakce

ozna&enacervers.

Mix 1

Mix 2

Mix 1

Mix 3

Mix

Mix 2

3

: e - ...‘)“‘»'

Obr. &. 5: Priklad optimalizace PCR reakce pro oblast 3V prvnim sloupci je nanesen DNA marker

®X174, dalsi jamka dstala volnd a do dalSi byla nanesena negativnirddantDale byly naneseny vzdsi t
vzorky (39641, 39652, 39748). Kazd4 trojice viojk oddtlena prazdnou jamkou (bez naneseného vzorku).

Prvnich dewt bylo amplifikovdno v programu s teplotou nased@mimerdi 63 °C, poslednich deéw

v programu s teplotou 60 °C. Pravidelbyly stidany reakni mixy viz obrazek. Slozeni mixviz tabulka

nize (Tabg. 16).

Tab. &. 16: Reakéni mixy p¥i rozchazeni PCR pro oblast 3.

Reagencie Mix 1 Mix 2 Mix 3

Pufr Cerveny TopBio | Cerveny TopBio | Modry TopBio
bez Mg 10ul bez Mg 10ul complete 1Qul

MgCl, TopBio 10 ul (0,8mM) T L T T —

dNTP MBI, 2,5mM 8 ul 8 ul 8 ul

Oligonukleotidy, 10uM 5ul+5ul 5ul+5ul 5ul+5ul

Tag pol. TopBio White 10ul 10l 10l

dH,O 42l 42 pl 52 ul

DNA + mix (pl) 1+9 1+09 1+09

Vybrany Usek genABCC] kde je umisina funkcni doména 1, byl rozten nactyii
sekvenani oblasti obsahujici celkem 12 SNPs. Pro kazdodtyeoblasti byl navrhnut

a pouzit specificky par primeérJejich gehled je zaznamenan v Tab17.

Tab. & 17: Pary primerd pouzité pfi amplifika &nich reakcich.

Primery pro oblast ¢&./

Sekvence pimého primeru

Sekvence zptného primeru

—

nazev primeri (5> 3) (5'— 3
1/ ABCC1D1R1F aR tgcacatcctgtagtcccagtt acatgcaaacctctctccactg
2/ ABCC1D1R2F aR tccctetctgtgaccttgaaca acaattgaagcaggcaggat
3/ ABCC1F1D3F a R ccctcttgccaaagcaatagtt gcagtcatgtgaccacaaag
4/ ABCC1F1D4F a R cgcacgtgtcctgttcttta catcatgttgtccaggctca

Po Uspsné optimalizaci reakce byly jednotlivé Useky g&BCC1amplifikovany

(klasickou PCR a sekvetrda PCR), pecisttny a ges noc byly ponechany v 10l
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formamidu. Po rozpu&ti byly druhy den zdenaturovany (5 min, 94 °C) aiskmny
do automatického podase kapilarniho sekvenatoru ABI310, resp. ABI3100e kibslo
k chromatografickému rozteni. Nejprve bylo #kolik vzorki sekvenovano jakipmym,
tak zgtnym primerem a dle vysledkpak byl pouzit pouze jeden z nich (s vyjimkou
oblasti 2, kterd bylaiflis dlouha a musela byt tedy sekvenovanenudb primery).

Na Obr.¢. 6-9 jsou ukazky chromatogranvSechétyt oblasti s vyzngenymi SNPs.
Vysledky sekvenaci jsou pak ungisy v giiloze jako Tabg¢. 18.

i 11 1 ¢ -0 0B 0 0 & & = 1 1 1 1 11
T &£ C C & T & C T T C C T 6 T T C C & T & T

1?6 l?? 1?8 1?9 ZQD 2?1 292 2?3 2L:I4 2?5 2L:IIS 2?? ZI?B 2?9 2]|.I:I 2]|.l 2]|.2 2]|.3 2]|.4 2]|.5 ZJI.G 2]|.'?

J

A

Obr &. 6: Chromatogram oblasti 1.Vystup z p&itatového programu Sequencing Analysis v5.2, s jehoz
pomoci byly analyzovany sekvence vznrKervena kivka odpovida signalu tyminu (T), zelena odpovida
adeninu (A), modra cytozinu (C)é@rna guaninu (G). Tahle sekvenceipazorku 39972. Na obrazku jsou
zietelr® vidét dva SNPs (Sipky), v pedi zleva rs35625 a rs11866794. V obou SNPs jeeptka
heterozygotni (C/T a G/C).
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T T T T C T e] T G T T T C C T T T C T C C
237 259 zZ61 Z63 265 2e? 2ed 271 273 275 27

Obr &. 7: Chromatogram oblasti 2.Vystup z pé&itatového programu Sequencing Analysis v5.2, s jehoz
pomoci byly analyzovany sekvence vaorKtivky viz vyswtleni u Obr.¢. 6. Tahle sekvence gawzorku

39585. Na obrazku jaetelrs vidét SNP (Sipka) rs35626, pacientka je tedy heterozydd/G).

I O O TR T I I I O O O
T ¢ T ©C T © C G G C T ¢ ¢ T T T T T
175 177 179 181 183 185 187 139 191 183 195 187

W

Obr ¢&. 8: Chromatogram oblasti 3.Vystup z pa&itatového programu Sequencing Analysis v5.2, s jehoz
pomoci byly analyzovany sekvence vaorKtivky viz vyswtleni u Obr.¢. 6. Tahle sekvence gawzorku

40278. Na obrazku jeretelrs vidst SNP (Sipka) rs4148356, pacientka je tedy hetgyoiy (G/A).
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Obr. & 9: Chromatogram oblasti 4.Vystup z p&itatového programu Sequencing Analysis v5.2, s jehoz

pomoci byly analyzovany sekvence vazarkfivky viz vyswtleni u Obr.¢. 6. Tahle sekvence pawzorku
39951. Na obrazku jaretelre vidét SNP (Sipka) rs3888565, pacientka je tedy heteyotry (G/A).

5.5.2 Stanoveni SNP rs2889517 pomoci HRM analyzy

Pro sledovani SNRABCC1 rs2889517 byla pouzita metoda HRM. Optimalizace
spaivala ve zminach teplotnich rezitn amplifikace a teplotniho rozsahu, ¥mmz byl
hledan bod tani, charakterizujici jednotlivé gepgtyPro samotnou analyzu HRM bylo
zvoleno postupné zvySovani teploty od 65 °C do@%pd4 0,1° C a 2 sekundy.

Na zaklad porovnani rozdilnych fikvek tani vzork neznamého genotypu
se standardy, u nichZ byl genotyp stanoven sekveogy vzorky rozdleny do ti skupin,
jak je znazoréno na Grafw. 11. Analyza byla provedena pomoci programu Ratoes
6000 série 1.7.
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Graf & 11: Kfivka HRM analyzy - tani vzorki DNA. Vystup z programu Rotor-Gene Q Series
Software 2.0.2Na ose x je znazo&na teplota ve °C a na ose y fluorescence, kteraaoyala
barvikka navazana navzorky DNA. GRova Kivka znazoiiuje divokého homozygota, modra

heterozygota a zelend mutovaného homozygota.

Jako standardy,&i nimz byly vztahovany ostatni vzorky, bylydseny tyto vzorky:
1/ pro porovnani vzortk z FNKV - 38376 jakoZto genotyp, 39559 genotyp #%439
2/ pro porovnani vzortkz Mediconu - P91, P83 a P89.

U vzorku 39641, pouzitého jako standard, byl bohganotyp uéen na zaklagl
Spatné sekvenace (vzorek byl slab&ighoZ jsme si ip provadni pokusu vSimli
az [ poslednim pokusu. V tomto poslednim pokusu byytezorek 39641 nahrazen
vzorkem jinym. UZ ale nezbyvahs provést vSechny nigsré stanovené analyzy znovu,
a proto jsou vysledky SNP rs2889517 navzajem nepatelné a byli jsme nuceni
je ze studie viadit (predevSim tedy ze statistického hodnoceni). rhepe vysledky
potvrzuji i rozdily ve frekvencich genotymami stanovenych armi z HapMap-CEU
(viz Tab.¢. 16 v kapitole 5.5.3).

5.5.3 Celkové vysledky genotypizace ABCC1

Vysledky genotypizacdBCC1analyzované v ramci diplomoveé prace jsou shrnuty
v nasledujici tabulce (Tab¢. 19). Jsou zde uvedena jak procentuelni zastoupeni

jednotlivych genotyp, tak frekvence mutovanych alel v naSem souboruieptak
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s rakovinou prsu. Vysledky byly porovnany s frekeemi genotyp béloSské populace
ziskané projektem HapMap na souboru CEU.

Tab. &. 19: Vysledky genotypizacéABCCL.

NCBI frekvence genotypi frekvence genotypi potet vzorkii daného genotypd celkvovy
- pocet
SNP ID dle NCBI v nasem souboru vzorki
G/IG GIT TIT G/IG GIT TIT G/IG GIT TIT
rs35623 149
79,6 %| 16,8 %| 3,5% | 80,59 16,8 %| 2,7 % 120 25 4
CIC CIT TIT CIC CIT TIT CIC CIT TIT
rs35625 150
16,1 %| 42,0 %| 41,9 %[ 12,5 %| 44,1 %| 43,4 % 19 65 66
CiC CIG | GIG CiC C/IG | GIG C/IC CIG G/IG
rs1186679 154
0,0% | 26,39 73,7 %| 2,6 % | 14,5% 82,9 % 4 21 129
GIG GIT | TIT GIG GIT | TIT G/IG GIT TIT
rs4148350 167
84,1 %| 15,0 %| 0,9 % | 86,8 94 12,0 %| 1,2 % 145 20 2
CIC CIT TIT CIC CIT TIT CIC CIT TIT
rs4148351 166
78,8 %| 19,5%| 1,8 % | 82,5% 14,5 %| 3,0 % 137 24 5
GIG GIT | TIT G/G GIT | TIT G/G GIT T/T
rs35626 170
49,6 %| 36,3 %| 14,2 %| 54,1 %| 37,6%| 8,2 % 92 64 14
AIA AIG G/IG | AA AIG G/G AIA AIG G/IG
rs35628 167
81,4 %| 16,8 %| 1,8 % | 84,4 9% 13,2 %| 2,4 % 141 22 4
GIG GIT TIT GIG GIT TIT GIG GIT TIT
rs4148353 156
78,8 %] 19,5 %| 1,8 % | 85,39 12,2 %| 2,6 % 133 19 4
AIA AIG GIG AIA AIG GIG AIA AIG GIG
rs4148356 186
00% | 54%| 946%00% | 43%| 957% O 8 178
CiC CIT T/T c/C CIT | TIT C/C CIT T/T
rs2889517 165
51,3 %| 40,7 %| 8,0 % | 39,4 9% 19,4 %| 41,2 % 65 32 68
AIA AIG GIG AIA AIG GIG AIA AIG GIG
rs3888565 189
53% | 27,49 67,3%| 3,7% | 23,39 73,0% 7 44 138
AIA AIG GIG AIA AIG GIG AIA AIG GIG
rs3851711 190
20,8 %| 45,8 %| 33,3 %] 30,0 %| 49,5 %| 20,5 % 57 94 39

Prehled vSech 12 SNPs, jejich frekvencigtpovzorki jednotlivych genotyp a celkového ptiu vzorki. Pro srovnani jsou
uvedeny i frekvence dle NCBI (HapMap CEU, hodnoty evropskou populaci stanoveny na vzorcich)én€ujsou zvyrazsny
genotypy divokého typuw(ld type. Nekteré vzorky nebyly stanoveny diky opakovanému &glistanoveni zidvodi nedostaténé
kvality nebo kvantity DNA.

" 152889517 byl stanovovan HRM analyzou.

5.6 Vysledky statistickych analyz

Pri statistickém zhodnoceni byly sledovany vztahy ineepresiABCC1la klinicko-
patologickymi daty pacientek, vztahy mezi genotyp&BCC1a Klinicko-patologickymi
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daty. A nakonec byly hodnoceny vztahy mezi exppECC1la jeho genotypem na zékéad
stanovenych SNPs.

5.6.1 Hodnoceni rozdilb exprese mezi nddorovou a zdravou tkani

P¥i hodnoceni rozdil expreseABCC1 mezi nadorovou a nenadorovou tkani byla
nalezena vyznamnzvySena expresBBCCIENDO v nadoru oproti zdravé tkani. ENDO
je aritmeticky ptmeér referegnich gerd IPO8, MRPL19 EIF2B1 a UBB). Analyza byla
provedena jak parovym neparametrickym testem Wioojp=0,009), tak parametrickym
parovym T-testem (p=0,006). Vysledek analyzy progwem SPSS potvrdil i vysledek
z RESTu (p=0,010). M¥eme tedy na zév konstatovat, Ze jsme v nadoru prokazali

zvySenou expre#ABCC1

5.6.2 Korelace exprese ABCCI1 s klinicko-patologickymi daty

Vramci analyzy expreseABCC1 byly pacientky rozéleny na d¢ skupiny
dle klinicko-patologickych dat. Pacientky, kteréog#laly neoadjuvantni chemoterapii,
byly rozdtleny na odpovidajici a neodpovidajici nablé Rozdleni bylo v této pilotni
studii provedeno na zakladzmeny rezimi z FAC/FEC na taxany, ke které dochazelo
u pacientek s nedostat®u odpokdi na mivodni terapii. Jako dalSi kritérium byla zvolena
zmeéna stadia onemoeéni pled a po chemoterapii. Snizeni stadia jsme hodnatid
dobrou odpo¥d” a pokud se stadium ne#nilo nebo zvysSilo, byla odp&d’ hodnocena
jako nedostataa. Statistické zhodnoceni bylo provedeno paraokgim testem ANOVA,
protoze rozlozeni poénu expresédBCC1ENDO v nadoroveé tkani bylo normalni.

Z analyz rozdil v expresi ABCC1 u pacientek rozflenych podle Kklinicko-
patologickych dat vyplynulo, Ze histologické chdealstiky nadoru (typ a stupe
vyzravani nadoru nebo-li grade), exprese recéppmo estrogen, progesteron a HER2
nekoreluji s expre?ABCC1v nadorové tkani pacientek. DalSi klinické chagaistiky (wk
pii diagnéze, osobni a rodinna anamnéza, velikosbmad pdéet postizenych uzlin)
rovreZz s expresi ABCC1 nekorelovaly. Ani jedno ze dvou hodnoceni odjatv
na chemoterapii neukdzalo vliv exprese gehBCC1 na ®&inky lécby antracykliny.
Korelace na hranici vyznamnosti byla nalezena niedlinou ABCCIENDO v nadoru

a stadiem fed neoadjuvantni chemoterapii (p=0,047, TaB0 na nasledujici stréhn
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Tab. & 20: Hodnoty expreseABCC1 v naddorové tkani pacientek rozélenych podle stadia.

ABCCY/ENDO v nadoru
(hodnota + standardni odchylka)

Stadium Il 19 1,08 + 0,03
Stadium 111 7 1,11 +0,03

Pocet pacientek

5.6.3 Korelace genotypu ABCC1 a klinicko-patologickych dat

P statistickém srovnani vyslednych SNPs a klinidkycharakteristik pacientek
vySlo rekolik vyznamnych vztaln Pacientky s variantnim genotypem jsou vyzn&mn
starSi nez pacientky s divokymi alelami (pro rs433Bp=0,017, pro rs4148353 p=0,014).
Pacientky s divokym, homozygotnim genotypemild type maji vyznama vétsSi nadory
nez pacientky s variantnim genotypem (pro rs356aB5@5, pro rs3851711 p=0,020; viz
Tab.¢. 21). RozloZeni posnu SNPs v nadorové tkani bylo normalni, proto moytl pro
tohle statistické hodnoceni pouZzit parametricky £¢OVA.

DalSim vyznamnym vysledkem bylo, Ze pacientky sitpgd rodinnou anamnézou
(. s vyskytem karcinomu prsu nebo ovaria v rédlimaji vyznama c¢asgji variantni
genotyp (SNP rs11866794)proti pacientkam bez vyskytwchto nédoit v rodirg
(p=0,002). Pro analyz@échto vztali byl pouzit Pearsatv y? test.

Tab. & 21: Vybrané vyznamné vztahy korelace genetické wability ABCC1 vzhledem

k velikosti nadoru.

. : Velikost nadoru v mm 2
S Crorely| FEEt prEEniEs (hodnota + standardni odchylka) X
1 (T/T) 12 26,33 £ 9,48
rs35626 | 2 (T/G) 48 17,40 + 10,16 0,045
3 (GIG) 78 19,56 + 13,10
1 (C/C) 30 23,03 +£12,98
rs3851711| 2 (CIT) 73 20,16 £ 12,19 0,020
3 (TIT) 50 16,66 + 10,88

Genotyp: 1 = divoky genotymld typé, 2 = heterozygotni genotyp, 3 = variantni genotyp

5.6.4 Vztahy mezi genotypem pacientek a expresi ABCC1

Statistickd analyza vztdhmezi stanovenymi SNPs a expresi gekBCC1 byla
provadna za pouziti parametrického testu ANOVAi¢pmzZ i zde byl zji&n vyznamny
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s

vysledek. Byla nalezena vyznainizSi exprese v nenddorové tkani pacientek s gimok
genotypem ve srovnani s pacientkami s variantniehmi daného SNP (viz Tab. 22).

Tab. & 22: Vyznamné korelace genetické variabilityABCC1 vzhledem k expresim tohoto genu

ve zdravé tkani pacientek.

y : ABCCLENDO ve zdravé tkani | 2
ol e e eI (hodnota + standardni odchylka)

2/3 2 1,08 £0,01

rs1186679 0,013
1 14 1,11 +£0,02
2/3 2 1,08 £0,01

rs4148353 0,008
1 12 1,11 +0,02
2/3 2 1,08 £0,01

rs4148351 0,018
1 13 1,11 +£0,02

Genotyp: 2/3 = heterozygotni nebo variantni genatyp divoky genotypwild type.
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6 Diskuze

V ramci pedkladané diplomové prace jsme si stanovili 3 hlaite, jeZz vychazely
z plredchozi prace nazdwgici zvySenou expresABCCL v naddorové tkani pacientek
s karcinomem prsu (Vaclavikoed al, 2008a; Perglerova, 2010)rie studovana skupina
se skladala igdevsSim z neselektovanych pacientek, které neldg pdebranim vzotk
tkani l&eny chemoterapii. Tento vysledek jsmeékhpotvrdit na nezavislé skupin
pacientek l&enych pedoperani (neoadjuvantni) chemoterapii substraty ABCCI1,
antracykliny a taxany. Dale jsme &htzjistit, zda ma zvy3Sena exprese tohoto trangport
vyznam pro progndzu adeu onemoceéni. Poslednim cilem bylo zjistit, zda a jak
je expreseABCCL1 (fenotyp) ovliviena gitomnosti jednonukleotidovych polymorfizim
ve funkéni domért genu (genotyp).

GenABCCllezZi na 16. chromozomu v pozici p13.1 a kédujekDBOmembranovy
fosfoglykoprotein (ABCC1 neboli MRP1, Lesliet al, 2001). Tento protein nalezi
do rodiny ABC transportér jez hraji dlezitou roli vrozvoji mnohéetné lékové
rezistence nadorovych btk vici puasobeni protinadorovych d& (Cole et al, 1992).
ZvySené exprese ABCC1 byla zaznamenana u mnohatdlegiekych a solidnich nador
véetrg karcinomu prsu (Hipfneet al, 1995; Nooteret al, 1997), coZz znda mozny
klinicky vyznam tohoto transportniho proteinu. Ddsisak nebylo zjigho, zda hladina
exprese transkriptéi proteinu ABCCL1 ovliviuje prognézu nebo vysledekly pacientek
s karcinomem prsu.

Toto onemoc#ni je velmi vhodné pro studium Glohy ABC transpoitéprotoZecast
pacientek je l&na pedoperane a k této 1éb¢ se pouzivaji substraty ABC transpoitér
véetre sledovaného ABCC1l. Je tedy moZzné studovat koretaezi expresi ABC
transportéi a vysledkem chemoterapie i moznost indukce exptesesportéi vlivem
podané chemoterapie.

Do studie bylo z&azeno celkem 191 pacientek s karcinomem prsu, 286 bylo
lé¢eno neoadjuvantn Vzorky tkani a krve pacientek byly podrobeny zk@uni z hlediska
variability ABCC1(SNPs, genotypu) i z hlediska jeho exprese (fenoty
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6.1 Sledovani exprese genu ABCC1

Pro sledovani genové exprese pomoci real-time P@Ratsvni kvantifikaci jsme
vybrali referedni geny, wi¢i nimZz byla posléze exprese normalizovana. &ryb
referenich ger zasads ovliviiuje vysledky relativni kvantifikace pomoci rtPCR
(Vandersompelet al, 2009). Celkem bylo pouZzito 16 refeteich ger (viz Tab.¢. 11
v kapitole 5.3), u kterych byla zZtfena exprese pomoci rtPCR, pro niz bylo pouzito 15
par tkani (15 nadorovych a 15 zdravych). Za pomodvsafovych prograrin (GeNorm a
NormFinder) byly vybrany 4 nejvhodsi referedni geny na zakladhodnoceni stability
Z hlediska exprese v nadorové a nenadorové tkami. prako referémi geny pro dalSi
analyzy byly tedy pouzity tyto genilF2B1, MRPL19, UBRIPOS.

Jednim z nejgrgji pouzivanym referetnim genem v literate je nejspiS&APDH
(gen pro glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu; Mestret al, 2000; Langmaret al,
2003; Barberet al, 2005). Dale jsou pak vyuzivang-aktin, p2-mikroglobulin,
cyklooxygenaza 1 neboetba transferrin receptor (Barbetral, 2005). Studie Zhanet al.
(2005) se zabyvala vybem referetinich geri pro genovou expresi pomoci rtPCR. Jeji
vysledky naznéuji, ze GNB2L1 (gen pro protein vazajici nukleotid guanin (G pna},
beta polypeptide 2-like 1HPRT1(gen pro hypoxantin fosforibozyltransferazu RRL32
(gen pro 60S ribozomalni protein L3ACTB (gen pro aktin-beta), B2M (gen pro beta-2
mikroglobulin) mohou byt vhodnymi referémimi geny ve studiich genové exprese
z DNA neutrofilnich granulocyt V naSi studii vSaklasto pouzivané refer&m geny
(GAPDH, ACTB B2M, HPRTY, apod.) vychéazely nejiie. Z tohoto dvodu byly vybrany
jiné referekni geny a naSe prace ukazuje na vyznam systemiatigkstupu ke sledovani
expresnich profil a jejich normalizace.

U vSech 30 neoadjuvariniécenych pacientek byla pomoci refetaith geti
UspeSré  stanovena hladina transkriptu gerABCC1 tj. sledovany transkript byl
exprimovan nad limitem detekce metody ve v3echostadych vzorcich. V nadorové tkani
byla zaznamenana vyznaédwyssi expresABCC1lnez v tkani zdravé (p=0,0Limz jsme
opakovag prokéazali, Ze u pacientekc¢kEnych neoadjuvanéndochazi ke zvySeni exprese
ABCCL1 v nadorové tkani. #edchozi vysledky naztdy zvySenou expresi v nadorech
pacientek sledovanych ve Fakultni nemocnici Motkteré prodlaly adjuvantni
(pooperéni) l&bu (nepublikovana data). Zhodnotili jsme tedy deat®ry odlisSné jednak
poskytnutou terapii, dale @pobem odéru vzorku (fed vs. po chemoterapii) a raini

logistikou zpracovani vzotk kterd nize mit vliv na kvalitu RNA. Lze tedy uz#y, Ze
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zvySena exprese ABCC1, na drovni transkriptu, vonée tkani pacientek s karcinomem
prsu je velmi pravébodobré obecnym jevem. Nemame zatim dostupné vzorky Hiopsi
nadorovych tkani od stejnych pacienteéeg pro@lanou chemoterapii a tudiz nébeme

zhodnotit zda doslo k indukci exprese ABCC1 positdn chemoterapii.

6.2 Geneticka variabilita ABCC1

Tato studie se zabyvala analyzou femkdomény NBD1 genlABCC1 (viz Obr.
¢. 10), kde nize vyskyt mutaci i SNPs ovlivnit transportni funkeoteinu. Do zkoumani
genetické variabilityABCC1bylo zaazeno 191 vzorfk DNA pacientek s rakovinou prsu
véetng ¢asti €ch, u nichz byla z&tena i expres@BCC1(viz kapitola 4.3).

ﬁ%li

ATP bBimding zite
REC tranzparbir ,ugnaturt muf _I.
Halker HAF-loop _hl-l-:alli-:ﬂr B F Y
O-loop-1id JI:I—I»:H:I-;F &
H-loopswitch r-nt-;i-:-r'u_hI

[Hlﬂ_mrh-ﬁt superfant Iy ] =lssp NTPase supers

MRP_assoc_pro

Obr. & 10: Funkéni doména NBD1 genu ABCC1Na obrazku jsou vyzrany funkné vyznamné

motivy v NDB1, nap.: ATP vazebné misto, srtly typu Walker a dalsi.

Vybrany usek gendBCCJ kde je umisina funkni doména NBD1, byl dle délky
amplikonu (mezi 480-960 bp) roddn nactyti oblasti obsahujici celkem 11 SNPs.
Pro sledovani posledniho, odlehlého, SNP v g&BCC1 (rs2889517) byla pouZita
metoda HRM Kigh Resolution Melting Celkem bylo tedy sledovano 12 SNPs. Vysledné
frekvence jednotlivych genotypSNPs odpovidaly frekvencim HapMap-CEdaplotype
mapping projectNCBI), cozZ je databaz&tajici 226 obyvatel Utahuigwodem ze severni
¢i zapadni Evropy (ze souboru CEPH).

Existuje velké mnoZstvi studii zabyvajici se vyskyta funkci SNPs v gerABCCL1
Ale pouze jedna se tykala nami sledovanych SNP$ &X148356 (R723Q) zahrnuli d
své studie i Letourneaat al. (2005). Zkoumali funéni vyznam celkem 10 nesynonymnich

SNPs, avSak Zadny z nich hladinu expsBE€C1neovlivnil.
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VSechny metody sledovani variability NBD1 ABCC1 byly nami vyvinuty
a optimalizovany pro dalSi pouziti. Analyzy SNPs watahu k vysledku a vedlejSim
Gcinkam chemoterapie twovyznamnou satast farmakogenomiky.

Vyznamré nizSi hladina transkripttABCC1 v nenadorové tkani byla nalezena
u pacientek s divokym genotypem SNPs rs1186679448353 a rs4148351 ve srovnani
s pacientkami s variantnimi alelamiii BvySené expresi ABCC1 v hkdch u nosit
variantnich alel mize dochazet ke zvySenému vyplavovanim Skodlivydbeklacetns
raznych I€iv. Souwtasre tak mohou byt parado¥mosti chraréni proti karcinogenezi.

V literature nebyl jest vliv SNPs v ABCC1 na riziko vzniku karcinomu prsu
studovan. Byl vSak popsan rfap ABCB1(Vaclavikovaet al, 2008b).

Nami nalezeny vztah mezi genotypem a fenotypABICC1l muze byt vyuzit
ve farmakogenetice vSech nadorovych oneroicriéenych jeho substraty, protoze
stanoveni &dicného (a tedy neémného) SNP je jednorazové, jednodusSi a podstatn
levrejSi neZ sledovani hladin transkiiptebo proteifi v nadorové tkani. S timto vyuzitim
je vSak teba vykat na pikaz funkni relevanceéABCC1v prognoze a terapii nadorovych

onemocgni.

6.3 Analyzy vztahU mezi genotypem a fenotypem ABCC1
a klinicko-patologickymi daty

Vysledky analyz SNPs byly statisticky porovnanynakl s klinicko-patologickymi
Gdaji pacientek a jednak s hladinami transkripfBCC1 v nenadorové tkani pacientek.
Bylo nalezeno &kolik vyznamnych korelaci: 1/ Polymorfismy rs414838 rs4148353
vyznamré korelovaly s ¥kem pacientek. 2/ Pacientky s divokym genotyperiid(type
ve SNP rs35626 a rs385171klynvyznamre vétSi nadory nez pacientky s variantnim
genotypem. 3/ SNP rs11866794 koreloval s vyskytearcikomu prsu nebo vajeiku
v rodirg (pozitivni rodinou anamnézou).

Interpretacedchto vztati maze byt tiznd. VSechny SNPs byly srovnavany se vSemi
charakteristikami, tj. bylo provedeno 240 tesPravépodobnost nahodného vysledku
na nami zvolené hladinvyznamnosti p=0,05 je 1:20, tj. 12 tegotencial@ mohlo vyjit

faleSré pozitivre.
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U rs4148351 a rs4148353 byly pacientky s variantgémotypem vyznamnstarSi
nez pacientky s divokymi alelami. Zde je moZnosvwlpraw ABCC1 transportéru.
Pt zvySené expresABCC1 v buikach dochazi k vyplavovanim Skodlivych latek ven
z buiky. A praw tato ochranna funkce ABCC1 transportéru by pg¢pedobré mohla
zagicinit pozcjSi nastup onemoeni.

Diky vztahu mezi SNP a fenotypem ABCC1 mohou mdigraky rozdilné aktivity
enzymu (vyznamneé jsou zde peaty samé SNPs, jez koreluji i s fenotypem) a tim
i odliSné riziko vzniku nadoruipexpozici substrdim behem Zivota - ochranna alela tak
muze zpisobit pozdjSi nastup onemoeni.

Co se tye vztalii genetické variability ABCC1 a rodinné anamnézyzngmné
vysledky byly nalezeny u SNPs, které réxivyznamg korelovaly s ¥kem. Obeca plati,

Ze pacientky s pozitivni rodinou anamnézou podnin mutaci ve vysokopenetrujicim
genu (nap: BRCA1/2 dostanou nadoritve nez pacientky bez mutaci. V naSem souboru
vSak stavBRCAZ2 neni zndmy a tudiZz nevime, zda nami sledované mtgianaji
kauzalni mutaci, ktera jedasnému vyskytu nadoru predisponuje. Za&8RCAL/2mutaci

u pacientek s karcinomem pr&eského fivodu se udava kolem 30-35% (Pohlreathal,
2005, Machackovaet al, 2008). V budoucnu bychom prauyto vztahy radi ogfili

na souborlBRCA1/2pozitivnich (s mutacemi BRCAgenech) pacientek.

V piipact velikosti nadoit I1ze spekulovat 0 mozném vlivu sledovanych SNP nebo
jinych, neznamych, SNP, které jsou snimi ve vagebnerovnovazdifikage
disequilibrium) na progndzu pacientek, protoZe velikost nddomejgiznivy prognosticky
faktor.

Nelze ani vylodit, Ze nalezené vztahy mezi SNPs a klinicko-patalogni Gdaji
byly nahodnymi vysledky. i rigorozni aplikaci korekce na mnaolainé testovani
dle Bonferroniho by &tSina z nalezenych vztamebyla vyznamna.

Pti porovnavani klinicko-patologickych charakteristikhladinou transkriptu jsme
nalezli pouze hranni vztah hladinyABCC1ke stadiu ped chemoterapii. Tento vysledek
dosud nebyl publikovan. Stejpako v nasi studii nebyla ani v jinych studiicho(€et al,
1992; Ferrercet al, 2000; Lacaveet al, 1998; Filipitset al, 1999) nalezena korelace
mezi expresi ABCC1 (proteindi mRNA) a histologickym typem karcinomu prsu
a stup®m nédoru (tzv.grade. Ani dalSi klinické charakteristiky pacientek ¢kv

pii diagndze, osobni a rodinna anamnéza, velikostniagaet postizenych uzlin, exprese
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receptodt pro estrogen, progesteron a HER2) s expk&IC1v nadorové tkani pacientek
nekorelovaly.

Ani jedno ze dvou hodnoceni odgol na chemoterapii neukazalo vliv exprese genu
ABCC1 na &inky lécby antracykliny a/nebo taxany. Tudiz jeehia tuto pilotni studii
uzawit konstatovanim, Ze hladina transkriptu ABCC1 pépodobr nehraje ulohu
v odpowdi na podanou chemoterapii.

Podobny vyzkum expresnich prafih\BC geri provedli v roce 2006 také Pagk al.
Analyzovali expresni profily pravu pacientek s karcinomem prsgdéych neoadjuvantni
chemoterapii (po tydnu i&tlaw paklitaxel a FEC). Vysledky této studie naang
Ze rekolik ABC transportéi (konkrétre ABCA1 a 12, ABCB3 a 6, ABCC5, 7, 11 a 13,
ABCF2) v nadorovych hikach prsu mZe zpisobovat Kklinickou odpad’ vici
neoadjuvantni chemoterapii. Transknp profily t&chto geri pak mohou byt uzZitamé
i v odhadovani patologické odpali na I&bu paklitaxel/FEC u pacientek s karcinomem

prsu.
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V ramci predkladané diplomové bylo dosazeno vSech stanovenifgthU vSech
pacientek byla stanovena mira expresBCCL1 relativni kvantifikaci pomoci rtPCR.
Expresni profily pacientek byly posléze statistickjhodnoceny v porovnani s klinicko-

patologickymi daty a genetickou variabilitéd8CC1(stanovenymi SNPs).

VSechny metody pouZitéripstanovovani genetické variabiligg8CC1lbyly v ramci
této diplomové prace zavedeny a optimalizovany.ddeta vysledky relativni kvantifikace
expresi pomoci rtPCR byla prezentovana na konfer@ragnostika, léba a prevence
zavaznych civilizanich onemoc#ni, konané 25. 11. 2010 v Plzni (Mohelnikova-
Duchaiovd,et al, 2010).

Vysledky této prace neukéazaly vliv ABCC1 na od@ab\pacientek na neoadjuvantni
chemoterapii. Byly vSak zaznamenany &r@ interindividuélni rozdily v expresi
v nadorové tkani pacientek s karcinomem prsu, ktaghou u malé frakce pacientek
(zachytitelné ve &sSi studii) vliv na [ébu mit.

Vysledky této studie nazdaji, Ze geneticka variabilita i exprese ABCCl
transportéru mze ovliviovat prognézu pacientek, protoZze byla zaznamenémneldce
s klinickym stadiem (fed I&bou) a s velikosti nadoru figteho Bhem operace po dée.
Zarovei byla nalezena asociace SNPARCC1s wkem a vyskytem nadomrsuci ovaria
vrodinné anamnéze pacientek. Tento vztahtinep naznauje ulohu genu nebo
souvisejiciho neznamého genetického faktoru v kagenezi.

V piipact, Ze by se poddo nami nalezené vztahy &kt nezavislou studii bylo by

mozné je vyuzit ke upsreni prognozy pacientek v klinické praxi.
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9

Prilohy

Tab. & 18: Prehled vysledki 11 SNPs.

& Oblast 1 Oblast 2 Oblast 3 Oblast 4
vzorku rs35623 rs35625 rs11866794 rs4148350 rs4148351 rs35626 rs35628 rs4146353 rs4148356 rs3888565 rs3851711
38376 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 2(TIG) 1(CIC) 2(TIG) 3 (G/G) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
39559 1 (GIG) 2(CIm) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39565 1(G/G) 1(CIC) 1(G/G) 1(T/T) 1(CIC) 1(TM) 1 (AIA) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A) 1(GIG)
39567 1 (GIG) 1(C/C) 2 (G/C) 3 (G/G) 2(CIm) 2 (TIG) 1 (AIA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (G/IA)
39573 1 (GIG) 3(TM) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 3 (AIA)
39577 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) 1 (A/A) 1 (GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39585 1 (GIG) 2(CIm) 2 (G/C) 3 (GIG) 2(CIm) 2 (TIG) 1 (AIA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1(G/G) 2 (G/IA)
39604 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39622 1 (GIG) 2(CIm) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (GIG) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39633 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39641 1 (GIG) 3(TM) 1(G/G) ND 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1(G/G) 3 (AIA)
39646 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39648 1 (GIG) 1(C/C) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G)
39652 2 (GIT) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2(TIG) 2 (AIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
39658 1 (GIG) 2(CIm) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1(G/G) 2 (G/IA)
39668 ND ND ND ND ND ND 1 (A/A) ND 2 (GIA) 2 (GIA) 1 (GIG)
39669 1(G/G) 1(CIC) 3(CIC) 3 (G/G) 3(TM) 1(TM) 1 (A/A) 3(T) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG)
39671 1 (GIG) 1(C/C) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39681 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39683 3(TM) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 1 (AIA) ND 1 (G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39686 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39687 2 (GIT) 3(TM) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 2 (AIG) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39689 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39695 1 (GIG) 3(TM) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1(G/G) 1 (G/G) 1(G/G) 3 (AIA)
39718 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39719 1 (GIG) 2(CIm) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(C/C) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39722 3(Tm) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 1(TM) 2 (AIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A) 1(GIG)
39731 2 (GIT) 3(TM) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 2 (AIG) 1(G/G) 1(G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39738 1 (GIG) 2(CIm) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(C/C) 3 (G/G) 1 (AIA) 1(G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39740 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39748 1 (GIG) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39751 ND 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39758 1 (GIG) 2 (CIm) 2 (G/C) 3 (GIG) 2 (CIT) 2 (TIG) 1 (AIA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39763 1(G/G) 1(C/C) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39774 2 (GIT) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 2 (AIG) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39776 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39787 2 (GIT) 2(CIm) 1 (G/G) 2 (TIG) 1(CIC) 1(T/M) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (AIA) 1 (G/G)
39803 1(G/G) 3(TM) 1(GIG) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39804 2 (GIT) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39822 2(GIM 2(Cm 1(GIG) 3 (GIG) 1(C/C) 2(TIG) 2 (AIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 1(GIG)
39829 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 2(TIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39830 1 (GIG) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 2 (AIG) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (AIA) 2 (G/IA)
39833 2 (GIT) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2(TIG) 1 (A/A) 1 (GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
39836 2 (GIT) 2(CIm) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (TIG) 2 (AIG) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA) 1 (G/G)
39845 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 2(TIG) 1(CIC) 2(TIG) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
39859 1 (GIG) 2(CIm) 2 (G/C) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1(G/G) 1 (G/G) 1(G/G) 3 (AIA)
39862 1(G/G) 2(CIm) 2 (GIC) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) 1 (A/A) 2 (GIT) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39864 3(TM) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 1(T/M) 3 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 3 (AIA) 1 (G/G)
39878 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 2(TIG) 1(CIC) 2(TIG) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
39894 ND ND ND 3 (GIG) 2(CIm) 2 (TIG) 1 (AIA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1 (G/G) 1(G/G)
39903 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
39948 1 (GIG) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (G/IA)
39951 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA) 2 (G/IA)
39962 1(G/G) 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 2 (AIG) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
39968 2 (GIT) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 3 (AIA) 2 (G/IA)
39972 2 (GIT) 2 (CIT) 2 (GIC) 3 (G/G) 1(C/C) 2 (TIG) 2 (AIG) ND 1(GIG) 2 (GIA) 1 (GIG)
39975 1 (GIG) 2(CIm) 2 (G/C) 3 (GIG) 2 (CIT) 1(T/M) 2 (AIG) ND 1(G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
39979 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) 1 (A/A) ND 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
40003 1 (GIG) 2(CIm) 1(G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
40009 1(G/G) 2(CIm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
40012 1 (GIG) 2(CIm) 2 (G/C) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) 1 (AIA) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 2 (G/IA)
40029 1(GIG) 2 (CIT) 1(G/G) 3 (G/G) 2 (CIT) 2 (TIG) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
40033 1 (GIG) 3(TM) 1 (G/G) 3 (GIG) 1(CIC) 3 (G/G) ND ND 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (AIA)
40071 1(GIG) 1(C/C) 1(GIG) 2(TIG) 1(C/C) 2(TIG) 1 (A/A) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 1(GIG)
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40076 1(GIG) | 2(Cm) 1 (GIG) ND ND ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40083 1(G/G) | 3(Tm) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2 (T/G) ND ND 1 (G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
40088 1(GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) ND ND ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40095 1(G/G) | 3(Tm) 1 (G/G) ND ND ND ND ND 1 (G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
40097 1(GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) ND ND ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40099 1(G/G) | 3(Tm) 1(G/G) ND ND ND ND ND 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
40104 1(G/G) | 1(C/C) 2 (GIC) ND ND 1(Tm) ND ND 2 (GIA) 1 (G/G) 1 (GIG)
40106 2(GIT) | 2(cm) 2 (GIC) ND ND ND ND ND 1 (GIG) ND 3 (A/A)
40112 ND ND ND ND ND ND ND ND 1(G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40127 ND ND ND ND ND ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40135 ND ND ND ND ND ND ND ND 1(G/G) 1 (G/G) 1(G/G)
40157 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40163 1(G/G) | 2(cm) 1(G/G) 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/G) | 1(AA) 1(G/G) 2 (GIA) 1 (G/G) 1(G/G)
40167 1(GIG) | 2(Cm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40173 ND 1(CIC) 2 (GIC) 3 (G/G) 2(CIm) 2(T/IG) | 1(AA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G)
40175 3(Tm | 3(tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 1(TmM) | 3(GIG) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (A/A) 1 (G/G)
40176 1(G/G) | 2(cm) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
40178 1(GIG) | 2(Cm) 2 (GIC) ND ND ND 1 (AIA) 2 (GIT) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40179 1(G/G) | 2(m 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
40190 ND ND ND 3 (G/G) 1(C/C) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40192 ND ND ND 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
40195 ND ND ND 3 (G/G) 2(CIm) 1(TM) | 2(AG) 2 (GIT) 1 (G/G) 2 (GIA) 1(GIG)
40196 1(GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40219 1(G/G) | 2(cm) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
40232 1(GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40235 ND ND ND 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(GIG) 1(G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40251 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) ND 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40273 ND ND ND 3 (G/G) 1(C/C) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40278 ND ND ND 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (G/G) 1 (GIG)
40324 ND ND ND 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40325 1(GIG) | 2(Cm) 1 (G/G) 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
40326 1(GIG) | 2(Cm) 2 (GIC) 3 (GIG) 2 (CIT) 2(T/IG) | 1(A/A) 2 (GIT) 1(GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40331 2(Gm | 2@m 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
40346 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40364 1(G/G) | 2(cm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
40405 2(GIT) | 2(cm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2(TIG) | 2(AG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (GIG)
40436 ND ND ND 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) 2 (GIT) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
40448 ND ND ND 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (GIG)
40465 ND ND ND 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40523 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 2(TIG) | 2(AG) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (GIA) 1 (GIG)
40544 2(Gm | 3 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40547 2(GIT) | 2(cm) 2 (GIC) 3 (GIG) 1(CIC) ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG)
40558 ND ND ND 2 (T/G) 1(CIC) 3(GIG) ND ND 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
40563 ND 3 (TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 2(A/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
40567 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40572 ND ND ND 2 (T/G) 1(CIC) 2(TIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
40591 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40601 ND ND ND 2 (T/G) 1(CIC) 2(TIG) | 1(AA) 1(GIG) 1 (G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
40602 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (G/G) 2 (GIA)
40626 ND ND ND 3 (G/G) ND ND 1 (A/A) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
40639 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AIA) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
40677 ND ND ND 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (GIA)
40683 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 1(TM) | 3(GIG) 1 (GIG) ND 2 (GIA) 1 (GIG)
40689 ND ND ND 2 (T/G) 1(C/C) 2(TIG) | 1(AA) 1 (G/G) ND 1(G/G) 2 (GIA)
40692 ND ND ND 3 (GIG) 2(CIT) 1(Tm | 1(AA) 2 (GIT) 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (C/C)
40707 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40718 ND ND ND 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G)
40724 ND ND ND ND ND ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
40739 ND ND ND ND ND ND ND ND 2 (GIA) 1 (G/G) 2 (GIA)
40772 ND ND ND ND ND ND ND ND 1 (GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
40783 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
P3 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P4 1GIG) | 3(T) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
p7 1(GIG) | 1(CIC) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AIA) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG)
P8 1(GIG) | 2(CIT) 1(G/G) 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(AA) 1(GIG) 2 (GIA) 1(G/G) 2 (GIA)
P9 2(GIT) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2(TIG) | 2(AG) 1 (GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
P13 1GIG) | 2(cm) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
P15 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P20 1(GIG) | 2(CIm) 1 (GIG) ND ND ND 1 (AIA) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P24 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P32 1(GIG) | 2(CIm) 2 (GIC) 3 (GIG) 2 (CIT) 2(GIT) | 1(A/A) 2 (GIT) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P43 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P48 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) ND 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P57 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P65 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) ND 3(GIG) | 1(A/A) 1 (G/G) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P83 1GIG) | 2(CIT) 1(G/G) 3 (G/G) ND ND 1 (A/A) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P86 1(G/G) | 1(CIC) 3(CIC) 3 (GIG) 3 (TT) 1(Tm | 1(AA) 3(Tm) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (G/G)
P88 1(G/G) | 1(CIC) 2 (GIC) 3 (G/G) 2 (CIM) 2(T/IG) | 1(A/A) 2 (GIT) 1(GIG) 1(GIG) 1(G/G)
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P89 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P91 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 2(AG) 1 (G/G) 1(G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
P94 ND ND ND 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P99 1GIG) | 3(TM) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P100 2(GIT) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P103 1G/G) | 2(CIT) 1(G/G) 2 (T/G) 1(C/C) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P105 1(GIG) | 2(CIm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 2 (GIA)
P106 1(GIG) | 2(Cm) 1(GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P108 1G/G) | 2(CIT) 2 (GIC) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) 2 (GIT) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G)
P114 1(GIG) | 1(CIC) 1 (GIG) 2 (T/G) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
P115 1(G/G) | 1(CiC) 3(C/C) 3 (G/G) 3 (TM) 1(TM) | 1(AA) 3 (T 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G)
P116 1(GIG) | 2(CIm) 1(GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P119 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 3 (TM) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P120 2(GIT) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2(TIG) | 2(AG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
p121 1G/G) | 2(CIT) 2 (GIC) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) ND 1 (G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P123 1(GIG) | 1(CIC) 3(CIC) 3 (GIG) 3 (T/T) 1(Tm | 1(AA) 3(Tm) 1 (G/G) 1 (GIG) 1 (G/G)
P124 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 2 (GIA) 1(G/G) 3 (A/A)
P125 1(GIG) | 2(CIm) 2 (GIC) 3 (GIG) 2(CIT) 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P127 2(6m | 3@m 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2(T/G) | 2(AG) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA)
P130 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P135 1(G/G) | 1(CIC) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 1 (G/G)
P138 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) ND 1(CIC) 3 (GIG) ND ND 1 (G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P147 1(G/G) | 1(CIC) 1 (GIG) 2 (T/G) ND 2(T/IG) | 1(A/A) ND 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (GIG)
P148 1GIG) | 2(CIT) 1(G/G) 3 (G/G) ND 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1 (G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P150 2(GIT) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 2(AIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)
P154 2(Gm | 3(mm) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2(TIG) | 2 (AG) ND 1(G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
P156 2(GIT) | 2(cm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2 (T/G) ND ND 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (GIG)
P157 2(Gm | 3t 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2 (T/G) ND ND 1 (G/G) 2 (GIA) 2 (GIA)
P171 1(GIG) | 2(CIm) 1 (GIG) ND ND 2(T/IG) | 1(A/A) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 1 (G/G)
pP172 1GIG) | 2(CIT) 2 (GIC) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) 2 (GIT) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P174 1GIG) | 3(Tm) 1 (G/G) 2 (T/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1 (G/G) 1 (G/G) 1 (G/G) 3 (A/A)
P176 1(G/G) | 1(CIC) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1(GIG) 1(GIG) 2 (GIA) 1 (GIG)
P177 1GIG) | 2(CIT) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 2 (AG) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 2 (GIA)
P178 1(GIG) | 2(CIm) 1 (GIG) 1(Tm) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1(GIG) 2 (GIA) 1 (GIG) 2 (GIA)
P179 2(Gm | 2@m 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 2 (T/G) ND ND ND 2 (GIA) 1 (G/G)
P180 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) ND 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P181 1GIG) | 3(T) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1 (G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P182 1(GIG) | 2(CIm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 2 (GIT) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P184 1GIG) | 2(CIT) 2 (GIC) 3 (G/G) 2(CIm) 2(TIG) | 1(AA) 2 (GIT) ND 1 (G/G) 2 (GIA)
P186 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) ND 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) ND 1 (GIG) 1 (GIG) 3 (A/A)
P187 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P188 1(GIG) | 2(CIm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 3(GIG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P189 1GIG) | 3(T) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(GIG) 1(GIG) 1(GIG) 3 (A/A)
P190 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 2 (GIT) 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P191 1(GIG) | 2(CIm) 2 (GIC) 3 (GIG) 2(CIT) 2(T/IG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P193 1(G/G) | 1(CiC) 1(G/G) 3 (G/G) 1(CIC) 3(GIG) | 1(AA) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G) 1(G/G)
P195 1(GIG) | 2(Cm) 1 (GIG) ND ND ND ND ND 1 (GIG) 1 (GIG) 2 (GIA)
P196 1GIG) | 3(TM) 1 (G/G) ND ND ND ND ND 1(G/G) 1(G/G) 3 (A/A)
P198 1GIG) | 3(Tm) 1 (GIG) 3 (GIG) 1(CIC) 2(T/IG) | 1(A/A) 1(GIG) 1 (GIG) 2 (GIA) 2 (GIA)

ND = nebyl detekovan.
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