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1. UVOD

Stitnd zlaza (glandula thyreoidea) je Zlaza s vnitini sekreci tvofena dvéma laloky
spojenymi Uzkym mustkem (isthmem). Nékdy je vyvinut i rudimentdlni pyramidovy lalok
(lobus pyramidalis). Je umisténa v pfedni ¢asti krku v oblasti chrupavky §titné, pted a po
stranach prudusnice. Stitnd Zlaza vznika spojenim dvou vyvojové odlisnych struktur:
folikularnich bunék, vzniklych =z primitivniho laryngu a parafolikularnich bunék
(C - bungk), vzniklych z 5. zaberni vychlipky.

Histologicky se sklada z folikuld, v jejichZ centru je €ira viskozni tekutina (koloid),
produkovana folikularnimi burikami, které tvofi po obvodu koloidu jednovrstevny epitel.
Nachazi se zde pfedevsim protein tyreoglobulin, ktery je prekurzorem tyroidalnich hormonu
(thyroxin a trijodthyronin) obsahujicich jod. Hormony maji nepostradatelnou funkci v
regulaci metabolismu. Jejich tvorba je fizena =z pfedniho laloku hypofyzy. Kolem
folikularnich bunék jsou parafolikularni buriky produkujici hormon kalcitonin, ktery ovliviiuje
hospodaieni s vapnikem.

Hlavni choroby S$titné zlazy jsou struma, zéanéty (tyroiditidy), poruchy funkce
(hypertyredza, hypotyredza) a karcinomy. Karcinomy §titné Zlazy tvoii 1,3% vsech malignit,
ale predstavuji vice nez 90% endokrinnich tumord. Ve véku 15-45 let patfti mezi

5 nejcastéjSich karcinom.



1.1 KARCIMOMY STIiTNE ZLAZY

1.1.1 Patologie nadorového ristu

Nador se histologicky skladd ze dvou slozek - vlastniho transformovaného
parenchymu a netransformovaného stroma. Stroma slouzi k vyzivé parenchymu a jako kostra
pro uspoifadani parenchymovych bunék. Pro nadorovy rust jsou dilezité predevsim stromalni
cévy, které jsou vstupni branou ob€hu pro lymfatické i hematogenni metastazovani. Nadorovy
parenchym je vlastni, trvale genotypové transformovanou sloZzkou nadoru.

Nadory se déli na nadory benigni a maligni. Benigni (nezhoubné) nadory nemaji
bunééné povrchy vyrazné¢ zménény oproti ostatnim proliferujicim burikdim organismu. Burnky
si zachovavaji vzajemnou kohezitu a vztah ke stromatu, a proto je jejich rist pouze mistné
expanzivni, bez podstatného poruseni okolnich tkani. Maligni (zhoubné) nadory rostou vici
obklopujici tkani agresivné a jsou schopny diskontinualniho $ifeni (metastazovani). Nadorové
buriky nejsou schopné odpovidat na mistni regulace, pfedevs§im diky ztraté kontaktni inhibice.
To vede k propagaci tkanovymi Stérbinami a piedstavuje niZ§i stupén agresivniho ristu -
infiltrativni rast. Vy3$§i formou agresivity nadorové buriky je rust invazivni. Je zpisoben
pfitomnosti protedz a enzymi S$tépicich kolagen, proteoglykany a glykosaminoglykany na
povrchu nadorovych bun¢k. To vede k destrukci bazalnich membran a okolnich tkani. Je ¢asto
provazen zavaznymi poruchami funkce postizené tkané a krvacenim z narusenych cév.

K neregulovatelnému invazivnimu ristu pfispivd vzajemna kohezita mezi malignimi
burikami a zménéna adhezita nadorovych bun¢k ke tkariovym membranam. Je to podminéno
poruchou mezibunéénych spoji vramci zmén bunéénych povrchii a spojené s poruchami
v systému adhezivnich molekul typu kadherint. Tyto zmény vedou k ziskani vét$i motility
nadorové buriky a tim usnadnéni prostupu hostitelskou tkani.

Metastazovani nadoru je vytvafeni dcefinych nadorovych lozisek v mistech
vzdalenych od primarniho nadoru a bez morfologické souvislosti s nim. Tento proces se déli
do tii fazi. Prvni fazi je uvolnéni nadorovych bunék z primarniho nadoru histolytickymi a
dal$imi povrchovymi faktory agresivniho rtistu. Druhou fazi je transport nadorovych bun¢k na
nové misto. Transport probiha v preformovanych dutinach (napf. peritoneu, perikardu,
kloubnich prostorach) nebo lymfatickymi a krevnimi cévami. Ale jen 1 z1 000 000
uvolnénych bunék se uchyti a vznikne nové lozisko. Treti fazi je etablovani - nidace

uvolnénych a transportovanych bunék na novém misté. (1)



1.1.2 Typy karcinomii §titné zlazy

Mezi malignimi nadory §titné Zlazy jsou nejcastéjsi karcinomy (98%), ale vyskytuji se
zde 1 sarkomy, lymfomy a jiné vzacné nadory. Podle WHO se rozlisuji 4 typy karcinomil
Stitné zlazy:
1. Papilarni karcinom (PTC) - pomalu rostouci nador vychazejici z folikularniho epitelu.
Ma papilarni strukturu a metastazuje vyhradné lymfatickou cestou do regiondlnich
lymfatickych uzlin.
2. Folikularni karcinom (FTC) - vznika malignizaci folikularniho adenomu. Jeho chovani je
agresivngjsi. Casta je invaze do cév a hematogenni rozsev metastatickych lozisek ptevazné do
plic, jater, ale i mozku. Je obtizn¢ odlisitelny od benigniho adenomu.
3. Meduliarni karcinom - ojedinély nador s vyraznou familidrni zatézi. Vychazi
z parafolikularnich C - bunék. Casto je soucasti MEN 2 (mnoho&etné endokrinni neoplazie
typu 2). Metastazuje krevni i lymfatickou cestou.
4. Anaplasticky karcinom - velmi vzacny a velmi agresivni nador, ktery patii mezi
nejzhoubnéjsi nadory viibec. Casné metastazuje a infiltruje okolni struktury. Piedpoklada se,

Ze vznika dediferenciaci PTC nebo FTC (diferencované karcinomy).

1.1.3 Patogenetické faktory

V poslednich desetiletich incidence karcinomu §titné Zlazy celosvétové vzrista ve
vSech vékovych kategoriich. Mezi dilezité faktory patii:
1) Zevni ozireni
Je to zpusobeno piedevsim zvySenou radiosenzitivitou §titné Zlazy oproti okolnim krénim
a dal$im endokrinnim tkanim. Tato senzitivita se s rostoucim vé€kem sniZuje, proto jsou
ionizujicim zafenim ohroZeny piedevsim déti do 10 let (2, 3).

a) Zevni aktinoterapie krku byla dfive provadéna v mnoha zemich pro fadu benignich
onemocnéni, zejména pro hyperplazii thymu. To vedlo k vyraznému vzestupu
benignich i malignich nadort, az 80% nadoru §titné zlazy bylo v té dobé radiacné
podminéno (4).

b) Pokusy jadernych zbrani v Tichomof#i. Pii pokusném vybuchu vodikové zbrané na
Bikinach nedoslo kvili ndhlé zméné pocasi k postupu radioaktivniho mraku na mote,
ale k jeho nédvratu na Marshallské souostrovi a naslednému radioaktivnimu spadu na

obydlenou oblast. Po 20 letech mély vSechny exponované déti rakovinu §titné Zlazy

(4).



2)

3)

4)

S)
6)

7)

¢) K velkému naristu PTC doslo po vybuchu jaderné elektrarny v Cernobylu 26. dubna
1986, kdy se do atmosféry uvolnilo ohromné mnozstvi radioaktivnich isotopt
(radioaktivni jod a cesium). U déti do 4 let vzrostl po¢et PTC na Ukrajin€é a
v Bélorusku po roce 1986 vice nez 80krat (2, 3).

Dal8im rizikovym faktorem je resekce benigni strumy, zejména pokud nebyla podavana

tyreoidalni suprese. Dochéazelo zde k recidivam, znichz ¢ast byla velmi agresivni.

Frekvence maligni recidivy po operaci benigniho nadoru je 1,5 - 2,5% (4).

U nékolika rodin se vyskytuje familiarni vyskyt nemedularniho karcinomu, genetické

faktory zatim nejsou ptili§ jasné.

Faktory Zivotniho prostiedi. V posledni dob¢ se ukazuje, Ze na vyskytu nadort §titné

zlazy se muze podilet i znecisténi Zivotniho prostfedi a potravinového fetézce latkami

typu pesticidd, insekticid(, nékterych prumyslové vyrabénych chemikalii (napf.

polychlorované bifenyly) nebo vedlejSich produktti chemické vyroby (dioxiny, furany a

dalsi) (4).

Tyreotropni hormon (TSH) mtzZe vyrazné stimulovat rist nadoru (4).

Prijem jodu. V oblastech s jodovym deficitem je Castéjsi vyskyt folikularniho karcinomu

Stitné zlazy (4).

Pohlavi. Karcinomy §titné zlazy jsou ¢astéj$i u Zen (2-3:1), ale u muzu se projevuje vyssi

agresivita a mortalita (4).



1.2 PAPILARNI KARCINOM STIiTNE ZLAZY

PTC je nejcastéj$im karcinomem §titné zlazy (80-85%). Vyskytuje se ve vSech
vékovych skupinach, ale nejcastéjsi je ve 3.-5. dekadé Zivota. Vyznaduje se pomérné nizkou
agresivitou, lokalnim ristem nebo infiltrativnim §ifenim do tkani a organti v okoli §titné Zlazy.
V 60-80% se objevuji mikrometastazy v druhém laloku. PTC se na rozdil od FTC Ssiti
predevsim lymfatickou cestou. Metastazy se lymfatickymi cévami nebo pfimo histolytickym
prostupem nadoru dostavaji do regiondlnich uzlin. Jsou ¢astéjsi u déti a mladistvych bez
ohledu na velikost primarniho nadoru. Po zni¢eni regionalnich uzlin nddorovou metastazou je
mozné lymfogenni Sifeni do dal§ich systémia lymfatickych uzlin, vzacné do krve cestou
ductus thoracicus nebo pfestupem do krevnich cév piimo v infiltrované uzlingé. Vzdalené
metastazy se vyskytuji hlavné u déti a mladistvych. Prognéza u PTC je ptizniva vzhledem
k tomu, ze 80-95% pacientil peziva déle nez 10 let.

PTC se podle WHO (2004) déli na né€kolik histologickych typu: klasicky PTC,
folikularni varianta PTC (vétSinou opouzdieny), makrofolikularni varianta, onkocytarni
varianta, sv€tlobuné¢nd varianta, difuzni sklerotizujici varianta PTC (hor$i prognoza, Casté
recidivy, regiondlni a vzdalené metastazy), varianta PTC z vysokych bunék - tall cell (¢asto
vétsi rozméry, angioinvaze, agresivnéjsi), varianta PTC z valcovych bunék - collumnar cell
(vzécny, Casto vzdalené metastazy), solidni varianta, kribriformni karcinom, PTC s fasciitis-
like stroma, PTC s fokalni inzularni komponentou, PTC s dlazdicobunéénym a muko-
epidermoidnim karcinomem, PTC s vietenobunéénym a velkokobunéénym karcinomem,

kombinovany papilarni a medularni karcinom a papilarni mikrokarcinom.

1.2.1 Diagnostika PTC

Prvni indikaci k mozZnosti malignity §titné Zlazy je nalez hmatného uzlu. PTC byva
v 70% vétsi nez 1,5 cm, je tuhé konzistence a ¢asto neopouzdieny. Tumory mensi nez 1,5 cm
se nazyvaji mikrokarcinomy. Ve vét§in¢ ptipadii nejsou klinicky ziejmé a byvaji objeveny
nahodné patologem nebo po operaci pro jiné neZ maligni onemocnéni §titné Zlazy. Pies svou
vybornou prognézu i nadory o velikosti nékolika milimetrd mohou metastazovat do uzlin ¢i
vzdalenych organd.

Mezi prvni diagnosticka vySetfeni pii podezieni na karcinom $titné zlazy je indikovana
sonografie kréni oblasti. Zakladnim principem této metody je vysilani ultrazvukovych vin a

jejich odraz od anatomického rozhrani. Sonografie zatézuje nemocného zcela minimalné a lze
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ji provést bez jakékoliv pfipravy. Ziskané informace se tykaji hlavné anatomickych parametrt
patologického loZiska a jeho vztahu k okolnim tkanim. Vytvaii indikaci pro cytologické nebo
histologické vySetteni.

Pro cytologické stanoveni je nezbytna aspiraéni biopsie tenkou jehlou (FNAB -
fine-needle aspiration biopsy). Je to vySetfeni technicky jednoduché, bezpecné, piesné
(ptesnost 90-95%) a snadno opakovatelné. Provadi se pod sonografickou kontrolou.
Typickym mikroskopickym obrazem PTC je nadorovy epitel obklopujici fibrovaskularni
stopku. Epitel je nejcastéji kubicky, jednovrstevny, vzacnéji vicevrstevny. DilleZitym znakem
PTC jsou tzv. psammomato6zni téliska, jejichz etiologie neni zcela jasna. Tato téliska jsou
pravdépodobné tvofena loziskovymi infarkty bunék na vrcholu papil. Mrtvé burnky vazou
kalcium a s pfibyvanim infarktovych zmén na papile dochazi k vrstveni kalcifikovanych
depozit. Psammomatozni téliska se nachazeji hlavné ve stromatu papil. Nevyskytuji se ale u
folikularni varianty PTC. Dal§im charakteristickym znakem PTC jsou tzv. matnicova jadra,
ktera jsou kulatého ¢&i ovalného tvaru. Jsou svétla a maji velké oblasti, které zcela postradaji
nebo jsou chudé na chromatin. Jadra se Casto prekryvaji a vyskytuji se v nich struktury

podobné dé€licim Stérbindm s invaginaci cytoplazmy do jadra (tzv. ptaci oka) (obr.1).

Obr. 1 Cytologicky nalez typicky pro PTC, intranuklearni
pseudoinkluze (tzv. ptaci oka) (4).

Celotélova scintigrafie dfive vyuzivala radiojod, ale vétSina uzli se chovala jako
loZiska s chybéjici loziskovou akumulaci, jako tzv. studené uzly a maligni uzly mély €asto
normalni nalez. Nevyhodou byla také velka zat&Z radiojodem. Proto se dnes pouziva *™TcO,

- technecistan, ktery je také vychytavan jodidovou pumpou - membranovym proteinem NIS



(Natrium lodide Symporter), a radia¢ni zatéZ je nizka. Scintigrafie se pouziva pooperacné
k diagnostice vzdalenych metastaz, zbytkii nadoru nebo recidivy karcinomu.

Pocitacova tomografie (CT) slouzi ke zhodnoceni tvaru, velikosti a struktury tkané,
k detekci zbytkl §titné Zlazy a metastaz po operaci, ke zhodnoceni lokdlni invaze nadoru a
k lokalizaci vzdalenych metastaz.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) se indikuje vzacné a pouzivd se jako
druhotné vysetfeni. Ur¢uje Sifeni nadoru do okolnich struktur, vztah nadoru k okolnim cévam
a hodnoti morfologii nadoru a postiZzeni uzlin. Nevyhodou tohoto vysetteni je jeho finan¢ni
narocnost.

K biochemickému vySetfeni patii detekce zvySené hladiny nékolika markeru.
Nadorové markery jsou makromolekuly, které se vyskytuji a méni svou koncentraci
v zavislosti na nddorovém onemocnéni. Jsou to proteiny produkované nadorem, nebo jsou
odpovédi organismu na pfitomnost nadoru. U PTC se vySetfuje ptedev§im tyreoglobulin,
glykoprotein, produkovany folikularnimi butikami. V obdobi ristu primarniho nadoru jeho
hladina v séru vicenasobné stoupd, az na hodnoty nékolika set ng/ml (normalni rozmezi
hodnot: 0,10 — 85ng/ml). Po uspé$ném chirurgickém zakroku by jeho koncentrace méla
klesnout az pod hranici detekovatelnosti. Jeho zvySena hladina tak ukazuje na recidivu
nadoru, nebo na vyskyt metastaz. Jako nadorové markery u PTC mohou byt pouzity také
cytokeratin a vimetin.

V souCasné dob¢ se rozviji DNA diagnostika, ktera je zaloZzena na detekci
specifickych mutaci v ur€itych genech a na expresich uréitych genu.

Stadium rakoviny §titné Zlazy se uréuje podle TNM Kklasifikace (tab. 1), ktera hodnoti

primarni tumor (T), lymfatické uzliny (N) a vzdalené metastazy (M) (5).

Tab. 1 Klasifika¢ni systém TNM pro karcinomy §titné Zlazy (4, upraveno).

TO | primarni karcinom nenalezen
primarni karcinom je velikosti pod 10mm (event. pod 15mm}) - mikrokarcinom

T1 T1a - primarni karcinom $titné Zlazy jen v jednom loZisku
T1b - karcinom ve dvou nebo vice loZiscich
T ™ primarni karcinom vétsi nez 10 (event. 15 mm az 40mm)

T2a, T2b - podie stejného pravidla jako u T1

T3 primarni karcinom vétsi nez 41 mm neprorusta do okoli stitné zlazy
T3a, T3b - podle stejného pravidla jako u T1

T4 | primarni karcinom o jakékoliv velikosti, ktery proriista mimo $titnou Zlazu
pii postizeni lymfatickych uzlin

N1a - na strané nadoru

N1b - oboustranné nebo kontralateraini uzlinové metastazy

event. metastazy ve stfedni ¢afe, zvlasté v mediastinu

M M1 | prokazana pfitomnost vzdalenych metastaz bez dalsiho odlieni

N N1




1.2.2 Terapie PTC

Skala typt operagnich vykonii je v soucasné dobé redukovana na lobektomii (iiplné
odstranéni jednoho laloku §titné Zlazy véetné isthmu) a subtotdlni a totalni tyreoidektomii
(odstranéni §titné zlazy). Od dfive pouzivanych lokalnich a méné radikalnich vykoni bylo pro
zvySeny vyskyt recidiv ustoupeno. Pokud jsou zvét$ené lymfatické uzliny, mohou se také
vyjmout.

Po 6 - 8 tydnech od operace, které jsou potieba k vyvolani hypotyredzy, se vétSinou
zatina s terapii radioaktivnim jodem "'l. Tato metoda vyuziva skutecnosti. Ze folikularni
buriky vychytavaji jod. Jeho polocas rozpadu je 8,05 dne a vyzaiuje beta a gama paprsky.
Vyhodou je dobra tolerance 1é¢by a to, Ze okolni tkané dostavaji jen malé davky zareni.
Radiojod je podavan peroralné, v hornich partiich tenkého stteva je vstiebavan a poté
vychytavan Stitnou zlazou. Folikularnimi burikami je pfenesen do koloidu. takze k ozafeni
bunék dochazi zevnitt. Po zabudovani do hormonalnich vazeb dochazi k vylucovani radiojédu
ve forme tyreoidalnich hormoni. Pouziva se jako dopliiujici 1é€ba po operaci nebo u nadord,
které nelze operovat. Cilem 1é¢by je odstranéni zbytkd primarniho tumoru, detekce recidivy,
diagnoza a odstranéni regionalnich i vzdalenych metastaz a zmirnéni bolesti v nich.

Lécba zevnim ozaFenim Stitné Zlazy je komplikovana a pouziva se jen u zbytku
karcinomn, které nelze odstranit operativné.

PTC patti mezi tzv. hormonalné dependentni nadory. Hormonalni supresivni lé¢ba
vyuziva tlumiciho uéinku L-thyroxinu na produkci TSH, ktery stimuluje rist naddoru a jehoz
hladina po uplném odstranéni tkané prudce stoupa. Tim se zamezi jeho vlivu na zbyvajici
nadorové buriky, ¢imZ dojde ke zpomaleni nebo zastaveni ristu nadoru. Cilem hormonalni
lécby je detekce a lécba metastdz a prevence recidiv tumoru. Zaroven nahrazuje funkci
odstranéné §titné zlazy.

Chemoterapie se pouziva vzacné a jeji ucinnost je omezena. Je vhodna u nemocnych
s pokro¢ilym stadiem rakoviny ke zmirnéni pfiznaki zpusobenych tumorem, uchovani
zivotn¢ dilezitych funkci nebo pfi rychlém vyvoji tumoru. Vétsinou se indikuje aZ po pouziti
vSech zminénych moZnostech 1é¢by (5).

Prognostické faktory pro preziti pacienta:

- v&k (Umrtnost pacientd mlad$ich 40 let je vyjimecnd)
- pohlavi (n¢ktera data udavaji horsi prognézu u muzii)
- velikost tumoru (vétsi tumory jsou spojeny s horsi prognézou)

- Sifeni do okolnich tkanich (horsi prognoza)



- opouzdieni tumoru (pozitivni faktor)

- metastazy (vzdalené metastazy vyrazné zhorSuji prognozu) (6)



1.3 GENETICKA PODSTATA PTC

Proces onkogeneze je uzce spjat s kontrolou bunétné proliferace, diferenciace a
programované buné¢éné smrti. Pro vyvoj karcinomd §titné zlazy je dilezita aktivace dvou typi
genl. Jedna se o onkogeny a tumor-supresorové geny.

1) Onkogeny jsou mutované formy normalnich genu, proto-onkogenud, které
kontroluji bunéfnou proliferaci a diferenciaci. VétSinou se jedna o komponenty signalni
transduk¢ni drahy (ristové faktory, povrchové receptory rustovych faktori, monomerni G-
proteiny, tyrozinkinazy nebo jaderné transkripéni faktory). Za normalnich okolnosti nemaji
vztah k naddorovému procesu. Zmény zodpovédné za pfeménu proto-onkogenti na onkogeny
jsou bud’ zmeény ve struktufe gend, které zplsobuji syntézu abnormalniho genového produktu
(onkoproteinu) se zménénou funkci, nebo zmény ovlivilyjici regulaci genové exprese vedouci
ke zvysené nebo nepiiméfené produkci strukturné nezménéné formy normalniho proteinu
podporujiciho rist v nevhodnou dobu. K aktivaci onkogent dochéazi n¢kolika zptisoby:

- bodovou mutaci (mutace v jedné alele je schopna zménit fenotyp buriky na maligni)

- chromozémovou prestavbou (translokace nebo inverze)

- virovou inzerci (napf. papilomaviry u cervikalni rakoviny)

- amplifikace proto-onkogenu (gen se vyskytuje ve vice kopiich na mnoha mistech

genomu)

- zvySenou expresi proto-onkogenu
K t¢émto mutacim dochazi v somatickych burikach a maji dominantni U¢inek, to znamena, zZe
k stimulaci maligni transformace staci pouze jedna mutovana alela.

2) Tumor-supresorové geny (antionkogeny) blokuji abnormalni rst a maligni
transformaci. Alely se chovaji recesivng, proto je k nadorovému bujeni nutna inaktivace obou
alel. K inaktivaci jedné alely mize dojit uz v zarode¢né buiice (vSechny buriky organismu
nesou mutaci) nebo az v burce somatické. K inaktivaci druhé alely dochazi vzdy az na
somatické urovni a vede to k poruse regulace bunétného ristu. K jeji inaktivaci mize
dochézet nékolika zpisoby:

- bodovou mutaci nebo deleci (napt. P53)

- chromozémovou piestavbou (translokace nebo inverze)

- mitotickou rekombinaci (burika ma dvé nefunkéni alely tumor-supresorového genu)

- mitotickou nondisjunkci (ztrata celého chromozému s normalni alelou)
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- genovou amplifikaci (nadmérna exprese urcitych proteind, které inaktivuji proteiny
produkované tumor-supresorovymi geny)
U PTC se uplatiiyji genetické defekty zejména 4 geni kodujicich kindzy: RET proto-
onkogenu, NTRKI proto-onkogenu, met proto-onkogenu a BRAF proto-onkogenu (obr. 2).
V3echny jsou soucasti signaliza¢ni drahy navazujici na MAP (Mitogen Activated Protein)

kinazu, ktera stimuluje proliferaci bunék, avsak soucasné i jejich dediferenciaci.

Signalni draha

Extraceluldarni
prostor

Tyrozinkindzovy
receptor

'\i NTRK1 preskupeni l

met amplifikace

Cytoplazma RET/PTC |~
preskupeni

BRAF mutace

Transkripcni
faktor

Jadro
TP53 mutace

Obr. 2 Genetické zmény u PTC a jejich umisténi v signaliza¢ni draze. TP -
tyrozin fosfataza
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1.3.1 RET/PTC preskupeni
RET  proto-onkogen (RET - REarranged during Transfection) koduje

transmembranovy tyrozinkinazovy receptor. Hraje dileZitou roli v proliferaci, diferenciaci a
prezivani bunék odvozenych od neurdlni listy. Ve folikularnich burikdch neni za normalnich
okolnosti exprimovan. Je lokalizovan na 10. chromozému (10q11.2) a obsahuje 21 exond,
které kéduji extracelularni, transmembranovou a tyrozinkinazovou doménu RET proteinu (7).

Extracelularni doména (11 exonil) zahrnuje kadherinu podobnou oblast vazajici vapnik
a oblast bohatou na cystein. Transmembranova doména je kédovana jedinym 12. exonem.
Intracelularni tyrozinkinazova doména (13.-21. exon) katalyzuje autofosforylaci tyrozinovych
zbytk, které poté interaguji s dal§imi signalnimi molekulami. Za normalnich podminek je
RET receptor aktivovan pomoci multikomponentniho komplexu. Nejprve ligand z rodiny
GDNF (GDNF - glial cell line-derived neurotrophic factor, artemin, persephin a neurturin)
interaguje se specifickym koreceptorem z rodiny GFRa 1-4 (GFRa — GDNF family receptor
alfa), ktery je v membrané ukotven prostiednictvim glykosylfosfatidylinositolové vazby. Po
navazani komplexu na RET receptor dochazi k dimerizaci a aktivaci RET proteinu (7)

(obr. 3).

RET GDNF NTN ART PSP
2 9
Y E—

GFRal GFRo2 GFRo3 GFRo4

—
@
@

-
b

$ ¥—’ Vg ®||'®

\
vazba ligandu dlmerlzace aktivace a G pFenos

na koreceptor RET proteinu autofosforylace SIgnaIu

*C

buﬁky

Obr. 3 RET signalizaéni komplex a jeho aktivace.

GDNF - glial cell line-derived neurotrophic factor, NTN — neurturin, ART —
artemin, PSP — persephin, GFRo — GDNF — family receptor alfa. GFRa jsou pro
jednotlivé ligandy specifické (7).
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RET proto-onkogen je u PTC aktivovan pomoci tzv. RET/PTC preskupeni
(rearrangements), které vznika fuzi 3° konce intracelularni tyrozinkinazové domény RET genu
a 5° konce jiného konstitutivné exprimovaného genu poskytujiciho promotor a dimerizacni
funkci (obr. 6). Tim vznika stdle aktivni chiméricka forma receptoru, ktera je lokalizovana
v cytoplazmé, nebot’ postrada transmembranovou doménu. Ale interakci s transmembra-
novymi proteiny (jako PDZ a LIM domény proteinu Enigma nebo umistovaciho proteinu
FRS2) mohou RET/PTC proteiny plsobit také jako membranové kompartmenty (8, 9).

RET/PTC je spojovan s agresivnéj§i formou PTC a castou tvorbou vzdélenych
metastaz (10). Jeho vyskyt je velmi variabilni. Pohybuje se v Sirokém rozmezi u 5 — 70%
PTC, byly pozorovany velké geografické rozdily a také zavislost na metodice stanoveni (11).
U PTC, které vznikly po ¢ernobylské havarii (26. duben 1986), jsou Casto detekovany pravé
RET/PTC pieskupeni (57 — 76% PTC) (2, 12-14).

Pfesny mechanismus, kterym ionizujici zafeni indukuje onkogenni mutace jako je
preskupovani, neni znam. V soucasné dob¢ se uvazuje o dvou mechanismech:

1) Radiace muze ptimo zpusobit mutaci jako vysledek Spatné¢ opraveného DNA
poskozeni. Pfi ionizujicim zafeni dochazi k poskozeni chromatinové struktury projevujici se
jedno- nebo dvoufetézcovymi zlomy v DNA nebo poSkozenim bazi. Zlomy v DNA mohou
byt pro buiku letalni nebo mohou byt opraveny nékterym z enzymatickych reparacnich
mechanismt, jako je ligace koncl pteruSenych fetézci. Nespravné spojeni mulzZe vést
k chromozomélnim aberacim jako je chromozomalni translokace a inverze, kterymi vznikaji
fazni RET/PTC geny (14). Uvedeny mechanismus ovSem nevysvétluje dlouhé obdobi mezi
ozéfenim a vyvojem PTC.

2) Proto se uvazuje o druhém zpusobu, kdy radiace ptimo nezplsobi vznik fuzniho
genu, ale muze zapfi€init trvalou genomickou instabilitu, ktera nakonec vytvofenim mutaci
vede k tumorové progresi.

Neni znam piesny divod, pro¢ k preskupeni zpiisobeném ozafenim dochazi tak ¢asto
pravé v thyroidnich burikach. Jednim z divodi je prostorové umisténi gent, které vytvari
fazni protein. Zatimco linearné jsou od sebe geny ¢asto velmi vzdaleny, v interfazovych
jadrech je jejich vzajemna pozice diky umisténi na urcitych chromozomalnich doménéch jina.
Buné¢na lokalizace jednotlivych chromozomalnich oblasti se 1i§i mezi riznymi fadzemi
bunééného cyklu a riznymi typy bunék. V thyroidnich buiikach se tak mohou fuzni geny

vyskytovat vedle sebe a po radiaci se snadno rekombinuji. Dal$im divodem muze byt
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zvySena radiosenzitivita §titné Zzlazy oproti okolnim tkanim (§titna zlaza je az 20krat
citlivegjsi).

V soucasné dobé je znamo né€kolik forem RET/PTC vznikajicich inverzi nebo
translokaci.

RET/PTCI oznacovany také jako RET/H4 vznika paracentrickou inverzi na dlouhém
raménku 10. chromozému, inv(10) (q11.2 q21) (obr. 4). Dochazi ke zlomu v 11. intronu RET
proto-onkogenu a fiizi s nezndmym genem (homolognim k superrodiné myosini) ozna¢enym
H4 sondou na lokusu D10S170. Tento typ je nejcastéj$im RET/PTC pteskupenim (az 20%
PTC) (15). Je typicky pfedevsim pro spontanni PTC (tzn. bez vlivu ionizujiciho zafeni) a
mikrokarcinomy PTC s klasickou variantou. Ale byl detekovan i v oblasti Cernobylu, kde se

vyskytoval po delsi latentni dobé€ (vice nez deset let po ozareni) a u starSich pacienti (3, 12).

7N e
RET ] RET/PTCI
T i
o ! (H4-RET)
._4/ N
10 inv (10g11.2 10g21)

Obr. 4 Schéma paracentrické inverze vedouci ke vzniku
fazni formy RET/PTCI (4).

RET/PTC2 (az 10% PTC) wvznikd reciprokou translokaci mezi 10. a 17.
chromozomem, t(10;17)(q11.2;q23) (obr. 5). Dochazi k fuzi RET genu s genem kddujicim
regulaéni podjednotku (Rla) cAMP-dependentni proteinkinazy A (16).
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RET/PTC2
10 17

Obr. 5 Schéma reciproké translokace vedouci ke vzniku
fazni formy RET/PTC?2 (4).

RET/PTC3 vznikd paracentrickou inverzi na dlouhém raménku 10. chromozomu.
Dochazi k fuzi RET proto-onkogenu (zlom v 11. intronu) s genem ELE! (zlom v 5. intronu)
ozna¢ovanym také jako RFG (RFG — RET Fused Gene), ktery patii do ,,zink-finger* rodiny
oznacované rfp (17, 18). ELEI koduje transkripéni koaktivator androgenniho receptoru (19).
Kromé toho byly nalezeny varianty RET/PTC3, u kterych byla ¢ast patiici k £LE1 genu kratsi
o 144 bp (RET/PTC3r2) (20) nebo o 18bp (RET/PTC3r3) (18) v porovnani s typickou
formou. RET/PTC3 je nejéast&j$i u pacientti s PTC, kterym bylo v dobé vybuchu v Cernobylu
méné nez 10 let (aZ 70%). Je detekovan hlavné v nejhtife postiZenych oblastech Gomel, Brest
a Minsk. Tento typ pfeskupeni je spojovan s nejagresivnéjsi formou PTC, ktera se vyznacuje
pfedevsim rychlym rdstem, vétsi velikosti, tvorbou vzdalenych metastaz, nizkou diferenciaci
a velmi $patnou progndzou. Vyviji se po kratsi latentni dobé (do deseti let po ozateni) a je
vétSinou charakterizovan jako solidni varianta PTC (3, 12).

RET/PTC4 vznika inverzi a naslednou fuzi RET genu s ELE] genem (10ql11.2). Je to
vpodstate¢ delsi forma RET/PTC3, ke zlomu dochazi v 11. exonu RET proto-onkogenu
(20, 21).

RET/PTCS vznika inverzi s RFG-5 (RET Fused Gene 5) genem neznamé lokalizace.
RFG-5 gen koéduje integralni membranovy protein Golgiho aparatu, ktery se podili na
umistovani vezikuli a podobné jako u piedchoziho typu je detekovan u déti z oblasti

Cernobylu (22).
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Forma RET/PTC6 vznika translokaci mezi RET genem a HTIF | genem kodujicim
transkripéni faktor HTIF 1 (HTIF 1 - human transcription intermediary factor 1),
t(7;10)(q32:;q11.2) (23).

RET/PTC7 wvznikd translokaci mezi RET genem a genem HTIFIy kodujicim
transkripéni koaktiavator pro jaderné receptory 6 a 7, t(1;10)(p13;q11.2) (24).

RET/PTCS je vysledkem translokace mezi RET proto-onkogenem a genem K7TNI,
ktery koduje kinetin, t(10;14)(q11.2;q22.1) (25). Kinetin je receptor v endoplasmatickém
retikulu pro kinesin, ktery zajist'uje transport vezikulii a organel podél mikrotubuli.

RET/PTCY9 vznika chromozomalni translokaci mezi RET genem a RFG9 genem (RFG
— RET Fused gene) lokalizovanym na 18. chromozomu (18q21-22). RFG9 kdduje protein,
ktery je lokalizovan v cytoplazmé a pravdépodobné se u¢astni intracelularniho transportu
(26).

Dalsim typem je RET/ELKS, ktery vznikd translokaci mezi RET genem a ELKS
genem, t(10;12)(q11;p13). Funkce tohoto genu je zatim neznama (27).

RET/PCMI vznika fazi RET genu s PCMI genem lokalizovanym na 8q21-22, ktery

kdduje centrozomalni protein (28).

EC CYSTM TK

RET proto-onkogen e e ETETETA e
H4/D105170 4 TK - RET

RET/PTC1 S
Rla PKA [ | TK - RET

RET/PTC2 A
RFG/ELE1 [ ] TK - RET

RET/PTC3 gz NN
RFG/ELE1 § TK - RET

RET/PTC4 gz NN,

Obr. 6 Schématické znazornéni RET proto-onkogenu a jeho fiznich gend RET/PTC1, -
2, -3, 4. EC - extracelularni doména, CYS — doména bohatd na cystein, TM —
transmembranova doména, TK — tyrozinkinazova doména, D10S170 — lokus genu
znaCeny H4 sondou, Rla — regulac¢ni podjednotka proteinkinazy A, ELE] — gen
lokalizovany na 10. chromozému, ozna¢ovany také jako RFG (RET Fused Gene). Sipky
oznaduji fizni body RET/PTC pieskupeni (29).
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1.3.2 BRAF mutace

BRAF somatické mutace byly poprvé nalezeny v malignim melanomu (80%) (30) a
v men$i mife také u karcinomu tlustého stieva (5%), vaje¢niku a plic (1-3%) (31). V roce
2003 byla objevena bodova mutace v tomto genu také u PTC.

Jedna se o aktivaci BRAF onkogenu (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B1), ktery patii mezi RAF proteiny. Tyto proteiny jsou velmi konzervované cytoplazmatické
serin/threoninové proteinkindzy, které maji daleZitou roli v bunééné proliferaci, diferenciaci a
programované bunééné smrti (32). Jsou soucasti RET-RAS-RAF-MAPK signaliza¢ni drahy
(obr. 7).

Extracelularni
prostor

Rustovy
faktor

Tyrozinkinazovy
receptor

Cytoplazma

Transkripéni
faktor

Jadro

!

Proliferace, transformace

Obr. 7 Funkce BRAF mutace v signalni transdukéni draze.
Po vazbé ristového faktoru na tyrozinkinazovy receptor dochazi k fosforylaci ras proteinu,
dale Rafu, MAPK kinaz az k aktivaci transkripénich faktort v jadie. BRAF mutace zplsobuje

aktivaci MAPK kinaz a transkripénich faktord nezavislou na rastovych faktorech (29).

Pii aktivaci RAF proteiny nejprve asociuji s RAS vézajici doménou RBD (RBD —
RAS binding domain), ktera je v N-terminalni regulac¢ni oblasti RAS proteinu. Poté dochazi
k stimulaci jejich serin/threoninové kinazové aktivity a k nasledné fosforylaci a aktivaci

MAPK (mitogen-associated protein kinase) signaliza¢ni drahy (33).
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Mezi RAF proteiny patii tfi izoformy: A-Raf, B-Raf a C-Raf (neboli Rafl), liici se
riznou expresi v tkanich. Ackoli vSechny izoformy jsou schopny aktivovat fosforylaci MEK
(MAPK kinaza 1, mitogen-activated protein kinase kinase 1), ktera dale aktivuje ERK
(MAPKI1, mitogen-activated protein kinasa 1), jsou odlisné¢ aktivovany RAS proteinem.
C-Raf a A-Raf pro svou plnou aktivitu potfebuji dal$i fosforylaci serinu a tyrozinu v N-oblasti
kindzové domény (34). B-Raf ma vyssi afinitu pro MAPK kinazu (MEK)! a MEK?2 a je
ve fosforylaci MAPK drahy u¢innéj$i nez ostatni izoformy (32). B-Raf je hlavni typ
ve folikularnich burikach §titné zlazy.

BRAF bodova mutace v PTC je vysledkem substituce T—A na pozici 1799
v 15. exonu. Tim dochazi k substituci valinu za glutamat na pozici 600 (V60OE), dfive
oznatované VS599E. Tato mutace, ktera je v aktivaéni doméné, destabilizuje inaktivni formu
zruSenim hydrofobnich interakci mezi aktivaéni smy¢kou a ATP vazebnym mistem.
Vzniknou nové interakce, které vytvofi katalyticky kompetentni strukturu (35). Tim dojde ke
zvySeni aktivity BRAF, kterd je nezéavisla na RAS stimulaci.

BRAF T1799A mutace je nejéastéjsi mutaci u PTC (29 — 83%) (36-43). Tato mutace
koreluje s vys$im stupném TNM klasifikace, agresivnéjsi formou nadoru a s hor$i prognozou
onemocnéni. Cast&ji se také vyskytuji lokalni metastazy. BRAF mutace je ¢ast&ji detekovana
u spontannich PTC dospélych pacientd (29-69%), zatimco u déti je méné Casta (12-16%) (44,
45).

U 9% folikularni varianty PTC byla objevena dal§i mutace v BRAF genu zplsobena
zaménou A—G na pozici 1802 vedouci k substituci lysinu za glutamat v kodonu 601 (46).
Tato mutace ma stejny efekt jako V60OE, protoze se nachazi také v aktivaénim segmentu, ale
narozdil od ni ma 2,5krat nizsi kinazovou aktivitu (35).

U mikrofolikularni/solidni varianty PTC byla nalezena delece tripletu bazi
v aktiva¢nim segmentu zplisobujici zaménu valinu a lysinu glutamétem - VK600-601E (47).

Dalsi mutaci je inserce valinu v kodoénu 599 (V599Ins) (48).

Byly nalezeny také dvé tiché mutace, tzn. Ze nezplsobuji zménu aminokyseliny
v proteinu a na fenotypu buriky se tak viibec neprojevi. Jedna se o substituce G—A (G1365A)

v 11. exonu a G—A v 11. intronu (49).

18



1.3.3 NTRK]1 preskupeni
NTRK1 proto-onkogen (NTRK 1 — neurotrophin tyrosine kinase receptor 1) neboli 7rk4

kdduje receptor pro nervovy rustovy faktor (NGA) a za normalnich okolnosti je exprimovan
v perifernich nervovych gangliich. Je lokalizovan na dvou usecich 1. chromozému (1q22-24
a 1q32-41). NTRK]I se vyskytuje asi u 10% PTC. U pacienti z oblasti Cernobylu se vyskytuje
NTRK] pteskupeni jen vzacné (3,3% PTC) (50).

TRK onkogeny vznikaji intrachromozomalni inverzi na 1. chromozému. Dochazi
k fuzi 3” konce tyrozinkindzové domény NTRKI genu s 5’ koncem jiného genu (obr. 8). Na
rozdil od RET/PTC pteskupeni je zachovana transmembranova doména a flzni protein
zUstava v membrané. NTRK/ pteskupeni bylo detekovano u 5-25%, ptedevsim spontannich,
PTC.

Trk onkogen vzniké fuzi NTRKI] genu s genem pro nesvalovy tropomyosin 7PM3,
ktery je lokalizovan v oblasti 1q31. 7rk forma je nejcastéjsi typ NTRK pteskupeni (51).

Dal$imi formami jsou 7rk-T1 a Trk-T2 onkogeny liSici se pouze svou velikosti.
Vznikaji fuzi NTRKI proto-onkogenu a TPR genu (TRP — Translocated Promotor Region)
kddujici protein, ktery je soucasti cytoskeletu (52, 53).

Dalsi formou je 7rk-T3 vznikajici translokaci s TFG genem (TFG — Trk-fused gene),
neboli TAG (TAG — Trk-activating gene), ktery kdduje neznamy cytoplazmaticky protein

lokalizovany na 3. chromozomu (54).

proto-onkogen [ IETTRTT AT bR My
™™M3 § ™ TK - NTRKI

Trk s NN
TPR } TK - NTRKI1

Trk-T1 szamsaanneg| 1111
TPR J™ TK - NTRKI1

Trk-T2 T

TFGTAG § ™ TK - NTRK1

Trk-T3 Ry I

Obr. 8 Schématické znazornéni NTRK proto-onkogenu a jeho onkogennich variant:
Trk, Trk-T1, Trk-T2, Trk-T3. EC — extracelularni doména, TM — transmembranova
doména, TK - tyrozinkinazova doména, TPM3 — gen pro nesvalovy tropomyosin,
TPR - Translocation Promotor Region, TFG — Trk-Fused Gene, TAG — Trk-
activating gene. Sipky oznacuji fuzni body TRK pieskupeni (29).
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1.3.4 Amplifikace met proto-onkogenu

Met  proto-onkogen (7q21-gq31) koduje vysoce afinitni transmembranovy
tyrozinkinazovy receptor pro hepatocytarni ristovy faktor HGF (HGF — hepatocyte growth
factor) neboli rozptylovaci faktor SF (SF — scatter factor), ktery patii mezi cytokiny (55).
Tento protein je potencialnim mitogenem pro epitelové buriky a promotorem bunééné migrace
a invaze (4). Sklada se ze dvou podjednotek - extracelularni (a) a transmembranové (B)
spojenych disulfidickou vazbou (56). Podjednotka o je lokalizovana extracelularné a je
vysoce glykosylovana. Podjednotka B se sklada z extracelularni slozky s doménou podilejici
se na vazbé¢ ligandu, z transmembranové domény a cytoplazmatické ¢asti s tyrozinkinazovou
doménou (4). Receptor vznikd z polypeptidového prekurzoru, ktery podstupuje ko- a
posttransla¢ni glykosylaci a endoproteolytické §tépeni urokinazou. Receptor je exprimovan
hlavné v epitelidlnich tkanich. kde mize byt aktivovan ligandem produkovanym sousedni
mezenchymatickou tkani pomoci parakrinni interakce (57).

Az u 70% PTC byla detekovana zvySena amplifikace mer onkogenu indukujici
proliferaci, buné¢nou motilitu a invazi do dal$ich tkani. ZvySend exprese tohoto genu souvisi
s vysokou malignitou PTC a je povazovana za sekundarni zménu ve vyvoji nadoru az po

pteskupeni RET nebo NTRK gent (58, 59).

1.3.5 AKAP9-BRAF preskupeni

V roce 2005 se objevila zprdva o novém onkogenu v PTC. Tento onkogen vznika
paracentrickou inverzi dlouhého raménka 7. chromozému, inv(7)(q21-22q34), a fuzi N-konce
AKAPY genu (A-kinase anchor protein 9) s C-terminalni katalytickou doménou (9.-18. exon)
serin/threoninové kinazy BRAF (60). BRAF protein ztraci dvé regulacni domény: CRI
(obsahuje RAS-GTP vazebnou doménu) a CR2, které maji na kindzovou aktivitu
autoinhibié¢ni u¢inek (61). Vznika fizni protein AKAP9-BRAF, ktery ma kinazovou aktivitu
nezavislou na RAS stimulaci a je schopen aktivovat MAPK signalni drahu. AKAP9 protein je
schopen vazat typ II regulaéni podjednotky Rla cAMP-dependentni proteinkinazy A.

Diive byl vyskyt mutace v BRAF genu spojovan hlavné se spontannim PTC a
preskupeni indukované ioniza¢nim zafenim bylo vyhrazeno RET genu. Nyni se ukazuje, Ze
také BRAF gen je spojen s pieskupenim stimulovaném radiaci. Toto pieskupeni bylo

detekovano u déti z oblasti Cernobylu po kratké latentni dobé (60).
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1.3.6 DalSi geny ucastnici se onkogeneze PTC

U 5-21% PTC byla nalezena LOH (loss of heterozygosity) na 10q23, kde je lokus
PTEN genu, ktery koduje protein tyrozin fosfatazu (62). Byla detekovana také jeho snizena
exprese.

Dalsim genem, jehoZz mutace byly detekovany u pacient s PTC, je RAS onkogen (5-
20% PTC). Patii mezi Casté¢ onkogeny. Vyskytuje se u 10-20% lidskych nadoru (1). Koduje
maly membranovy GTP-vazebny protein p21, ktery ma diilezitou funkeci v regulaci buné¢éného
cyklu pfi ptechodu z Gy faze do S faze, kde je tento protein zodpovédny za kontrolu hladiny
cyklin dependentnich kinaz (1). Jsou znamy t#i Ras proteiny: H-, K- a N-Ras. Jsou zakotveny
na vnitini strané membrany. RAS onkogen je aktivovan bodovymi mutacemi v GTP vazebné
doméné (12. a 13. kodoén) a v GTPazové doméné (59. a 61. koddn) (63). Tyto mutace jsou
Casté piredevs§im u folikularni varianty PTC (43%) (64). Podileji se na ¢asném vyvoji tumoru a
jsou ¢asto detekovany v tumorech s metastazami. Mutace v tomto genu jsou spojovany s horsi
prognozou PTC (65).

Dal$im genem uplatiiujicim se v patogenezi PTC je tumor-supresorovy gen 7P53
(tumor protein p53) na lokusu 17p13.1. ktery koduje jaderny P53 fosfoprotein. Tento gen je
nejcastéji mutovanym genem v lidskych nadorech. Protein zabranuje piechodu z G1 faze do
S faze a aktivuje transkripci gend, které opravi poSkozenou DNA. Pokud je poSkozeni piili§
rozsahlé, protein navodi programovanou bunéénou smrt - apoptézu (aktivuje Bax gen a
inhibuje Bcl-2 gen) (66). Pro P53 inaktivaci je typicka ztrata jedné alely spolu s bodovou
somatickou mutaci v alele druhé. Nejvice mutaci zptsobujicich onkogenezi je v DNA
vazebné doméné¢ (5-8. exon). Mutovany P53 se vyskytuje u 0-75% PTC, podili se zejména na
dediferencia¢nim procesu (67).

Ve vét§iné malignich bunék §titné zlazy se zjistila delece v genu Rb (retinoblastom).
Nachazi se na lokusu 13q14 a koduje tumor-supresorovy jaderny fosfoprotein pRb. Protein je
transkripénim faktorem a regulatorem bunééného déleni, kde brani postupu bunék z G1 faze
do S faze (4).

U difazni sklerotizujici varianty PTC byla objevena inaktivace E - kadherin/
kateninového komplexu. E - kadherin/kateninovy komplex reguluje bunécnou adhezi a
motilitu. Pfedpokladd se, Ze je supresorem invaze bun€k. E - kadherin (epitelialni) je
vapnikem regulovany transmembranovy protein, ktery interaguje s E-kadherinem sousedni
buriky. Intracelularni doména interaguje s cytoplazmatickym kateninem (cadherin-associated

protein), ktery pienaSi adhezni signal k aktinovému cytoskeletu. Difuzni sklerotizujici
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varianta (DSV) je vzacny, vysoce invazivni typ PTC, u kterého naruseni mezibunécné adheze

muze hrat vyznamnou roli (68).

1.3.7 Familiarni PTC

PTC je z ptevazné vétSiny sporadického pivodu (95%), jen asi u 5% PTC se vyskytuje
familiarné (FPTC). Je charakterizovany agresivnéj$im fenotypem neZ u sporadického PTC. Je
obvykle multifokalni a objevuje se v ¢asné&j§im véku. Zpisob dédi¢nosti, stejné jako geneticka
a molekularni podstata nejsou jesté presn¢ znamy. U né€kolika rodin s FPTC bylo detekovano
RET/PTC pieskupeni, ale predpoklada se, ze RET mutace nejsou predispozici k vyvoji PTC.
Za vyvoj tumoru jsou pravdépodobné zodpovédné jiné geny (69).

PTC je také spojovan s nékterymi dédiénymi nddorovymi syndromy. Jedna se o
Cowdentv syndrom a familiarni adenomat6zni polypozu (FAP), véetné jejiho subtypu
Gardnerova syndromu. Jsou c<astéji multifokdlni, ale do uzlin ¢&i vzdalenych organu
metastazuji jen vzacng€. Pacienti s témito syndromy maji 100krat vétsi riziko PTC nez ostatni
populace.

Familiarni adenomatézni polypoza je autozomalné¢ dominantné dédi¢né onemocnéni
tlustého stieva s vyskytem mnohocetnych polypti — adenomu v tlustém stfevé, které pozdéji
malignizuji. Za FAP odpovida tumor-supresorovy gen 4PC gen (adenomatous polyposis coli)
na lokusu 5g21. Kéduje protein, jehoZ centralni doména se napojuje na B - katenin, ulehcuje
jeho degradaci. ¢imz inhibuje aktivaci gend podilejicich se na proliferaci. Nejcastéj§imi
mutacemi jsou delece a inzerce na 5'konci (4).

Cowdeniv syndrom je autozomalné dominantni onemocnéni, které je typické
pfitomnosti mnohocetnych intestinalnich hemartomu (stfevnich nadorti), poruchami kostniho
systému a 50% rizikem karcinomem prsu. U 50% pfipadii mize byt pfitomna makrocefalie a
mentalni subnormalita. Toto onemocnéni zplsobuje zarode¢na mutace v PTEN genu
(phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) na lokusu 10q23.3, ktery

koduje fosfatidylinositol-3.4,5-trisfofat 3-fosfatazu.
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1.3.8 Folikularni varianta PTC

Zajimavym a stale kontroverznim typem PTC je folikularni varianta (FV). Je to stejné
jako PTC pomalu rostouci tumor metastazujici ptedevsim do lymfatickych uzlin na rozdil od
FTC, ktery metastazuje hlavné krevni cestou. Narozdil od klasického PTC ale metastazuje
také do plic (70). Folikularni varianta ma jaderné znaky typické pro PTC spolu s folikularnim
rastem.

U folikularni varianty byly objeveny mutace popsané u FTC. Ve 43% FV byly
detekovany RAS mutace (64). Podobny vysoky vyskyt je pozorovan u FTC, narozdil od PTC,
kde se vyskytuje jen u 5 - 20%.

U 9% folikuldrni varianty PTC byla objevena jiz zminénda mutace v BRAF genu
Lys601Glu (46) a u jednoho vzorku FV byla detekovana mutace G474R (71).

U FV byl detekovan také fazni gen PAXS-PPARy typicky pro FTC (72-74). Gen
PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) patii k jadernym receptoriim,
které vytvari heterodimery s RAX nuklearnimi receptory pro retinovou kyselinu. Hraje
dilezitou roli pti kontrole lipidového a sacharidového metabolismu (4). Predpoklada se, Ze je
zahrnut v diferenciaci adipocytd. Gen PAXS (paired box gene 8) koduje transkripéni faktor,
ktery je nezbytny pro formovani folikularnich bunék §titné zlazy (75). Kromé toho aktivuje
expresi dalSich genli specifickych pro Stitnou Zlazu (76). Fuzni gen vznikd spojenim DNA
vazajici domény PAXS genu s doménami A az F genu PPARG] - t(2:3)(q13;p25) (77). Fazni
protein inhibuje PPARY a pravdépodobné se narusi i diferenciacni funkce PAXS genu (4).
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo:
1. Zavedeni metody detekce ptitomnosti fuznich gentt RET/PTC1 a RET/PTC3.
2. Zavedeni metody detekce somatické BRAF mutace.
3. Zjistit frekvenci téchto mutaci v ¢eské populaci, nebot’ tyto idaje zatim zcela chybi.
4. Porovnat genotyp s fenotypem a zjistit klinické projevy jednotlivych mutaci.

5. Vyvinout metodiku pro izolaci genetického materidlu z biopsii §titné Zlazy tenkou
jehlou a metody detekce mutaci, coZ by umoznilo ¢asné indikovat druh nadoru a tudiz

1 nutnost a rozsahlost chirurgického vykonu.

6. Provést retrospektivni studii z parafinovych blo¢ki pro zjisténi vlivu Cernobylské

havarie (26. duben 1986) na vyvoj PTC v Ceské republice.

Prace je podporovana granty IGA MZ CR NR/7806-3 a NR/9165-3.
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3. MATERIAL A METODY
3.1 SEZNAM CHEMIKALII A PRISTROJU

3.1.1 Chemikalie

Izolace nukleovych Kkyselin:

xylen — Riedel-de Haen

1x PCR pufr bez MgCl; — Sigma, St. Louis, USA
2- Mercaptoethanol — Fluka, Buchs, Svycarsko
RNase away — Invitrogene, Carlsbad, USA
proteindza K — Boehringer, Mannheim, Germany
fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) — Fluka, Buchs, Svycarsko
octan sodny

QIAamp DNA Blood Mini Kit — QIAGEN
DEPC (diethylpyrokarbonat) — Sigma, USA
TRIzol Reagent — Invitrogene, Carlsbad, USA
chloroform

isopropylalkohol

sodium citrat

Rneasy Micro Kit — QIAGEN, Valencia, USA
Tris-HCl

EDTA

SDS guanidium isothiocyanate

N-lauroyl sarcosine

Reverzni transkripce:

Random Primers Promega, USA

RNasin Plus RNase Inhibitor Promega, USA
AMV Reverse Transcriptase + pufr Promega, USA
dNTP MBI Fermentas, Litva
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PCR amplifikace:

Gold Taq DNA Polymerase + pufr - Perkin Elmer, USA
MgCl; — Perkin Elmer, USA

dNTPs MBI Fermentas, Litva

navrZené primery (forward a reverse) - PharmaTech. Praha, Ceska republika

Horizontalni agarézova elektroforéza:

PCR agardza - Top-Bio, Ceska republika

ethidium bromid — Serva, SRN

kys. borita

EDTA-ICN, USA

TRIS baze — ICN, USA

Dextran Blue 2000 — Amersham Pharmacia Biotech. USA
DNA marker Gene Ruler 100 bp— MBI Fermentas, Litva

SSCP analyza:

akrylamid - ICN,USA

kys. borita

EDTA-ICN, USA

TRIS baze — ICN, USA

TEMED - Fluka, Buchs, Svycarsko
APS - Sigma-Aldrich, USA
formamid

fuchsin — ICN, USA

Sekvenace:

DNA and Gel Band Purification Kit — Amersham Biosciences, UK

Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit (Thermo Sequenase DNA Polymerase, ddNTP
Termination Mix — 7-deaza, Stop Solution, Reactin Buffer) — USB, USA

moc¢ovina— ICN, USA

Long Ranger — Cambrex, USA

kys. borita

EDTA-ICN, USA
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TRIS baze — ICN, USA

TEMED - Fluka, Buchs, Svycarsko

APS - Sigma-Aldrich, USA

DTCS Quick Start Master Mix — BeckmanCoulter, Fullerton, USA
glykogen

octan sodny

3.1.2 Pristroje

Izolace nukleovych kyselin:

laminarni box HERA KS 12 — Kendro, Hannau, Némecko
centrifuga - Hettich

spektrofotometr GeneQuant Il — Pharmacia Biotech
hybridizaéni pec — Amersham

homogenizator Polytron PT 1200, Littau, Svycarsko
vyhfivaci box — PMC

Reverzni transkripce:

DNA Thermal Cycler — Perkin Elmer, USA

PCR amplifikace:
Termocykler, Tgradient 96 — Biometra, NSR

Horizontalni agarézova elektroforéza:
Hoeffer SE 600 — Amersham Pharmacia Biotech, USA
Zdroj: Bio-rad EF 250 220V — Biorad, USA

SSCP analyza, sekvenace:

ALFExpress Il - Amersham Pharmacia Biotech, USA

Chladici jednotka: Multitemp II - Amersham Pharmacia Biotech, USA
CEQ8000 — BeckmanCoulter, Fullerton, USA

k vyhodnoceni SSCP analyzy:
- software ALFwin Fragment Analyser 1.00.35 - Amersham Pharmacia Biotech, USA
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k vyhodnoceni sekvenace:
- ALFwin Software — Amersha Pharmacia Biotech, USA
- CEQ 8000, Genetic analysis systhem, BeckmanCoulter, Fullerton, USA
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3.2 STUDOVANE SOUBORY PACIENTU

Soubor pacienti s PTC tvofi tii typy vzorkl - zamrazené odoperované Cerstvé tkané,
aspiracni biopsie tenkou jehlou a parafinové blocky (tab. 2).

Sbér vzorku ¢erstvych tkani probiha zejména ve spolupraci s Doc. MUDr. Jaromirem
Astlem, CSc., a MUDr. Davidem Veselym z ORL kliniky FN Motol, kde se pacienti
s papilarnim karcinomem $titné Zlazy operuji a s prim. MUDr. Danielou Kodetovou z Ustavu
patologie a molekularni mediciny FN Motol, kde se vzorky sbiraji a patologicky vyhodnocuji.

Vzorky biopsii odebira MUDr. Zdenék Novak, CSc., z Endokrinologickém ustavu,
ktery aspira¢ni biopsie tenkou jehlou provadi.

Vzorky parafinovych bloc¢ki byly ziskany s pomoci Doc. MUDr. Ale$e Rysky, Ph.D..
a MUDr. Jana Laca, Ph.D., z Fingerlandova tustavu patologie v Hradci Kralové a s pomoci
Doc. MUDr. Jaroslavy Dugkové, CSc.. z Ustavu patologie 1.LF a VFN.

K vzorkum byly k dispozici klinické nebo patologické zpravy, k mnoha vzorkim byly
lékaiské zpravy zpétné dohledavany. Fenotyp pacientd byl konzultovan s vySe uvedenymi

lékafri.

Tab. 2 Typy a pocet vySettovanych vzorki

Typ tkané Podet
Cerstvé tkané 63
Parafinové blo¢ky 133
Biopsie 9
Celkem 205
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3.3 IZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN

3.3.1 I1zolace DNA z parafinovych blo¢ku

3.3.1.1 Fenol - chloroformova izolace

Tradi¢ni fenol-chloroformova metoda ponechava nukleové Kyseliny rozpu$téné ve
vodném prostiedi (pufru) a odstraniuje ostatni slozky lyzatu, pfedevsim proteiny. K lyzatu je
pfidana smés fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu (FCHA). Chloroform je organické
rozpoustédlo, které extrahuje lipidy. Nemisi se s vodnym roztokem lyzatu, takze se smés
rozdéli na dvé faze — horni vodnou a dolni chloroformovou. Fenol pii promichani fazi srazi
proteiny pfitomné ve vodném lyzatu. Izoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu v
chloroformu, takze po protfepavani piejde fenol do chloroformové faze. Po centrifugaci se na
rozhrani mezi fazemi objevi bild vrstva srazenych proteind. Horni vodna faze obsahuje
nukleové kyseliny. K dokonalému odstranéni proteint je tfeba extrakci s FCHA opakovat,
dokud se nepiestane objevovat bila proteinova srazenina. Pro uplné odstranéni fenolu. ktery
by mohl narudit funkénost enzymi v navazujicich biochemickych reakcich, je nutné ptidat
smés chloroformu s izoamylakoholem. DNA se vysrazi pfidanim koncentrovaného ethanolu.
S nukleovymi kyselinami se srézeji i soli, které zvySuji ucinnost sraZeni nukleovych kyselin.
Soli je pak tfeba odmyt méné koncentrovanym ethanolem.

K izolaci DNA z parafinovych bloc¢kt jsme pouzili postup izolace modifikovany podle
Fox EA (1994): Preparation of DNA from fixed, paraffin-embedded tissue. Current Protocols
in Human Genetics A.31.1-A.3L.5.

Nejprve bylo nafezano 10 fezl o Sifce S um od kazdého blocku. Parafin byl odstranén
3 x Smin extrakci s 1 ml xylenu. Po kazdém ptidani xylenu nasledovalo 5 min tfepani a 5 min
centifugace pii 10 000 RPM. Pro odstranéni xylenu byl pfidan 1,5 ml 96% ethanolu.
Nasledovalo 5 min tfepani, 20 min inkubace pfi — 20 °C a 5 min centrifugace pfi 10 000 RPM.
Poté byl znovu pfidan 1,5 ml ethanolu. Nasledovalo lehké protiepani a 10 min centrifugace
pti 10 000 RPM. Vzorky byly vysuSeny v termobloku pfi 37 °C a resuspendovany v 200 pl
inkubaéniho pufru (1xPCR pufr bez MgCl,, Sigma, St. Louis, USA) s 200 png/ml proteinazy K
(Boehringer, Mannheim, Germany) a byly inkubovany 3 dny pfi 37 °C. Novy aliquot
proteindzy K byl pfidavan kazdy den rano a vecer. Proteindza K byla inhibovana 10 min
inkubaci pfi 90 °C a vzorek byl centrifugovan 5 min pii 13 200 RPM. Poté byla DNA

izolovana fenol-chloroformovou extrakci.
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Nejdtive bylo odebrano 250 pl supernatantu, smichano s250 pl FCHA (fenol -
chloroform - isoamylalkohol, 25:24:1) a centrifugovano 5 min pi#i 13 200 RPM. Poté byla
horni vodni faze odebrana do nové zkumavky a k organické fazi bylo pfidano 250 ul TE pufru
(pH 8). Vzorek byl centrifugovan 10 min pti 14 000 RPM. Vodni faze byla odebrana, spojena
k ptedeslé fazi a k nim bylo pfidano 400 pul FCHA. Nasledovala 5 min centrifugace pfi
13200 RPM. Pokud se ve vzorku vyskytovala mezivrstva proteinii opakovali jsme extrakci
s 350 pl FCHA. Poté bylo k vzorku pfidano 300 ul CHA (choroform - isoamylalkohol, 24:1)
a vzorek byl centrifugovan 5 min pfi 13 200 RPM. Pak nasledovala precipitace ethanolem.
Nejdtive bylo odebrano 225 pul vodni faze a kni bylo piidano 23 ul octanu sodného
(CH3COONa, 3M) a 500 ul 96% ethanolu. Nasledovala inkubace pies noc pii —20 °C. Druhy
den byl vzorek centrifugovan 15 min pti 14 000 RPM a 4 °C. K pelet¢ bylo ptidano 500 pl
75% ethanolu a centrifugovano 15 min pifi 13 200 RPM a 4 °C. Vzorek byl vysu$en
v termobloku pfi 37 °C a resuspendovan v 100 pl sterilni H,O. Poté byla DNA inkubovana

1 h pi1 55 °C a byla zméfena koncentrace.

3.3.1.2 Izolace pomoci kitu

Bohuzel vytézek. kvalita a Cistota DNA byly nizké. Z tohoto diivodu a také kvili
vysoké ¢asové narocnosti jsme pozdéji zavedli izolaci pomoci kitu QIAamp DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN). Odpadla tak prace s organickymi rozpoustédly.

Nejdiive byl ze vzorki odstranén parafin pomoci xylenu. Vysusené vzorky byly
resuspendovany s 180 pl inkubaé¢niho pufru (1XPCR pufr bez MgCl,, Sigma, St. Louis, USA).
Nasledovala inkubace pfi 70 °C s 20 pl proteazy (protease Solvent, QIAamp DNA Blood
Mini Kit) a 200 pl AL pufru (QIAamp DNA Blood Mini Kit) dokud tkan nezlyzovala. 2-3krat
denné bylo pfidano 20 pl proteazy.

Poté byla DNA izolovana pomoci kitu. Nejdfive byl vzorek centrifugovan 5 min pfi
13 200 RPM, supernatant byl odebran do nové zkumavky a k nému bylo pfidano 200 pl
ethanolu. Smés byla pielita na kolonku a centrifugovana 1 min pfi 8 000 RPM. Kolonka byla
pfendéna do nové zkumavky. na kolonku bylo naneseno 500 ul AW1 pufru a centrifugovano
1 min pti 8 000 RPM. Kolonka byla znovu ptendana do nové zkumavky a na kolonku bylo
naneseno 500 ul AW2 pufru. Vzorek byl centrifugovan 3 min p#i plné rychlosti. Kolonka byla
prenesena do nové zkumavky a centrifugovana 1 min pii plné rychlosti. Po pfendani do nové

zkumavky bylo do stfedu kolonky naneseno 50 pl pufru AE, ktery byl zahtaty na 70 °C.
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Nasledovala 5 min inkubace pii pokojové teploté a 1 min centrifugace pii 8§ 000 RPM. Znovu
bylo piidano 50 pl AE pufru a vzorek byl inkubovan a centrifugovan pii stejnych

podminkach. Poté byla zmétena koncentrace.

3.3.2 Izolace DNA a RNA z Cerstvych tkani a biopsii

Hlavnim problémem pfi izolaci RNA jsou RNazy - vSudypfitomné a velmi odolné
enzymy, §tépici RNA. Proto vSechny vodné roztoky a material, které piisly do styku se
zpracovavanym vzorkem, byly zbaveny RNaz pomoci DEPC (diethylpyrokarbonat). Pracovni
plocha byla oSetfena sroztokem RNase away. Také veskera manipulace s materidlem
uréenym pro izolaci RNA byla provadéna v laminarnim boxu za dodrzovani maximalni

opatrnosti ochraniujici RNA pred degradaci RNazami.

3.3.2.1 Trizolova izolace

Trizol je roztok fenolu a guanidin isothiocyanatu. Béhem homogenizace udrzuje
integritu RNA, lyzuje buiiky a rozpousti bunééné komponenty. Ptidanim chloroformu a
centrifugaci se smés rozdéli na dvé faze - horni vodnou s RNA a spodni organickou fazi
obsahujici proteiny. Mezi fazemi je vrstva srazené DNA. RNA se zvodné faze ziska
vysrazenim s isopropyl alkoholem. DNA se vysrazi piidanim ethanolu.

Vzorek z biopsie tenkou jehlou byl nejprve centrifugovan 15 min pfi 12 000 RPM.
Poté byl odstranén supernatant a k vzorku byl pfidan 1 ml Trizolu (Invitrogene). 50 — 100 mg
zamrazené cCerstvé tkané bylo vlozeno do 1 ml Trizolu a homogenizovdno pomoci
homogenizatoru. Nasledovala 5 min inkubace pfi pokojové teploté. Poté bylo ptidano 200 pl
chloroformu, fadné protiepano a 3 min inkubovano pii pokojové teploté. Vzorek byl
centrifugovan 15 min pii 12 000xg a 4 °C. Pipetou byla odebrana horni faze obsahujici RNA
a prendana do nové zkumavky. K ni bylo ptfidano 500 pl isopropylalkoholu. Vzorek byl
inkubovan 1 h v —-80 °C.

Do dalsi zkumavky byla odebrdna mezivrstva, ze které byla pomoci 300 pl
96% ethanolu vysrazena DNA. Vzorek byl inkubovan 3 min pii pokojové teplote.
Nasledovala 5 min centrifugace pii 2 000xg a 4 °C. Supernatant byl odstranén a k pelet¢ byl
pfidan 1 ml promyvaciho roztoku (0,1M sodium citrat v 10% ethanolu). Nasledovalo 20 min
ttepani a 5 min centrifugace pii 2 000xg a 4 °C. Supernatant byl odstranén a postup

s promyvacim roztokem byl zopakovan. Poté byl k vzorku pfidan 1 ml 75% ethanolu a vzorek
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byl centrifugovan 5 min pfi 2000xg a 4 °C. Dale byl vzorek vysuSen pii 45 °C a
resuspendovan v 100 ul sterilni H,O. Poté byla DNA inkubovéna 1 h pii 55°C.

Po inkubaci horni faze s RNA. byl vzorek centrifugovan 10 min pii 12 000xg a 4 °C.
Supernatant byl odstranén a k vzorku byl ptfidan 1 ml 75% ethanolu. Néasledovala 5 min
centrifugace pii 7 500xg a 4 °C. Vzorek byl vysusen pfi pokojové teploté a resuspendovan

v 40 pl sterilni H>O.

3.3.3 Izolace RNA z parafinovych blo¢kii

Izolace RNA z tkani fixovanych v parafinu je velmi obtizna. Vzorky jsou fixovany ve

formaldehydu a RNA je velmi degradovana, obzvlasté u starSich vzork.

3.3.3.1 1zolace RNA pomoci kitu

Nejdtive byl ze vzorkll odstranén parafin pomoci xylenu. Poté jsme RNA izolovali
pomoci Rneasy Micro kitu (QIAGEN).

Nejprve byla tkan resuspendovana v 150 pul RLT pufru a bylo ptidano 280 ul sterilni
H,0 zbavené Rnas a 20 pl proteinazy K. Jeden vzorek byl inkubovan 10 min pfi 55 °C, druhy
pti 37 °C pies noc. Poté byly vzorky centrifugovany 3 min pti 10 000xg. 450 pl supernatantu
bylo ptepipetovano do nové zkumavky a smichano s 220 pl 96% ethanolu. Smés byla
pfenesena na kolonku a centrifugovana 1 min p#i 10 000xg. Kolonka byla ptendana do nové
zkumavky. Na kolonku bylo naneseno 350 pl RW1 pufru a centrifugovano 1 min pii
10 000xg. Kolonka byla ptenesena do nové zkumavky. Do dal$i zkumavky byla ptipravena
smés z 10 pl Dnase 1 zasobniho roztoku a 70 pl RDD pufru. 80 ul smési bylo naneseno na
kolonku a inkubovano 15 min pfi pokojové teploté. Na kolonku bylo naneseno 350 pl RW1
pufru a centrifugovano 1 min pfi 10 000xg. Kolonka byla prendana do nové zkumavky a na
kolonku bylo naneseno 500 ul RPE pufru. Nasledovala 1 min centrifugace pfi 10 000xg.
Kolonka byla znovu pfenesena do nové zkumavky, bylo na ni naneseno 500 pl 80% ethanolu
a byla centrifugovana 2 min pfi 10 000xg. Kolonka byla pfenesena do nové zkumavky a
centrifugovdna na maximalni rychlost po dobu 5 min. Kolonka byla opét ptendana do nové
zkumavky a do stfedu kolonky bylo naneseno 14 pl sterilni H,O zbavené RNaz. Po 10 min
inkubaci pfi pokojové teploté nasledovala 1 min centrifugace pfi maximalni rychlosti. Byla

zmetena koncentrace RNA a pomér RNA/protein. BohuzZel koncentrace byla témét nulova.
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3.3.3.2 1zolace RNA pomoci Trizolu

Nejdtive jsme vzorky zbavili parafinu pomoci xylenu. Pfidali jsme 1 ml Trizolu, tkan
zhomogenizovali a pokracovali postupem popsanym u izolace Cerstvych tkdni a biopsii
(kapitola 3.3.2.1).

Bohuzel vzorky neobsahovaly téméf Zadnou RNA.

3.3.3.3 Fenol - chloroformova izolace RNA

Proto jsme pouzili jiny zpusob izolace. Nejdiive jsme odstranili ze vzorkl parafin
pomoci xylenu. Vzorky byly vysuSeny a resuspendovany v 450 ul TSOOE20N10 0,5% SDS
roztoku (Tris 500mM, EDTA 20 mM, NaCl 10mM, SDS 0,5%, pH 8). Bylo pfidano 20 pl
protedzy a inkubovano pii 45 °C 16 - 20 hodin. Nasledovala centifugace po dobu 5 min pfi
15000 RCF a ptidani 1/10 objemu 3M sodium acetatu (CH;COONa, pH 4.8). Poté byla
provedena dvojnasobna extrakce s 600 ul FCHA (fenol:chloroform:isoamylalkohol - 25:24:1)
a extrakce s 600 ul CH:I (chloroform: isoamylalkohol, 24:1). Po kazdé extrakci nésledovala
5 min centrifugace pii 15 000 RCF. Daéle bylo pfidano 2 ul glykogenu, precipitovano 0,8
objemem isopropylalkoholem a vzorky byly inkubovany dvé hodiny p#i 70 °C. Nasledovala
20min centrifugace pfi 4 °C a 15000 RCF. Vzorky byly precipitovany s 75% ethanolem a
resuspendovany v 10 ul sterilni H,O. 5 pul RNA bylo pouZito na naslednou reverzni

transkripci. Bohuzel RNA byla velmi degradovana a pro expresi genti nepouzitelna.

3.3.3.4 Modifikovana fenol - chloroformova izolace RNA

Proto jsme zkusili dal$i zpisob izolace RNA. Nejdfive bylo nafezano 5-20 sekci
o Sifce 15-20 um. Parafin byl ze vzorku odstranén trojnasobnou extrakci xylenem. K vzorku
byl pfidan vzdy 1 ml xylenu a vzorek byl inkubovan 10 min pii 65°C. Nasledovala 5 min
centrifugace pii 16 000xg. Byl odstranén supernatant a postup se dvakrat opakoval. Poté byl
xylen odstranén trojnasobnou extrakci s 1 ml 100%. 80% a 50% ethanolu. Po kazdé¢ extrakci
nasledovalo tfepani pii pokojové teploté a 5 min centrifugace pti 16 000xg. Poté bylo ptidano
500 pl vody osetiené s DEPC (diethyl pyrocarbonate) a vzorek byl inkubovan na tfepacce
5 min pii pokojové teploté. Nasledovala S min centrifugace pfi 16 000xg. Byl odstranén
supernatant a peleta byla resuspendovana v 0,5 ml roztoku 0,1M TRIS-HCL, 25mM EDTA a
1% SDS (pH 7.3). K vzorku bylo ptidano 500 pug proteazy K a vzorek byl inkubovan pti
52 °C, dokud tkan nelyzovala. Nasledovala centrifugace pii 16 000xg po dobu 5 min. Poté

bylo pfidano 0,5 ml roztoku D (4M guanidium isothiocyanate, 25mM sodium citrate — pH7.0,
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0,5% N-lauroyl sarcosine a 0,1M mercaptoethanol), 50 ul sodium acetatu (pH 4.0) a 150 pl
FCHA (fenol: chloroform: isoamylalkohol, 25:24:1). Vzorek byl umistén 15 min na ledu a
centrifugovan 20 min pii 4 °C a 16 000xg. Byla odebrana horni vodna faze, ke které bylo
pfidano 150 pl CH:I (chloroform: isoamylalkohol, 24:1). Nasledovala centrifugace po dobu
5 min pti 16 000xg a 4 °C. K vodni fazi byl ptidan isopropylalkohol v poméru 1:1 a vzorek
byl inkubovan 1 h pti —80 °C. Poté nasledovala 10 min centrifugace pfi 4 °C a 12 000xg.
Supernatant byl odstranén a k peleté byl pfidan 1 ml 75% ETOH. Vzorek byl centrifugovan
5 min pti 4 °C a 7 500xg. Supernatant byl odstranén a peleta byla vysuSena pfi pokojové
teploté. Poté byla peleta resuspendovana ve 40 pl vody. 5 pl bylo pouzZito na zméfeni
koncentrace.

Koncentrace RNA v obou vzorcich byla vysoka. K vzorkim bylo proto pfidano 4 pl

Rnasin Ribonuclese inhibitoru a byla provedena reverzni transkripce.

3.4 MERENi KONCENTRACE

Méteni koncentrace pomoci spektrofotometru je zalozeno na skutecnosti, Ze
aromatické struktury bazi specificky absorbuji UV-zafeni urCitych vinovych délek. Pokud
jsou v roztoku pouze nukleové kyseliny, pak mira specifické absorpce odpovida koncentraci
nukleovych kyselin v roztoku. Nukleové kyseliny jsou vSak c¢asto kontaminovany
bilkovinami, které obsahuji aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin, které také
specificky absorbuji UV-zafeni. Intenzita absorpce UV-zafeni nukleovymi kyselinami a
bilkovinami se li§i pfi riznych vinovych délkach, ¢istotu vzorku lze tedy posoudit z poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm.

Po izolaci a resuspendovani nukleovych kyselin byla zméfena koncentrace (Gene
Quant II, Pharmacia Biotech). DNA byla nafedéna 20 krat a poté pouzita na PCR reakce.

RNA byla nafedéna 60 krat. Poté byla provedena reverzni transkripce.

3.5 REVERZNI TRANSKRIPCE

P#i reverzni transkripci dochazi k syntéze tzv. complementary DNA (cDNA)
zkopirovanim genetické informace z mRNA do DNA pomoci enzymu reverzni transkriptaza.
Enzym se evolu¢né vyvinul u retrovird, které maji genetickou informaci ulozenu v RNA. Pfi
infekci ji potfebuji ptepsat do DNA, kterou poté zacleni do DNA hostitelské buriky. Pfi
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laboratornim pouziti reverzni transkriptdza nejprve vytvoii nové vldkno DNA podle
templatového vldkna mRNA. Poté dochazi k syntéze druhého komplementarniho vldkna a
odbouravani pitivodniho vlidkna mRNA. Tim vznikd plnohodnotnd dvojvidknova cDNA se
sekvenci odpovidajici pivodni mRNA.

Nejdiive bylo k 2 ug RNA pfidano 4 pg random primert a doplnéno sterilni H,O do
celkového objemu 40 pl. Smés byla zahtata na 70 °C po dobu 5 min a poté zchlazena na ledu.
Ke smési byl pfidan master mix z 20 pl 5x reakéniho pufru, 10mM dNTP, 160u RNasin
Ribonuclease inhibitoru, 120u AMW reverzni transkriptazy a doplnén H,O do celkového
objemu 60 pl. Reakéni smés byla zahiata na 37 °C po dobu 60 min. cDNA byla pouZita ke

zjisténi exprese kontrolnich geni a k detekci fuznich geni.

3.6 PCR AMPLIFIKACE

Polymerazova tetézova reakce - PCR (Polymerase Chain Reaction) je biochemicka
reakce, ktera vyuziva enzym DNA-polymerazu ke kopirovani DNA. DNA-polymeraza je
schopna syntetizovat komplementarni vlakno podle templatu jednovldknové DNA tak, zZe
ptidava k existujicimu aseku druhého vlakna nové nukleotidy ve sméru 5' — 3'. Potiebuje
k tomu dva kratké oligonukleotidy, tzv. primery, které nasedaji na komplementarni sekvence
ve dvou templatovych vldknech. Templatovd vldkna vznikaji denaturaci pavodné
dvouvlaknové DNA. Primery na tato vlakna nasedaji v protismérné orientaci, takZe po
opakovanych cyklech denaturace, nasedani primeru a extenze primeru DNA-polymerazou
vznikaji produkty, které slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus.

Sekvence primerd byly navrZzeny podle literarnich dat. Takto navrzené primery byly
nasyntetizovany firmou PharmaTech (Praha, Ceska republika). Piehled sekvence primeri je
uveden v tabulce 3. Optimalizace reakénich podminek PCR amplifikace byla provedena na
ne€kolika vybranych vzorcich DNA na gradientovém cykleru (Tgradient 96 — Biometra, NSR).

Podle nalezenych optimalnich podminek byla amplifikovana DNA/cDNA pacientd.
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Tab. 3 Ptehled vSech pouzZitych primert

Velikost PCR
Gen Primery produktu
GAPDH F:5-CCATGG AGAAGG CTG GGG - 3 198 bp
R: 5- CAA AGT TGT CATGGATGACC -3
PAXS F: 5- GGC CAC CAAGTCCCTGAGTC -3 493 bp
R:5-GGG GGTTTCCTGCTTTATG -3
EC RET F:5- GGC GGC CCAAGT GTGCCGAACTT -3’ 180 bp
R:5-CCCAGG CCGCCACACTCCTCACA-3
TK RET F: 5- GGA GCC AGG GTC GGATTC CAG TTA- 3 150 bp
R: 5’- CCG CTC AGG AGG AAT CCC AGG ATA-3’
RET/PTC1 F 5-GTC GGG GGG CAT TGTCATCT -3’ 204 bp
R:5-AAG TTC TTC CGAGGG AATTC - 3’
RET/PTC3 F: 5- AAG CAAACC TGC CAG TGG - 3° 242 bp
R: 5'- TGG CTT ATC CAA AAG CAGAC -3’
Kalcitonin F:5-CCTTCC TGGCTC TCAGCATC -3 408 bp
R:5- GAG TTT AGT TGG CATTCT GG - 3°
BRAF exon 15 F:5-TCATAATGC TTGCTC TGATAGGA-3 224 bp
R: 5- GGC CAAAAATTT AATCAG TGG A -3’

3.7 ELEKTROFOREZA

Elektroforéza se provadi na agarozovém gelu. ktery tvofi prostorovou sit vlaken.
Volny prostor mezi vlakny polymeru je vyplnén vodnym roztokem, ve kterém se rozpousti
nukleové kyseliny. Gel se umisti do elektrického pole mezi kladné a zaporn¢ nabitou
elektrodu. Protoze jsou nukleové kyseliny zaporné nabité (fosfat odstépuje vodik). jsou
ptitahovany ke kladné nabité elektrodé. Pfitom se malé molekuly DNA pohybuji rychleji nez
vétsi. Gel je obarven ethidium bromidem, fluorescenénim barvivem, které svou plochou
molekulou interkaluje mezi ploché pary bazi v molekule DNA. Poté, co se molekuly DNA
rozdéli podle velikosti, gel polozi se na UV-transluminator a diky ethidium bromidu DNA
molekuly v gelu zafi.

Cistota PCR produktii byla ovéfena elektroforézou na 1,5% nebo 3% agarézovém
gelu, obarveném ethidium bromidem (za podminek: 85 V, 45 min, s pouzitim 0,5x TBE).
Vzorky byly naneseny spolu s 6x koncentrovanym nanasecim barvicim roztokem.

Vysledek elektroforézy byl odecten pod UV svétlem a byly vyhodnoceny optimalni
reakéni podminky pro PCR amplifikaci.
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3.8 DETEKCE FUZNICH GENU RET/PTC

Zavedli jsme expresi kontrolnich geni a detekci dvou nejéastéjsich forem RET/PTC

pteskupeni - RET/PTCI a RET/PTCS3.

3.8.1 Exprese kontrolnich genii

Podminky pro PCR jednotlivych genti byly optimalizovany. Pro analyzu z cDNA jsme
provedli expresi nékolika kontrolnich geni.

Pro kontrolu ptitomnosti ¢cDNA byla provedena exprese vSudypfitomného genu
GAPDH. Tento gen koduje glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzu, ktera je duilezita
v metabolismu sacharidi.

Pivod bunék byl potvrzen expresi genu PAXS. Tento gen koduje transkripéni faktor,
ktery ma kli¢ovou roli v diferenciaci folikularnich bun¢k.

Daéle jsme provedli expresi extracelularni domény (EC) RET genu, jejiz pfitomnost
ukazuje, Ze se jedna o medulérni karcinom S§titné zlazy a nikoliv PTC. Je to proto, ze RET
proto-onkogen se za normalnich okolnosti ve folikularnich burikach §titné Zlazy neexprimuje.
Pokud dojde k pteskupeni a vzniku RET/PTC formy, RET onkogen extracelularni doménu
ztraci a exprimuje se pouze tyrozinkinazova doména.

Pfi pozitivni EC doméné byla provedena PCR amplifikace kalcitoninu, ktery se
exprimuje u medularniho karcinomu $titné zlazy.

Pii amplifikaci genu GAPDH a PAXS byla pouzita negativni kontrola, pfi amplifikaci
kalcitoninu a EC domény RET genu byla pouZita jest¢ také pozitivni kontrola.

Detekce genli byla provedena elektroforézou na 1,5% (GAPDH, kalcitonin) nebo 3%

(PAXS, EC) agar6zovém gelu obarveném ethidium bromidem.

3.8.2 Detekce faznich forem RET genu

Ke zjisténi pfitomnosti fizni formy RET genu jsme provedli expresi tyrozinkinazové
domény (TK) RET genu. Dale jsme zavedli detekci dvou nejcastéjSich fuznich forem -
RET/PTCI a RET/PTC3. Amplifikaci jsme vzdy provadé€li s pozitivni a negativni kontrolou.
Expresi gend jsme detekovali elektroforézou na 3% agar6zovém gelu obarveném ethidium

bromidem.
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3.8.3 Real Time PCR

Mnozstvi produktu. vytvofeného amplifikaci, zavisi v kazdé PCR na mnoZstvi
templatové DNA, ktera je pfidana do reakce. Real Time PCR monitoruje mnozstvi PCR
produktu béhem amplifikace v jeji exponencidlni fazi. Vyuziva k tomu fluorescenéniho
barviva. Specidlni termocyklery, uréené pro kvantitativni PCR v realném case, jsou schopny v
pribéhu PCR ozafovat vzorek excitatnim zafenim, které vybudi fluorescenci uvolnéného
barviva. Tuto fluorescenci pfiistroj po kazdém cyklu zméfi a vysledek preda tidicimu
softwaru, ktery zobrazuje prubézné - v realném case - mnozstvi uvolnéné fluorescence, které
odpovidé mnozstvi vzniklého produktu.

SYBRR Green 1 je fluorescencni barvivo, které je schopné zaclenit se do
dvouretézcové DNA. Jen navazané barvivo je schopno zafeni. V pocate¢ni fazi reakce je
hodnota fluorescence zavisla na koncentraci cilové DNA sekvence. K méteni fluorescence
dochazi v kazdém cyklu a to na konci elongaéni faze.

Dale se vyuziva sonda. ktera mé sekvenci specifickou pro uréity produkt. Na sondu je
napojen tzv. reporter - R (fluorescen¢ni barvivo) a quencher - Q (zhasec¢). Pokud je reporter
navazan na sond¢ v blizkosti Q, neni schopen fluorescence. Tato sonda je navrZena tak, aby
hybridizovala s templatovou DNA za stejnych podminek jako primery. Béhem PCR nasedne
na templatovou DNA uvniti cilové sekvence. DNA-polymeraza, ktera provadi extenzi
jednoho ze dvou primeri, narazi pii syntéze komplementarniho vlakna na sondu. ProtoZe ma
krome¢ schopnosti syntetizovat komplementarni vlakno také tzv. exonukledzovou aktivitu,
S$tépi vnitini sondu na jednotlivé nukleotidy. Tim se reporter dostane z tésné blizkosti zhasece
a je schopen fluorescence. Mnozstvi zachycené fluorescence je tak piimo umérné mnoZstvi
nové vzniklého produktu.

Na stazi na Singleton Hospital a University of Wales, Swansea ve Velké Britanii jsem
pomoci Real Time PCR (LightCycler 2.0 System, Roche) analyzovala expresi TK domény
RET genu (ptiloha, End report). Mnozstvi PCR produktu jsem detekovala pomoci SYBRR
Green L.

50 ng RNA bylo pfiddno k reakéni smési obsahuyjici 3,25mM Mn(OAc),. 0,3uM
kazdého primeru (F - cgg tgg ccg tga aga tg, R - tct gac agc agg tct cga a, délka 64bp) a
1x koncentrovaného reak¢niho mixu (Light Cycler RNA Master SYBR Green). Real Time
PCR byla provedena na cykleru (Light Cycler, Roche) za podminek: reverzni transkripce
(20 min pii 61 °C), denaturace (30 s pii 95 °C), 45 cyklu amplifikace: denaturace (1 s pfi
95 °C), nasednuti primert - annealing (5 s pfi 60 °C), prodlouZeni - extension (13 s pti 72 °C)
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a akvizice (1 s pii 77 °C), tani (melting curve): denaturace (5 s pii 95 °C), annealing (15 s pfi
65 °C) a melting pti 95 °C. Vzdy jsem Real Time PCR provadéla s negativni kontrolou (H,O)
a pozitivni kontrolou v po¢ateénim mnozstvi 50 ng, 5 ng a 0,5 ng RNA. Kazdy vzorek byl
zaroven amplifikovan ve dvou reakcich pro kontrolu specifity a senzitivity Real Time PCR.
Vzorky byly hodnoceny pomoci softwaru (Roche) zkvantifikaéni kiivky a tzv.
melting curve, kterd ukazuje rozdily pti tdni DNA. I jednonukleotidova zadména mize

zpuasobit zménu bodu tani, kterd se na melting curve projevi.
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3.9 DETEKCE MUTACE V600E V BRAF GENU

Vyizolovana DNA z Cerstvych tkani, biopsii a parafinovych blo¢kt byla pouzita pro
PCR amplifikaci 15. exonu BRAF proto-onkogenu v 10 pul PCR reakci s Cy5 znaenymi

primery uvedenymi v tabulce 3 a reak¢nimi podminkami ziskanymi optimalizaci.

3.9.1 SSCP analyza

Mutace v BRAF genu byla detekovana pomoci screeningové metody SSCP (Single
Strand Conformation Polymorphism).

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) je velice senzitivni screeningova
metoda slouzici k detekci mutaci typu zamény jedné baze. Zachycuje téméf 100 % mutaci
v DNA fragmentech mensich nez 200 bp a okolo 80 % mutaci v DNA fragmentech o velikosti
200 az 400 bp. Je zaloZena na principu rizné migrace jednovlaknovych molekul DNA, které
se li8§i svou sekundarni i terciarni strukturou. Provadi se na nedenatura¢nim polyakryl-
amidovém gelu, ktery je mozZno pouzit pro 10 analyz a na ktery se nanesou zdenaturované
PCR produkty. Jednovldknové fragmenty DNA zaujmou unikatni konformaci, ktera je dana
intramolekularnimi interakcemi uvniti DNA sekvence, a jakékoli zmény v sekvenci
fragmentu DNA zptisobi zmény v konformaci a jsou detekovany.

K PCR produktim bylo ptidano 25 pl fuchsinové denaturacni barvicky. 5 ul bylo
pouZito na kontrolni elektroforézu. Tepelna denaturace PCR produkti byla provedena pii
94 °C po dobu 4 minut na termocykleru, poté byly vzorky zchlazeny na ledu po dobu
5 min. Nasledné byly 4 ul smési naneseny na 10% nedenatura¢ni polyakrylamidovy gel.
Soucasné byla nanesena také pozitivni a negativni kontrola. Analyza probihala pfi 7 °C na
ptistroji ALFExpress I (Amersham Pharmacia Biotech, USA) a vyhodnocena softwarem

ALFwin Fragment Analyser 1.00.35 (Amersham Pharmacia Biotech, USA).
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3.9.2 Sekvenace

Pozitivni a nejasné vzorky byly ovéfeny pomoci piimé fluorescenéni sekvenace.
Sekvenace je velmi pfesna metoda, sjejiz pomoci lze identifikovat nukleotidové potadi
u DNA fragmenti. Existuji dvé metody sekvenace - metoda chemicka (dle Maxama a
Gilberta) a metoda enzymaticka (dle Sangera). Pro potieby klinické diagnostiky se dnes
vyluéné pouziva metoda enzymaticka.

Pti vlastni sekvena¢ni reakci se vyuziva tzv. asymetrickd PCR, pii které je v reakci
pouze jeden primer, v naSem piipadé opatfeny fluorescenéni znatkou (Cy5). Cilen¢ se tak
amplifikuje pouze pozadovany fetézec DNA. V pfesném molarnim pomeéru se piidavaji
dideoxynukleotidy (ddNTP), které jsou do DNA inkorporovany DNA polymerazou.
Po za¢lenéni do rostouciho vlakna se rist fetézce zastavi a dal$i nukleotid jiz nemuze byt
navazan. Sangerovy sekvenaéni reakce se Ucastni sekvenované vldkno (jednofetézcova DNA
pfipravena casto asymetrickou PCR reakci s nadbytkem jednoho primeru), primer
komplementarni s jeho koncem, jeden zvoleny dNTP a jemu odpovidajici ddNTP v ptesné
zvoleném poméru a ostatni téi typy dNTP. Reakce probiha ve ¢tyfech mikrozkumavkach,
vzdy v pfitomnosti jednoho ze ¢tyf dANTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP). Vznikne tak
série znatenych fetézcd, jejichz délka zavisi na relativni vzdalenosti pfislu§né baze od konce
DNA. Fragmenty jsou separovany na denatura¢nim 5,5% polyakrylamidovém gelu a nasledné

fluorescenéné detekovany. Z jejich poradi je odeétena sekvence.

3.9.2.1 Gelova sekvenace

BRAF gen jsme amplifikovali v 30 pl reakci s CyS zna¢enymi primery a reakénimi
podminkami zjisténymi optimalizaci. 5 ul PCR produktu jsme pouzili na kontrolni 1,5%
elektroforézu. Poté jsme provedli purifikaci produktu ptes kolonky (DNA and Gel Band
Purification Kit — Amersham Biosciences, UK). Do kolonek s filtrem bylo naneseno 500 pl
Capture Buffer a 25 ul PCR produktu a smés byla zcentrifugovana pti 13000g po dobu 1 min.
Kolonky byly pfemistény do novych zkumavek a bylo pfidano 500 pl Wash Buffer.
Nasledovala centrifugace za stejnych podminek. Kolonky byly pieneseny do novych
zkumavek a centrifugovany po dobu 2 min. Poté byly kolonky znovu pfemistény do novych
zkumavek a do stiedu filtru bylo naneseno 27 pl sterilni H,O. Vzorek byl inkubovan po dobu
5 min pfi pokojové teploté. Nakonec byl vzorek centrifugovan 5 min pii maximalni rychlosti.

M o wew

Piecistény PCR produkt byl pouzit pro sekvenac¢ni reakci.
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Vlastni sekvenacni reakce byla provedena s pouzitim Thermo Sequenase Cycle
Sequencing Kitu (USB, USA). Pro kazdy vzorek byly pfipraveny 4 mikrozkumavky,
do kterych se naneslo 4 pl jednoho ze ¢&tyf dANTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP).
Ve vedlejsi mikrozkumavce byl pfipraven mix, ktery obsahoval 2 ul Reaction Buffer, 1 ul
forward primeru, 2 ul Thermo Sequenase DNA polymerase a 12,5 pl purifikovaného DNA
templatu. Mix byl po 4 ul rozpipetovan do mikrozkumavek s ddNTP. Sekvenaéni reakce
probihala na termocykleru naprogramovaném na 50 cykla (30 s 95 °C, 30 s 55 °C, 90 s 72 °C)
a byla zastavena ptidanim 4 pl Stop Solution (USB. USA). Fragmenty byly po denaturaci
(3 min pti 75 °C) a po 5 min chlazeni na ledu nanaseny po 4 pul do jamek polyakrylamidového
gelu. Analyza probihala pii 55 °C na automatickém fluorescenénim sekvenatoru ALFExpress
I (Amersham Pharmacia Biotech, USA) a byla vyhodnocena pomoci ALFwin Software
(Amersham Pharmacia Biotech, USA).

3.9.2.2 Kapilarni sekvenace

Pozdéji jsme sekvenaci pievedli na kapilarni sekvenator CEQ 8000
(BeckmanCoulter). Amplifikace genu byla provedena v 30 pl reakci s neznacenymi primery a
s reakénimi podminkami zji§ténymi optimalizaci. DNA byla purifikovana pomoci kitu (DNA
and Gel Band Purification Kit — Amersham Biosciences, UK) stejnym zpuisobem jako u
predeslé sekvenace s tim rozdilem, Ze na kolonku bylo naneseno 10 pul PCR produktu a
navazand DNA byla rozpusténa ve 20 pl sterilni H,O (u vzorkd, které pii kontrolni
elektroforéze vykazovaly slabou koncentraci PCR produktu, bylo pouzito jen 10 pl H,O).
Poté byla provedena sekvena¢ni reakce s4.4 pl precisténého PCR produktu, 1.6 pl
neznaCeného forward primeru (tabulka) a 4 ul DTCS (Dye Terminator Cycle Sequencing)
Quick Start Master Mixu. Nasledovala vlastni sekvena¢ni reakce s podminkami: 20 s pii
96 °C, 20 s pii 50 °C (30cyklir) a 4 min pii 60 °C.

Poté byla DNA vysrazena pomoci ethanolu. Nejdiive byl pfipraven Cerstvy Stop
Solution/Glycogen mixture: 2 pl 3M octanu sodného (pHS.2), 2 ul 100 mM Na,EDTA (pH 8)
a 1 ul 20 mg/ml glykogenu na jednu sekvenacni reakci. Do kazdé zkumavky bylo déno 5 pl
této smesi a k ni byla pfidana sekvenaéni smés. Poté bylo k smési naneseno 60 ul ledového
95% ethanolu a centrifugovano pii 14000 RPM a 4 °C po dobu 15 min. Supernatant byl
odstranén. Peleta byla dvakrat promyta 200 pl ledovym 70% ethanolem. Vzdy nasledovala

centrifugace pii 14000 RPM a 4 °C po dobu 2 min. Byl odstranén supernatant a peleta byla
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vysuSena. Poté byla peleta resuspendovana v 40 pl Sample Loading Solution a inkubovana
10 min pti pokojové teploté. Vzorky byly pfeneseny na desti¢ku.

Pozdé&ji jsme ethanolové srazeni nahradili rychlej§im postupem pomoci magnetu
Agencourt Clean. Amplifikace, purifikace a sekvenacni reakce byly provedeny podle postupu
popsaného vyse. Poté byl pfipraven Cerstvy Stop Solution: 50 ul sterilni H,O, 20 ul 3M
octanu sodného, 20 pul 100mM NaEDTA a 10 pul 20mg/ml glykogenu na 1 fadu (8 vzorkd).
Do kazdého vzorku (10 ul) bylo ptidano 5,5 pl Stop Solution, 10 pl roztoku s magnetickymi
Casticemi a 42 pl 85% ethanolu. Nasledovala 10 min inkubace pti pokojové teploté a 3 min
inkubace na magnetu. Ze zkumavek uloZenych v magnetu byl odstranén supernatant a ke
kazdému vzorku bylo pfidano 100 ul 85% ethanolu. Nasledovala 30 s inkubace na magnetu a
odstranéni supernatantu. Zkumavky byly odebrany z magnetu a vysuseny 10 min pii pokojové
teploté. Poté bylo piidano 40 ul SLS ke kazdému vzorku a vzorky byly 5 min inkubovany pti
pokojové teploté. Nasledné byly zkumavky vlozeny na magnet a 3 min inkubovany. Poté bylo
odebrano 35 ul vzorku a pteneseno na desti¢ku.

Kazdy vzorek byl ptekryt 1 kapkou minerdlniho oleje. Desticka byla vloZena do
kapilarniho sekvenatoru CEQ 8000 a byla provedena sekvena¢ni analyza. Data byla

vyhodnocena pomoci softwaru.

3.10 STATISTIKA A VYHODNOCENI DAT

V soucasné dobé je zakladem vyhodnoceni experimentalnich méfeni interaktivni
statisticka analyza dat na poditaci, ktera umoznuje ziskat z dat maximalni mnozZstvi uzite¢né
informace. Soucasné pocitatové postupy rozsitily klasické statistické testy o grafické
diagnostiky dat a zarovein o celou $kalu neparametrickych metod vhodnych pro data
vykazujici odchylky od normalniho rozdéleni. V lékatskych védach vétSinou neocekdvame
normalni rozloZeni dat s nepfitomnosti odlehlych bodi. Zaroven ale nemiZeme osoby
vybocujici z naseho vybéru (tzv. odlehlé hodnoty) ze statistickych analyz vyloucit, protoze
obsahuji cennou informaci o onemocnéni. Proto je nutné pouzit robustni neparametrické
statistické metody, nebo data pied testovanim vhodné transformovat (78).

Statistické zhodnoceni vysledki bylo provedeno s pomoci programi NCSS 2004,
QC.Expert 2.7 a Microsoft Excel 2000.
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3.10.1. Analyza vybéru

3.10.1.1 Prizkumova analyza jednorozmérnych dat EDA

Grafické diagnostiky statistickych zvlastnosti vybéru dat: Diagramy rozptyleni,
kvantilovy graf, graf k porovnani distribu¢ni funkce vybéru se standardizovanou distribu¢ni
funkci normalniho rozdéleni (pravdépodobnostni graf), graf pro diagnostiku normality a
odlehlych méfeni (kvantil-kvantilovy graf), graf rozptyleni s kvantily, histogram (histogram
cetnosti dat v jednotlivych tfidach) pomohly identifikovat typ rozdéleni vybéru a nalézt

vybocujici hodnoty.

3.10.1.2 Odhady miry polohy, rozptyleni a tvaru
Pomoci vySe uvedeného softwaru byly stanoveny tyto zakladni statistiky: pocet, primer,
vybérovou smérodatnou odchylku, median, percentily, kvartily, konfidenéni intervaly,

maximalni a minimalni hodnotu, modus.

3.10.2 Testovani hypotéz

Pti testovani hypotéz je nezbytné vychazet z informaci ziskanych z analyzy vybéru a na
zakladé toho zvolit spravné metody. U vybeért. kde pocty osob jsou velmi malé. je tfeba
obezietnosti pii vybéru metody a interpretaci vysledki. Nulové hypotézy byly testovany na

hladiné vyznamnosti o = 0.05.

3.10.2.1 Mann-Whitneyuv test
Pro porovnani rozdilu sledovanych parametri mezi skupinami byl pouzit Mann-
Whitneytuv test, ktery pracuje s pofadim hodnot. Normalni rozloZeni se u tohoto testu

nepiedpoklada, proto byl zvolen jako nejvhodné;si (79).

3.10.2.2 Fisheriv piesny (exaktni) test

Miru asociace v kategorialnich datech lze zkoumat pomoci riznych testti. Zakladnim
testem je chi-kvadrat test o vzajemné nezavislosti v kontingen¢ni tabulce. Je zaloZen na
porovnani empirickych a oCekavanych &etnosti v kontingenéni tabulce. V ptipad¢ malého
rozsahu vybéru (pod 20 pozorovani) je pro kontingenéni tabulky ptesngjsi pouzit Fisheriiv
exaktni test. Jako testovaci kritérium byl zvolen Pearsoniv Chi-kvadrat se stupni volnosti

vzdy odpovidajicim rozsahu kontigen¢ni tabulky (79).
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4. VYSLEDKY

4.1 ZAVEDENI METODIKY

4.1.1 I1zolace nukleovych kyselin

V této diplomové praci byly zavedeny metody pro izolaci DNA z biopsii tenkou
jehlou. ¢erstvych tkani a parafinovych bloc¢ki a izolaci RNA z Cerstvych tkani a biopsii.

RNA z parafinovych blo¢ki se podafilo izolovat pouze pomoci modifikované fenol -
chloroformové izolace. Koncentrace RNA ve vzorcich byla vysoka. Po provedeni reverzni
transkripce byly exprimovény kontrolni a fizni geny u kontrolnich vzorkd, ale u cDNA
z parafinovych blo¢ku byl detekovan pouze kontrolni GAPDH gen. Ostatni kontrolni ani fuzni

Mrwe

stafi vzorku a inkubaci tkané ve formolu.

4.1.2 Optimalizace reak¢énich PCR podminek pro kontrolni a
fuzni geny RET/PTCI a RET/PTC3

Nalezeni optimalnich podminek pro PCR amplifikaci je dilezitym krokem, na kterém
zavisi UspéSnost dalSich analyz. Optimalizace reak¢énich podminek byla provedena na
vybranych vzorcich DNA pozitivnich pro ur€ity gen.

Nejdfive jsme optimalizovali stanoveni exprese GAPDH genu, ktery jsme nasledné
pouzivali jako kontrolu kvality RNA, uspé$ného provedeni reverzni transkripce a ptitomnosti
cDNA. Pro optimalizaci jsme pouzili ndhodné vybrany vzorek cDNA. Vybrali jsme tyto
reak¢ni podminky: 2mM MgCl, a 57 °C (obr. 9).

198 bp —»

Obr. 9 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace genu GAPDH na 3%
agarézovém gelu. Teploty nasedani primert (annealing) zleva u kazdé koncentrace: 50 °C;
55,1 °C; 57 °C; 64 °C. M — hmotnostni marker. Cerné Sipky ukazuji velikost PCR produktu
a smér elektroforézy, bila Sipka oznacuje nalezené optimalni podminky reakce.
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Dal§im optimalizovanym genem byl gen PAXS. Tento gen jsme pouzivali jako
kontrolu pivodu nadoru z folikularnich bunék §titné zlazy. Pro optimalizaci jsme pouzili
nadhodny vzorek cDNA izolovany z PTC. Vysledkem optimalizace byly tyto podminky: 2mM
MgCl; a 57 °C (obr.2).

Obr. 10 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace genu PAX8 na 1,5%
agarozovém gelu. Teploty nasedani primeri (annealing) jsou vzestupné zleva u kazdé
koncentrace: 50 °C; 55,1 °C; 57 °C: 60.8 °C; 64 °C. M — hmotnostni marker. Cerné Sipky
ukazuji velikost PCR produktu a smér elektroforézy, bila Sipka oznacuje nalezené optimalni
podminky reakce.

Dale jsme optimalizovali PCR amplifikaci dvou domén RET genu — EC a TK domény.
Pfitomnost EC domény naznacuje, Ze se jednd o medularni karcinom odvozeny
z parafolikularnich bun€k §titné zlazy, v ptipadé PTC by se EC doména neméla exprimovat.
U RET/PTC pieskupeni se exprimuje pouze TK doména, jeji pfitomnost tedy naznacuje. Ze se
jedna o né¢jakou fuzni formu RET/PTCX (bliZe neurceny typ flizniho genu).

Pro optimalizaci téchto dvou domén RET genu jsme si vybrali cDNA z MTC. kde se
exprimuje cely RET gen. Za optimalni podminky reakce jsme urcili tyto: EC doména —
1,5mM MgCl, a 64 °C, TK doména - 2mM MgCl, a 64 °C (obr. 11).

Dal$im optimalizovanym genem byl gen pro kalcitonin, ktery jsme pouzivali v ptipadé
pozitivni EC domény jako kontrolu, ze se nejedna o MTC, ve kterém se kalcitonin exprimuje.
Optimalizaci jsme provedli na cDNA izolované z MTC. Za optimalni jsme urcili tyto

podminky: 2mM MgCl, a 60 °C (obr. 12).
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180bp —»

150 bp —p

Obr. 11 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace pro TK a EC doménu
RET genu na 3% agaréozovém gelu. TK doména - teploty annealingu zleva u kazdé
koncentrace: 50 °C; 55,1 °C; 57 °C; 60,8 °C; 64 °C. EC doména — teploty annealingu zleva u
kazdé koncentrace: 63 °C: 64,9 °C: 66.8 °C: 68,7 °C: 70,5 °C. M — hmotnostni marker. Cerné
Sipky ukazuji velikost PCR produktu a smér elektroforézy, bild Sipka oznaCuje nalezené
optimalni podminky reakce.

408 bp —p»

Obr. 12 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace pro kalcitonin na
1,5% agarozovém gelu. Teploty annealingu zleva u kazdé koncentrace: 50 °C; 55,1°C;
57 °C; 60,8 °C: 64 °C. M — hmotnostni marker. Cerné $ipky ukazuji velikost PCR
produktu a smér elektroforézy. bila $ipka oznacCuje nalezené optimalni podminky reakce.
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Déale jsme optimalizovali detekci dvou nejéastéjSich RET/PTC preskupeni —
RET/PTCI a RET/PTC3. Optimalizaci jsme provedli na vzorcich piivezenych z Italie (Prof.
R. Elisei, University of Pisa), které jsou pozitivni pro tyto formy. Nalezené optimalni

podminky reakce byly u obou forem stejné: 2mM MgCl, a 55 °C (obr. 13 a 14).

204 bp —»

Obr. 13 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace pro RET/PTCI
preskupeni na 3% agarézovém gelu. Teploty annealingu zleva u kazdé koncentrace:
50 °C; 55,1 °C; 57 °C; 60,8 °C; 64 °C. M — hmotnostni marker. Cerné $ipky ukazuji
velikost PCR produktu a smér elektroforézy, bila Sipka oznacuje nalezené optimalni
podminky reakce.

242bp —p

Obr. 14 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace pro RET/PTC3
pFeskupeni na 1,5% agarézovém gelu. Teploty annealingu zleva u kazdé koncentrace:
50 °C; 55,1 °C; 57 °C; 60,8 °C: 64 °C. M — hmotnostni marker. Cerné Sipky ukazuji
velikost PCR produktu a smér elektroforézy, bila Sipka oznacuje nalezené optimalni
podminky reakce.
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4.1.3 Detekce TK domény pomoci Real Time PCR

Optimalizaci Real Time PCR pro TK doménu RET genu jsme provedli pomoci dvou
riznych primerd, dvou pozitivnich kontrol, riznych koncentraci Mn(OAc), a rozdilnych
teplot pro nasednuti primert a pFirastku teplot (acquisition) (podrobn¢ v ptiloze, End Report).
Pro kazdou analyzu jsme pouzivali pozitivni kontrolu ve tiech pocate¢nich mnozstvich: 50ng,
5ng, 0.5ng (RNA z bunééné linie SHSY) a negativni kontrolu H>O. Kazdy vzorek byl
analyzovan paralelné ve dvou reakcich. Vzorky byly hodnoceny podle kvantifika¢ni kiivky
(obr. 15) i podle rozdilného bodu tani — tzv. melting curve (obr. 16). Vysledky jsou uvedeny
v End Report (pfiloha). Stanoveni exprese vy$e zminénych gent a fuznich forem pomoci Real

Time PCR bude v brzké dob¢ zavedeno v Endokrinologickém ustavu.

Obr. 15 Kvantifikace TK domény RET genu pomoci Real Time PCR. Cervené: pozitivni
kontroly SHSY (cell line) - zleva: 50ng, 5 ng, 0.5 ng. Modie - analyzovany vzorek
(pozitivni), Sedé - H,O (negativni kontrola).
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ans-

Obr. 16 Analyza TK domény RET genu pomoci melting curve. Cervené —
pozitivni kontrola SHSY (cell line) 50 ng. Modie — analyzovany vzorek
(pozitivni). Sed¢ — H,O (negativni kontrola)

L 8-
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4.1.4 Optimalizace podminek pro PCR BRAF genu

PCR amplifikaci 15. exonu BRAF genu jsme optimalizovali pomoci ndhodné
vybranych vzorki DNA. Za optimalni jsme urcili tyto podminky: teplota annealingu -

57,5 °C, a koncentrace MgCl2 - 2 mM (obr. 17).

Obr. 17 Fotografie elektroforézy optimalizace PCR amplifikace pro 15. exon BRAF genu
na 1,5% agaroézovém gelu. Teploty annealingu zleva u kazdé koncentrace: 56 °C; 57,5 °C;
61.1 °C: 64,9 °C; 68,7 °C; 71.6 °C. M — hmotnostni marker. Cerné Sipky ukazuji velikost
PCR produktu a smér elektroforézy, bila Sipka oznacuje nalezené optimalni podminky reakce.
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4.1.5 SSCP detekce

Optimélni podminky pro detekci BRAF mutace pomoci SSCP byly nalezeny pti 7 °C
na 10% nedenatura¢nim polyakrylamidovém gelu. Pro optimalizaci byly pouzity pozitivni
vzorky s BRAF V600E mutaci. Pozitivni a negativni vzorky se na SSCP analyze lisily tvarem
kfivek mezi 215. a 225. min. Zatimco pozitivni heterozygotni vzorky mély v tomto misté dva

vrcholy, negativni vzorky mély pouze jeden (obr. 18, 19).

caled Data & Time [Minutes) |
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Obr. 18 SSCP analyza BRAF proto-onkogenu pii 7 °C. Modfe - BRAF
negativni vzorek, ¢ervené - BRAF pozitivni vzorek. 1 - zbylé primery, 2 - dsDNA,

3 - ssPDNA.
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Obr. 19 SSCP analyza BRAF proto-onkogenu pii 7 °C. Modie - BRAF
negativni vzorek, cervené - BRAF pozitivni vzorek.
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4.1.6 Prima fluorescenc¢ni sekvenace

Vzorky, které pomoci SSCP byly vyhodnoceny jako pozitivni. byly osekvenovany
piimou fluorescen¢ni sekvenaci. Nejdiive jsme sekvenovali gelovou sekvenaci (obr. 20),

pozdé&ji jsme zavedli rychlejsi kapilarni sekvenaci (obr. 21).

1

TlA C A]IG TA Gl A & ALT C T
a Thr YaliGlu Lys Ser

=10

Obr. 20 Sekvenace BRAF genu pomoci gelové sekvenace. 1. Vzorek bez
mutace V600E. 2. Heterozygotni vzorek s mutaci V600OE. 3. Homozygotni
vzorek s mutaci V60OE.

3 3T ¢ T 23 o T 2¢ 2 3T 3 4 2 2T ST @3 LT 3 A

Obr. 21 Sekvenace BRAF mutace V600E pomoci kapilarni sekvenace. 54
Nahote — vzorek bez mutace, dole — vzorek s mutaci, heterozygot.



4.2 VYHODNOCENI

4.2.1 Kontrolni geny a RET/PTC pieskupeni
Detekcei exprese GAPDH genu byla potvrzena ptitomnost cDNA. Pivod bunék byl

ovéren expresi genu PAXS.

TK doména spolec¢né s EC doménou byla pozitivni u 8 vzorkii PTC. U téchto vzorka
byla provedena amplifikace kalcitoninu. VSechny vzorky byly negativni.

Pomoci gelové elektroforézy (viz. kap. 3.8.2) se nam podatilo detekovat 2 RET/PTCI,
1 RET/PTC3 a 10 zatim neurCenych fuznich forem RET/PTCX (pozitivni TK doména).
Celkem se tedy podatilo detekovat RET/PT(C pteskupeni u 13 z 67 pacientii s PTC (19,4 %)
(tab. 4). U ostatnich PTC tkani (staré paratinové blocky) se ani po mnoha metodickych
pokusech (viz kap. 3.3.3) a konzultacich se zahrani¢nimi pracovisti nepodafilo vyizolovat
dostate¢né kvalitni geneticky materidl. ktery by analyzu flznich forem umozioval.
Charakteristika pacientd s RET/PTC pteskupenim je uvedena v tabulce 4. V tabulce 5 je
srovnani klinicko-patologickych parametri pacientu s RET/PTC piteskupenim s pacienty,
u nichZ tyto genetické alterace nebyly nalezeny. Statisticky vyznamné vysel pouze rozdil
v zastoupeni muzi a Zen ve skupinach (p=0,019). Mezi pacienty s detekovanym RET/PTC
preskupenim byl pomér Zeny : muzi roven 1.6 : 1, kdezto ve skupiné pacientli s PTC bez
RET/PTC pteskupeni byl tento pomér 9,75 : 1.

U jedné pacientky, ktera byla primarné odoperovana pro MTC, jsme piekvapiveé
nalezli RET/PTCI pteskupeni. V tomto pfipadé se jedna o smiseny MTC-PTC. Pacientka
(25 let) méla vysoky kalcitonin - 1088ng/l (normalni hladina do 8.9 ng/l) a klasifikaci tumoru
T3N1Mx. Byla u ni nalezena somatickd mutace Met918Thr v RET genu typicka pro MTC.
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Tab. 4a Piehled pacienti s RET/PTC pieskupenim

Vzorek | RET/PTC | BRAF | Pohlavi |Rok operace| V&k® |Varianta ":,"m‘t T
100 | RETPTCT| n z 2006 | 33(13) | FV THRE
177 RET/PTC1 n m 2007 19 (0) DS 20 2
94 | RETPTC3 | n 2 2006 12(0) | FV

4 | RETPTCX | n m

14 RET/PTCX n z 2003 13 (0) FV 17 2
39 RET/PTCX n z 2005 67 (48) 1
as | RETPTCX| n m 2005 | 47(29) | ©

50 RET/PTCX | V600E z 2005 72 (53) 1
61 | RETPTCX| n Z 2005 | 29(10) | © B |2
87 | RET/PTCX | V60OE | m 2005 | 59 (40) | FV 2 |2
144 | RETPTCX | n 2 2006 14(0) 17 |2
159 RET/PTCX | V600E z 2006 34 (14) K 25 2
181 | RET/PTCX | V6OOE | m 2007 %6(5) | K RE

“V zavorce je uveden vék v obdobi ¢ernobylské havarie.
RET/PTCX — blize neur¢ené RET/PTC pteskupeni (pozitivni TK doména RET genu)

n - bez BRAF V600E mutace (negativni)

FV — folikularni varianta, DS — difuzni sklerotizujici varianta, O — onkocytarni PTC,
K —klasicky PTC
T —hodnoceni primarniho tumoru

Tab. 4b Piehled pacienti s RET/PTC pieskupenim - pokracovani

Vzorek | RET/PTC | BRAF N Fokalita |Pouzdro| Invaze |Angioinvaze
100 RET/PTC1 n N1 U ano ano
177 RET/PTC1 n
94 RET/PTC3 n N1 ne
4 RET/PTCX n
14 RET/PTCX n N1 ano
39 RET/PTCX n NO U ano ne
44 RET/PTCX n M
50 RET/PTCX | V600E M ne ne
61 RET/PTCX n ne ne
87 RET/PTCX | V600E ano ne
144 RET/PTCX n M ne ne
159 RET/PTCX | V600E M ano ano
181 RET/PTCX | V600E NO U

RET/PTCX — blize neurcené RET/PTC pteskupeni (pozitivni TK doména RET genu)

n —bez BRAF V600E mutace (negativni)
N — hodnoceni pfitomnosti metastaz v lymtatickych uzlinach, NO — baz metastazy, N1 -

S metastazou
U — unifokalni, M - multifokalni
Pozn.: Lékaiska dokumentace mnohdy postradala zpétné jiz nezjistitelné udaje, proto

klinicko-patologické paramatry nebyly uréeny u viech pacientt.
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Tab. 5 Souhrn klinicko-patologickych parametri u pacienti s PTC a jejich zavislosti na
ptitomnosti RET/PTC pieskupeni (RET/PTC1, RET/PTC3 a RET/PTCX).

Celkem RET/PTC Bez pfeskupeni -
(%) podet % podet % statistika
Pacienti 67
muzi 10 (14,9) 5 38,5 5 9,3 _ 5
2eny 57 (85,1) 8 61,5 49 go7 |P0.018 x=7.037
Vék
<30 let 19 (29,7) 6 50,0 13 25,0
30 - 60 let 36 (56,3) 4 33,3 32 615 | p=0,186; x°=3,503
> 60 let 9 (14,0) 2 16,7 7 13,5
Velikost nadoru
<15 mm 28 (50,0) 4 40,0 24 52,2
16 - 40 mm 26 (46,4) 6 60,0 20 435 | p=0,660; y’=1,161
>41 mm 2 (3,6) 0 0,0 2 43
Varianty PTC
klasicka 7(15,9) 2 222 | 5 143 |
folikularni 27 (61.4) 4 444 | 23 657 | p=0,490; x*=1,371
ostatni 10 (22,8) 3 33,4 7 20,0
Invaze
ano 20 (52,6) 3 429 17 54,8 _ o,
ne 18 (47,4) 4 57,1 14 452 p=0.687, }"=0,329
N
NO 9 (28,1) 2 40,0 7 25,9 ~ o
N1 23 (71,9) 3 60,0 20 74,1 p=0,604; x"=0.413
Multifokalita
M 11 (50,0) 4 571 | 7 467 | o,
U 11(500) | 3 29 | 8 533 | P=1000:x=0.21
Opouzdteni
ano 26 (83,9) 4 66,7 22 88,0 _ o
ne 5(16,1) 2 33,3 3 12,0 p=0,241;5"=1,628
Angioinvaze
ano 5 (53,3) 0 00 | 5 a7 [,
ne 10 (66.7) 3 100.0 7 sg3 | P70.505"=1875

" Fishertv exaktni test (p= pravdépodobnost na hladiné vyznamnosti «=0.05;

x%= Pearsontiv Chi-kvadrat se dvéma stupni volnosti)

N — hodnoceni metastaz v lymfatickych uzlinach. NO — bez metastaz, N1 — s metastdzami

M — miltifokalni, U - unifokalni

Pozn.: Vzhledem k tomu, ze fada vzorkl byla vyhledana retrospektivné, l€kaiska dokumentace
mnohdy postradala zpétné jiZ nezjistitelné udaje.
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Porovnali jsme také vyskyt RET/PTC pteskupeni u jednotlivych histologickych variant
v zavislosti na pohlavi (tab.6) a vékové rozloZeni pacientt s mutaci RET/PTCI. RET/PTC3 a
RET/PTCX (tab.7).

Tab. 6 Vyskyt RET/PTC pteskupeni u jednotlivych histologickych typu PTC.

RET/PTC Bez pfeskupeni g n
Varianty PTC | Celkem’ statistika
ty podet % podet %
Klasick4 7 2 28,6 5 714
muzi 2 1 50,0 1 20,0 _ 2
Jeny 5 1 50,0 4 goo | P=1.00077=0.630
Folikularni 27 4 14,8 23 85,2
muzi 3 1 25,0 2 87 _ "
Jeny 24 3 75.0 21 913 | P=0.3947=0917
Ostatnf’ 10 3 30,0 7 70,0
muzi 3 2 66,7 1 14,3 ~ 2
Jeny 7 1 33,3 6 gs7 | P-0183x=2.744

" Fishertv exaktni test (p= pravdépodobnost na hladiné vyznamnosti «=0.05;
x> = Pearsontiv Chi-kvadrat se jednim stupném volnosti)

“U 23 pacienti s PTC nebyl uréen histologicky typ nadoru.
? Ostatni varianty PTC: 6 onkocytarni, 1 varianta z vysokych bunék, 1 svétlo-
bunééna, 1 kribriformni, 1 difuzni sklerotizujici.

Tab. 7 Vékové rozlozeni pacientl s RET/PTC pieskupenim a

bez n¢;.
Podet Pramér + SD Mediéan (rozmezi)
RET/PTC1 2 19,0; 33,0
RET/PTC3 1 12,0
RET/PTCX" 9 401 £ 22,14 340(13-72)
Bez pieskupeni 52 421+ 17 64 425 (11 -81)
Celkem® 65 40,9 + 18,23 40,0 (11 - 81)

“ RET/PTCX - neuréené RET/PTC pteskupeni (pozitivni pro TK
doménu RET genu).
> Vék nebyl uréen u 2 pacientii s PTC.




4.2.2 BRAF V600E mutace

Celkem z 202 vzorkt c&erstvych tkani (n = 61), biopsii tenkou jehlou (n = 8) a
parafinovych bloc¢kt (n = 133) jsme izolovali DNA a studovali pfitomnost somatické mutace
BRAF genu pomoci metody SSCP. Pozitivni vzorky jsme ovéfili ptimou fluorescencni
sekvenaci (viz kap. 3.9). Tabulka 8 udava porovnani klinicko-patologickych parametri

u pacientd s detekovanou mutaci BRAF V600E a pacientdl, u nichZ neni tato mutace piitomna.

Tab. 8 Souhrn klinicko-patologickych parametru a jejich zavislost na vyskytu

BRAF mutace.
'600E
Celkem BRAF" BRAF™ statistika’
podet % pocet %
Pacienti 202
muzi 39 18 23.4 21 16,8 p=0,274
Jeny 163 59 76,6 104 83,2 v?=1,323
Vék
< 30 let 37 13 16,9 24 19,7 _
30 - 60 let 106 36 468 70 57.4 pzia' 122196
> 60 let 56 28 36,3 28 22.9 =
Velikost
nédoru
<15mm 89 32 50,8 57 54,8 _
16 - 40 mm 64 27 42,9 37 356 pfﬁ’g
> 41 mm 14 4 6.3 10 9.6 Lh
Varianty PTC
klasicka 14 7 269 | 7 10,9 _
folikularni 54 12 462 | 42 ess | Bl
ostatni 22 7 69 15 235, *77
Invaze
ano 34 14 56,0 20 556 p=1,000
ne 27 11 44,0 16 444 x?=0,001
N
NO 19 8 36,4 11 36,7 p=1,000
N1 33 14 63,6 19 63,3 v?=0,001
Multifokalita
M 18 5 20,0 13 371 | p=0,253
U 42 20 80,0 22 65,9 x2=2,041
Opouzdieni
ano 40 15 83,3 25 86,2 p=1,000
ne 7 3 16,7 4 13,8 ¥*=0,072
Angioinvaze
ano 15 7 778 8 50,0 | p=0,229
ne 10 2 22 | 8 500 |  x°=1.862

" Fishertiv exaktni test (p= pravdépodobnost na hladiné vyznamnosti a=0.05; y*= Pearsoniiv Chi-kvadrat
s jednim nebo dvéma stupni volnosti). N — hodnoceni metastaz v lymfatickych uzlinach, NO — bez
metastaz, N1 — s metastazami, M — miltifokalni, U - unifokalni
Pozn.: Vzhledem k tomu, Ze fada vzorkd byla vyhledana retrospektivné. lékafska dokumentace ¢asto
postradala zpétné jizZ nezjistitelné udaje.
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Z divodu zjisténi vlivu ¢ernobylské havarie na vyskyt BRAF mutace jsme soubor
rozdélili do péti obdobi - jedno obdobi pied rokem 1986 a ctyfi pétiletd obdobi po

¢ernobylské havarii. Vékové sloZeni souboru a pohlavi pacientd udava tabulka (tab. 9).

Tab. 9 Ve&kové rozloZeni pacientd sPTC v jednotlivych obdobich
v zavislosti na pohlavi.

Vék pfi operaci (roky)
Obdobi PoCet Pramér £ SD | Median (rozmezi)
Ped 1986 10 38,0+ 16,69 | 34,5 (10 -65)
muzi 2 30; 31
Zeny 8 39,9+ 18,38 | 38,0 (10 - 65)
1986 - 1990 11 56,1+ 24,00 | 65,0 (16 - 84)
muzi 3 37: 65; 84
Zeny 8 53,9+2532 | 64,0 (16-81)
1991 - 1995 17 535+ 16,50 | 57,0 (17 - 73)
muzi 2 39; 48
Zeny 15 54,9+17,09 | 58,0 (17 -73)
1996 - 2000 34 5231584 | 52,0 (15-83)
muzi 10 556+ 10,62 | 52,0 (44 - 78)
Zeny 24 509+ 17,58 | 53,0 (15 - 83)
2001 - 2007 127 463+ 1839 | 47,0 (11-81)
muzi 21 49.3+20,80 | 46,0 (17 - 80)
Zeny 106 457 17,92 | 47,0 (11-81)
Celkem 199 481+1836 | 49,0 (10 - 84)
muzi 38 50,7 + 18,31 | 48,5 (17 - 84)
Zeny 161 47,5+1837 | 49,0 (10 - 83)

“ Vék byl ur¢en u 199 pacientti z202. U 3 pacientd nebylo zjisténo

ptesné datum operace.

Celkem jsme somatickou BRAF mutaci detekovali u 77 pacienti s PTC (38,1%). Jeden
pacient byl homozygotem, ostatni heterozygoty. Prevalenci mutace v jednotlivych obdobich,

vékové rozloZeni a zastoupeni pohlavi v zavislosti na mutaci udavaji tabulky 10. 11 a 12.

Tab. 10 Vyskyt BRAF mutace v jednotlivych obdobich.

Obdobi | Celkem BRAF™™ BRAF” statistika’
potet % podet %
Pred 1986 10 0 0.0 10 100.0
1986-1990 | 11 6 546 5 454 _
1991 - 1995 17 10 58,8 7 412 ‘3_‘%0355
1996 - 2000 | 34 11 32.4 23 676 |~
2001 - 2007 | 131 50 382 81 61.8

" Fishertv exaktni test (p= pravdépodobnost na hladin¢€ vyznamnosti a=0.05;

x> = Pearsondv Chi-kvadrat se étyfmi stupni volnosti) 60



Tab. 11 Ve&kové rozlozeni pacienti s PTC v jednotlivvch obdobich
v zavislosti na vyskytu BRAF mutace.

~ Vék (roky) -
Obdobi Potet statistika
Primér + SD | Median (rozmezi)
Pfed 1986 10
n 10 38 + 16,69 34,5 (10 - 65)
p 0 0 0
1986 - 1990 11
n 5 512 + 2687 37.0 (23- 81)
=0,784
p 6 602+2300 | 655(16-84) | P
1991 - 1995 17
n 7 537 +22.85 580 (17-73) | __ocon
p 10 | 53.4+1165 50,0 (38 - 72)
1996 - 2000 34
n 23 | 5011753 | 49.0(15-83)
=0,294
P 11 56,8 + 10,89 570(39-78) | 7 "
2001 - 2007 127
n 77 | 461+1783 | 480 (11-80)
=0,884
p 50 | 46,7 +19,40 460(18-81) | P
Celkem 199
n 122 | 4681840 | 480(10-83) | _ ..
p 77 | 5011824 52,0 (16 - 84)

" Mann-Whitneyuv test (p= pravdépodobnost na hladiné vyznamnosti a=0.05)
“ VEk byl uréen u 199 pacientii z 202. U 3 pacient nebylo znamo pfesné datum operace.
n — negativni (bez mutace), p — pozitivni (mutace V600E)

Tab. 12 Vyskyt BRAF mutace v jednotlivych obdobich v zavislosti na pohlavi.

S600E
Obdobi | Celkem BRAF" BRAF™ statistika’
podet % potet %
Pfed 1986 10
muzi 2 0 0,0 2 20,0
Zeny 8 0 0,0 8 80,0
1986 - 1890 | 11
muzi 3 2 333 1 20,0 p=1,000
Zeny 8 4 66,7 4 80,0 x>=0,244
1991-1995| 17
muzi 2 2 20,0 0 0.0 p=0,485
Zeny 15 8 80,0 7 100,0 x>=1,587
1996 - 2000 | 34
muzi 10 4 364 | 6 26,1 p=0,692
Zeny 24 7 636 | 17 73,9 ¥°=0,379
2001-2007 | 130 [
muZi 22 10 20,0 ‘ 12 15,0 p=0,479
zeny 108 40 800 | 68 85,0 $=0,547
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Hodnotili jsme zavislost velikosti nadoru na pfitomnosti BRAF mutace a zjistili jsme

signifikantné vétsi velikost nadoru u nositelt mutace V60OE v letech 2001-2007, tento trend

vSak nebyl ve vech obdobich stejny (tab. 13, obr. 22 -24).

Tab. 13 Velikost primarniho nadoru v jednotlivych obdobich
v zavislosti na vyskytu BRAF mutace.
Podet V.elikost primarniho r_\édoru (mm) p
Primér + SD | Median (rozmezi)
Pred 1986 3
n 3 8; 25; 50
p 0
1986 - 1990 6
n 2 80. 30
p 4 32,5+ 14,46 32,5 (15 - 50) 0639
1991 - 1985 11
n 6 13,2 £ 8,77 10,0 (6 - 30) 0.096
p 5 28,0 £ 20,19 20,0 (10 - 60) ’
1996 - 2000 32
n 22 29,7 £ 20,24 25,5 (5 - 80) 0317
p 10 20,1 £ 8,88 20,0 (6 - 30) '
2001 - 2007 108
n 67 15,6 £ 13,92 11,0 (3 - 80) 0,024
p 41 19,1 £ 11,02 15,0 (5 - 50)
Celkem 160
n 100 19,7 £ 17,46 15,0 (3 - 80) 0.069
p 60 20,9 + 12,18 18,5 (5 - 60) ’

" Mann-Whitneytv test (p= pravdépodobnost na hiadin&
vyznamnosti a=0.05)

“ Piesna velikost primarniho nadoru nebyla uréena u 42 pacientd.
n — negativni (bez mutace), p — pozitivni (mutace V60OE)

Vzorky bez BRAF V600OE mutace

Vzorky s BRAF V600E mutaci
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Obr. 22 Grafy zavislosti velikosti primarniho nadoru na vyskytu BRAF mutace v obdobi

mezi roky 2001 - 2007.
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Vzorky bez BRAF V600E mutace Vzorky s BRAF V600E mutaci
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Obr. 23 Grafy zavislosti velikosti primarniho nadoru na vyskytu BRAF mutace ve vSech
obdobich.
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Obr. 24 Grafy zavislosti velikosti primarniho nadoru na vyskytu BRAF mutace. Levy
graf - obdobi mezi roky 2001 - 2007. pravy graf — v§echna obdobi. G1 — vzorky bez
mutace. G2 — vzorky s mutaci V60OE.

V celém souboru jsme nalezli vétsi vyskyt mutace V6OOE BRAF genu u klasické
varianty PTC (50%) nez u folikularni varianty PTC (22,2%). Prevalenci této mutace u
jednotlivych variant v zavislosti na pohlavi udava tabulka (tab. 14). Bohuzel pocty vzorka

s histologicky prokazanou variantou jsou v jednotlivych skupinach nizké a nelze proto ucinit

prikazné zavéry.
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Tab. 14 Vyskyt BRAF mutace u nejcastéjsich histologickych variant PTC.

600E
Varianty PTC | Celkem” BRAF" BRAF™ statistika’
potet % polet %
Klasicka 14 7 50,0 7 50,0
muzi 4 2 28,6 2 28,6 _ 2
Zeny 10 5 71,4 5 71,4 | P1000x°=0
Folikularni 54 12 222 42 77.8
muzi 9 4 33,3 5 11,9 p=0,098
Zeny 45 8 66,7 37 88,1 ¥°=3,086
Ostatni’ 22 7 31,8 15 68,2
muzi 6 2 286 4 26,7 p=1,000
Zeny 16 5 71.4 11 733 ¥%=0,009

" Fishertiv exaktni test (p= pravdépodobnost na hladiné vyznamnosti a=0.05;
1> = Pearsontiv Chi-kvadrat s jednim stupném volnosti)
“U 112 pacientt s PTC nebyl uréen histologicky typ nadoru.
? Ostatni varianty PTC: 1 makrofolikularni, 11 onkocytarni, 3 varianty z vysokych
bun€k, 1 svétlobunécnd, 1 kribriformni, 1 diftzni sklerotizujici, 1 mikrofolikularni,
1 Warthin - like PTC s oxyfilnimi burikami, 2 cystické varianty.

U jedné pacientky s diagnostikovanym MTC jsme nalezli BRAF V600E mutaci. Tato

pacientka méla MTC, ktery byl souéasti syndromu MEN2, didle u ni byla ptitomna

neurofibromatdza, urolithiasa, zvySeny PTH. vysoky kalcitonin a vzdalené metastazy.

Somatickd mutace v RET genu zatim nebyla nenalezena.
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S. DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyvala zavedenim metodik izolace genetického materidlu
z razné zpracovanych nadorovych tkani §titné zlazy. Poté byly podle literatury vybrany dva
nadéjné molekularni markery pro studium genetickych pticin PTC v ¢eské populaci.

Prvni dilezitou genetickou zménou je RET/PTC pieskupeni (80). Z 11 znamych forem
RET/PTC pteskupeni jsme se zaméiili na dvé nejcastéjsi pteskupeni RET/PTCI a RET/PTC3.
Vétsina RET/PTC faznich forem je spojovana s radiaén€ indukovanymi PTC. U sporadického
PTC byly detekovany pouze RET/PTCI. RET/PTC2, RET/PTC3 a ELKS/RET. RET/PTC3 se
vyskytuje kratkou dobu po ozafeni, je spojen s vétsi agresivitou (vetsi rast, extrathyroidalni
Sifeni) a je Casto detekovan u solidni varianty PTC. RET/PTCI je asociovan s PTC po delsi
latentni dob¢, nalézan u starSich pacientl a nejcastéji u klasické formy PTC (3, 12, 50).

Dlouho se piedpokladalo, ze RET/PTC pteskupeni je specifické pouze pro PTC.
Nejnovéjsi studie ovSem ukazuji ptitomnost RET/PTC fiznich gend také u Hashimotovy
thyroiditidy (81), benignich adenomu (13. 69, 82), hyperplastickych noduli (82), karcinomu
z Hiirthleho bunék (83) a hyalinnich trabekularnich tumor §titné zlazy (84). Tyto studie vSak
byly vzdy zalozeny na detekci RET/PTC pieskupeni pouze z celkové RNA pomoci RT-PCR,
proto pivod bun€k nemohl byt pfesn¢ urcen. Je mozné, Ze tato onemocnéni mohla obsahovat
ve vzorku RNA klinicky i histologicky nezjistény mikrokarcinom PTC.

V této diplomové praci byla studovana RET/PTC pieskupeni u 67 pacienti s PTC.
Tato mutace byla detekovana celkem u 13 pacientd (19,4%) - 2 RET/PTCI (3.0%),
1 RET/PTC3 (1,5%) a 10 RET/PTCX (14,9%). Zjisténa prevalence této mutace spada do
Sirokého rozmezi, které je uvadéno v publikacich - od 0% (85) az 87% (12). Rozdily
v detekénim zachytu mohou byt zpisobené pouzitim riuzné citlivych metodik (reverzni
transkripce v redlném case, Southern blotting, detekce na agarozovém gelu,
imunohistochemie, hybridizace in situ, fluorescence in situ, sekvenace a dalsi), etnicko-
geografickou variabilitou a vlivem faktort Zivotniho prostfedi, jako je ioniza¢ni zafeni. Nase
vysledky se podobaji spise vysledkiim studii provadénych u neozarenych pacientii s PTC (10,
13). Velké rozdily jsou i mezi populacemi. Nejmensi vyskyt mutace je v populaci Saudské
Arabie (3%), Némecka (8%) a Francie (11%) (86 - 88). Vyssi vyskyt je v Itali (33-35%) a
Ciné (55%) (88 - 90). Nejvice byla tato mutace detekovana u populace vystavené ionizaénimu
zateni (67 - 87%) (12, 91).

V naSem souboru jsme detekovali TK i EC doménu RET genu u 8 vzork. TK doména

miZe byt pfitomna z nékolika diivodl: pfitomnost blize neuréeného RET/PTC pteskupeni,
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exprese celého RET genu ¢ pritomnost smiSencho papilarniho a medularniho karcinomu.
Predpoklada se. ze RET gen se ve folikularnich bunkach a u PTC za normalnich okolnosti
neexprimuje. proto pritomnost TK domény RET genu (92 - 95) naznacuje pritomnost nékteré
z fiznich forem. Né¢které studic vSak uvadeji. 7ze u P1TC se muze vyskytovat RET PTC fazni
gen spolecné s nepieskupenym R/57T genem (96. 97). RET gen je exprimovan také makrofagy
(98). které se vyskytuji pii poSkozeni nebo tumorech §titné zlazy (99). Protoze jsme chtéli
vylouc¢it moznost medularniho karcinomu u téchto vzorku. provedli jsme amplifikaci genu pro
kalcitonin. Vsechny vzorky bvly negativni. U téchto vzorki se tedy nejspise exprimoval cely
RET gen. Vzorky pozitivni pro TK dom¢nu a negativimi pro EC doménu jsme povazovali za
dukaz ptritomnosti RET PTC pieskupeni.

V nasi studii jsme nezjistili signifikantni rozdil mezi vékem pacientu s RET PTC
preskupenim a bez néj. Néktere svétove studie ukazuji vvssi vvskvt RET'PTC pieskupeni
u mladSich pacientu (100). ale jin¢ studic toto ncpotvrzuji (13. 92, 101). Neékteré dokonce
zachytily vyssi vyskyt u pacientu nad 40 let (95).

V nasi studii jsme nalezhi korelaci mezi RET PTC pieskupenim a pohlavim (p =
0.019). I kdvz s¢ u muzu vyskytuje PTC mnohem méné ¢asto nez u Zen (v nasem souboru
studovanych 67 tkani byl pomer zeny : muzi roven 3.7 1 1). RET/'PTC pieskupeni bylo
u muzu ¢asté. Mezi pacienty s detckovanym R/E7 PTC pieskupenim byl pomér Zeny @ muzi
roven 1.6 : 1. kdeZto ve skupine pacientu s P1C »ez RET PTC pieskupeni byl tento pomeér
9.75 : 1. U muzu byvi popisovan agresivngjsi fenotyp PTC nez u Zzen. mozna proto. 7e se¢
u nich vyskytuji agresivng)$i genctické alterace. Nenalezli jsme Zadné korelace mezi
RET/PT(C pieskupenim a velikosti nadoru. typu P1C. extrathyroidalni invazi. metastdzami
v lymfatickych uzlinach. multifokalitou nadoru. opousdienim tumoru a angioinvazi. Korelace
RET/PTC pieskupeni s klinicko-patologickymi  parametry  zGstdva 1 v literature  stale
kontroverzni. Nekteré studie udavaji ¢ast¢jsi vvskyt mutace u malych. dobie diferencovanych
a klinicky indolentnich tumoru (95). zatimco jiné¢ udavaji korelaci s ¢astéj$im vyskyvtem
metastaz (102) nebo lokalni invazi (103).

U jednoho vzorku jsme nalezli smiseny PTC-MTC karcinom. ktery byl potvrzen 1
geneticky — byla nalezena fizni forma RET:-P7('1 a zaroven somatickd mutace Met918Thr

v 16. exonu RET proto-onkogenu.
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Druha dilezita genetickd zména. ktera byla v této diplomové praci studovana a je
vhodnym kandidatem na nadorovy marker. je somatickd mutace v BRAF genu. BRAF V600E
(T1799A) mutace je nej€astéjsi mutaci u PTC (29 — 83%) (36-43). V nasi studit jsme BRAF
mutaci detekovali u 38,1% pacientii s PTC. Tato mutace byla dosud nalezena jen u PTC a
anaplastického karcinomu, patrn¢ odvozeného z PTC. Zatim nebyla nalezena u Zadného FTC
nebo MTC. Proto by BRAF mohl slouzit jako selektivni geneticky marker pro PTC.

V této diplomové praci byla provedena retrospektivni studie pro zjisténi vlivu
¢ernobylské jaderné havarie na vyskyt BRAF mutace. V literature se udava maly vyskyt
BRAF mutace u pacienttl, ktefi Zili v oblasti Cernobylu (0 - 12%) (44. 45. 104). Nase vzorky
jsme rozdélili do péti obdobi - jedno pied a Ctyfi po cernobylské havarii. Dospéli jsme
k zajimavym vysledkiim. Rozdil ve vyskytu mutace byl mezi jednotlivymi obdobimi
signifikantni. Pfed ¢ernobylskou havarii jsme nedetekovali Zadnou mutaci, zatimco po roce
1986 jsme mutaci nalezli u 77 pacienti (40,1%). Statisticky jsme hodnotili rozdil mezi
jednotlivymi obdobimi (p = 0.017) i mezi obdobim pted Cernobylskou havarii a po
¢ernobylské havarii (p = 0.015). V letech 1986 — 1995 jsme pozorovali zna¢ny nartist vyskytu
této mutace (55-60%), od roku 1996 pozorujeme pokles na 32,4% a v poslednim obdobi
2001-2007 je procentudlni vyskyt mutace 38.2%. Tento prubéh prevalence zachytu mutace je
velmi zajimavy a ukazuje na moznou souvislost vyskytu mutace s c¢ernobylskou havérii.
Vysledek vsak mutze byt zkresleny, nebot’ jsme méli k dispozici pouze 10 vzorkd tkani
pacientii operovanych pied rokem 1986 a vyhledavani takto starvch vzorkil je obtiZné.
O rozsifovani souboru se vSak neustale snazime. Jist¢ bude také v budoucnu zajimavé
detekovat u vzorki s BRAF mutaci mozné dal$i genetické alterace, které by mohly
modifikovat agresivitu nadoru.

V nasi studii jsme nenalezli Zadnou korelaci mezi mutaci a histologickym typem PTC.
BRAF mutaci jsme zachytili u poloviny nadort s klasickym PTC, u 22,2% folikularni varianty
PTC a u 31.8% ostatnich histologickych variant. Dle literarnich dat je nejvétsi prevalence
BRAF mutace u varianty z vysokych bunék (77%), dale u klasické varianty PTC (60%) a
nejnizsi u folikularni varianty (12%) (36. 41. 46, 49, 105). Vzhledem k vyskytu mutace
u jednotlivych variant a vzhledem k agresivité téchto variant ve sméru - varianta z vysokych
bunék > klasicka varianta > folikularni varianta - se pfedpoklada, ze BRAF mutace je spojena
s vy$s8i agresivitou nadoru. Jedna publikace udava vyskyt mutace také u vzacnych variant
PTC (46). Mutaci autofi nalezli u 6 z 15 (40%) onkocytarnich PTC a 6 z 8 (75%) Warthin-

like PTC, ale Zadnou mutaci nedetekovali u 2 difuznich sklerozujicich variant, 1 varianty
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z valcovych buné€k, 5 hyalinnich trabekularnich PTC a 5 mukoepidermoidnich tumor (46).
Pro svou vzacnost nebyly tyto varianty v jinych publikacich popsany.

V na$i studii jsme zjistovali korelaci mutace BRAF genu s klinicko-patologickymi
parametry. Pfi rozdéleni souboru na jednotliva obdobi vySla vyznamna korelace mutace
s velikosti nadoru v obdobi 2001 — 2007. nadory s mutaci byly vétsi (p = 0,024). Pokud jsme
ale soubor hodnotili jako celek, rozdil signifikantni nebyl (p = 0,069). v nékterych obdobich
byl dokonce pozorovan opacny trend. Ostatni klinicko-patologické charakteristiky nebyly
signifikantné odli$né u pacientl s a bez mutace. Svétova data naznacuji, Ze BRAF mutace je
nezavisly prognosticky faktor predikujici horsi prognézu PTC. BRAF mutace dle literatury
zvySuje agresivitu naddoru spiSe vétsi invazi. metastazami a ¢astéjsi recidivou, ale zatim nikdo
nezjistil rozdil ve velikosti primarniho nadoru. Nékteré studie uvad¢ji také signifikantni vztah
BRAF mutace s extrathyroidalni invazi a pokro¢ilym stddiem (41) a vzdalenymi metastdzami
(36). Jedna studie odhalila dokonce zavislost BRAF mutace na pohlavi (vys$$i vyskyt u muzi)
(43). Na zékladé studia naSeho jiZ pomérn¢ rozsahlého souboru v§ak asociaci mezi vyskytem
mutace V60OE v BRAF genu a agresivitou nadoru nemizeme potvrdit.

Jeden ze studovanych pacienti byl piekvapivé homozygotem pro BRAF mutaci.
Bohuzel k tomuto pacientovi nejsou k dispozici témér zadna klinicko-patologicka data pro
porovnani mutace s fenotypem. Homozygotni stav mohl také nastat pouze ztratou
heterozygozity, coz nami nebylo ovéfovano.

U ¢tyf pacientli jsme nalezli zarovenn obé mutace - BRAF a RET/PTC pteskupeni.
Zatim pouze jedind publikace uvadi ptekryv BRAF a RET/PTC mutace (43). Vétsina studii
neudava vyskyt obou mutaci u téhoz pacienta (45, 44). U téchto ¢tyf pacientil jsme nenalezli
zadné spolecné rysy ani zvySenou agresivitu nddoru v porovnani s ostatnimi pacienty. | kdyz
muze kombinace téchto dvou zmén také ovlivnit charakteristiky nadoru.

U jednoho vzorku biopsie jsme nalezli smiseny PTC-MTC karcinom, ktery byl
potvrzen i geneticky BRAF mutaci.

Zajimavy je rozdil ve vékovém rozlozZeni u pacientii s RET/PTC pieskupenim a BRAF
mutaci. Zatimco polovina pacienti s RET/PTC mutaci byla mladsi 30 let, u vice nez 80%
pacientll s BRAF mutaci je vék vyssi (30-60 let). K podobnym vysledkiim dosli i v n¢kterych
studiich (44, 45). Zatimco BRAF mutace ma tendenci vyskytovat se u dospélych pacientli
s PTC, RET/PTC preskupeni se cast€ji vyskytuje u déti po ozafeni. OvSem tato skuteCnost

muize byt zpusobena tim, ze PTC s pfeskupenim roste rychleji a je proto zachycen v niz§im
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véku ve srovnani s jinymi mutacemi. Nékteré studie neuvadéji korelaci mezi BRAF mutaci a
vékem. na rozdil od jinych (41). V nasi studii jsme signifikantni korelaci mezi vyskytem
BRAF mutace a vékem v dobé diagndzy neprokazali.

Pfi hodnoceni korelaci genotyp — fenotyp je tieba si uvédomit, Ze soucasna kritéria pro
zhodnoceni PTC a prognozy onemocnéni jsou zaloZena na klinicko-patologickych kritériich,
ktera jsou Casto nekompletni. hlavné preopera¢né, kdy neni znama patologicka charakteristika
tumoru. Prognéza zavisi na tom. kdy se nddor detekuje (nékdy ndhodné¢ béhem jiného
vysetieni), nebo kdy pacient skuteéné dorazi k 1ékafi. VEasnost diagndzy ovliviiuje agresivitu
nadoru - invazi nadoru, tvorbu metastaz atd.

Az u 20% normalni populace se¢ vyskytuji okultni mikrokarcinomy S§titné zlazy.
Zatimco u né€kterych lidi se vibec neprojevi, u jinych se zv€tSuji a projevuji se rliznou
agresivitou. To mize byt zplsobeno pfitomnosti riznych genetickych zmén. BRAF mutace
tak reprezentuje prvni molekuldarni marker, ktery mlze byt pouzit preopera¢né z biopsie
tenkou jehlou a muze tak odhalit skrytou agresivitu mikrokarcinomu a vést k véasnému
chirurgickému zakroku dfive nez dojde k rozvoji nadoru.

Pro rozvoj véasné a presné diagnostiky PTC je tieba hledat dalsi kandidaty, ktefi by

spolu s BRAF mutaci mohli byt pouziti jako spolehlivé genetické markery.
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6. ZAVER

V této diplomové praci byly splnény stanovené cile a vysledky lze shrnout takto:
1. Zavedeni metodiky pro izolaci RNA z Cerstvych tkani a biopsii a izolaci DNA
z Cerstvych tkani, biopsii tenkou jehlou a parafinovych blocka.
2. Zavedeni detekce dvou nejcastéjSich genetickych zmén v PTC: somatické BRAF
V600E mutace a RET/PTC( pieskupeni.
3. Zjisténi prevalence obou mutaci v ¢eské populaci:
a) BRAF mutace byla nalezena u 38.1% pacienti s PTC
b) RET/PTC pteskupeni nalezeno u 19.4% pacienti
4. Porovnani genotypu s fenotypem a zjisténi signifikantnich rozdili mezi pacienty
s mutaci a bez mutace:
a) signifikantng vyssi vyskyt RET/PTC pteskupeni u muzi
b) nizsi v€k pacientli s RET/PTC pteskupenim nez u pacientit s BRAF mutaci
c) signifikantné vétsi velikost nadoru u BRAF pozitivnich nddord v obdobi 2001-
2007
5. Provedeni retrospektivni studie a zjisténi vlivu ¢ernobylské havarie na BRAF mutaci —
pted rokem 1986 nenalezena Zadna mutace, po Cernobylské havarii mutace detekovana

u 40,1%.
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GENETICKE PRICINY VZNIKU
PAPILARNIHO KARCINOMU
STITNE ZLAZY
GENETIC CAUSES OF PAPILLARY THYROID CARCINOMA
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JAROMIR ASTL3, ALES RYSKA*“, JAROSLAVA DUSKOVAS, PETR VLCEKS,
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SOUHRN
Papilarni karcinom je nej¢astéjsim karcinomem §titné zlazy (80-85 %). Pro jeho vznik je dUlezita aktivace nékolika genG. K hlav-
nim genetickym zménam patfi preskupeni vznikla fuzi gend kddujicich tyrozinkindzy (RET proto-onkogen a NTRK1 proto-onko-
gen) s jinymi geny, somaticka mutace v BRAF genu a zvy$ena amplifikace met proto-onkogenu. V mensi mite se tcastni také dalsi
geny - PTEN, RAS, TP53 a AKAP9. Identifikace téchto specifickych genetickych zmén muze pfispét ke zpfesnéni diagnozy z biopsie
tenkou jehlou jesté pred operaci pacienta, k objasnéni vzniku karcinomu a urceni prognézy onemocnéni.
Kli¢ova slova: papilarni karcinom, stitna zZlaza, genetika, onkogen, fuzni gen, mutace, antionkogen

SUMMARY
Papillary thyroid carcinoma is the most common tumor of the thyroid gland. The activation of several genes is important for its
development, mainly the formation of rearrangements of genes encoding tyrosine kinases (RET proto-oncogene and NTRK1
proto-oncogene) with other genes, somatic mutation in BRAF gene and the increased amplification of met proto-oncogene
are found. Minor genetic changes occur in other genes - PTEN, RAS, TP53 and AKAP9. Identification of these specific genetic
alterations can contribute to precising the diagnosis from fine-needle aspiration biopsy before surgery, explanation of the origin
of carcinomas and establishment of prognosis of the disease.
Key words: papillary thyroid carcinoma, thyroid gland, genetics, oncogene, fused gene, mutation, tumor suppressor gene

Uvop

V poslednich desetiletich incidence papilarniho karcinomu
§titné zlazy celosvétove vzrista. Pfic¢iny tohoto vzrlistu nejsou
prilis jasné. Mezi dulezité faktory patii nedostatecny prisun
jodu, geografické rozdily a pfedevsim ionizujici zafeni (napf.
po cernobylské havarii). Je to zplsobeno zvySenou radiosen-
zitivitou Stitné zlazy, kterd se s rostoucim vékem snizuje, proto
jsou ionizujicim zéfenim ohrozeny predevsim déti.

Papilarni karcinom (PTC) je pomalu rostouci nador vycha-
zejici z folikularniho epitelu. Ma papilarni strukturu a obsa-
huje tzv. psammomatoézni téliska, jejichz etiologie neni zcela
jasnd. Vyskytuje se ve viech vékovych skupinach, ale nejcas-

. agresivitou, lokalnim ristem nebo infiltrativnim Sifenim do
tkani a okolnich organd. Casté jsou také metastazy v regio-
ndlnich lymfatickych uzlinach. Invaze do zil je naopak vzacna
aje spojena s agresivnéjsim chovanim PTC. Vzdalené meta-

stazy se vyskytuji pfedevsim u déti a mladistvych. Prognéza
u PTC je pfizniva, 80-95 % pacientu preziva déle nez 10 let.

PTC se déli na nékolik histologickych typu (Dvorak, 1997):
folikularni varianta, varianta z vysokych bunék, z vélcovych
bunék, difuzni varianta, solidni typ, karcinom z jasnych
bunék a oxyfilni varianta.

Geneticka podstata PTC

Pro vyvoj papildrniho karcinomu stitné zlazy je ddlezita
zména dvou typl gent. Jedna se o onkogeny a tumor-
supresorové geny.

1) Onkogeny jsou mutované formy normalnich gend,
proto-onkogenti, které kontroluji bunécnou proliferaci
a diferenciaci. Vétsinou se jedna o komponenty signalnich
transdukénich drah (napf. tyrozinkindzy nebo monomerni
G-proteiny). V normdinich burikdch se onkogeny nevysky-
tuji. Z proto-onkogenli mohou vznikat bodovou mutaci,
chromozomovou piestavbou (translokace ¢i inverze) nebo
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Obr. 1 Genetické zmény u papilarniho karcinomu 3titné zlazy a jejich
umisténi v signalizacni draze.
TP - tyrozin fosfataza

amplifikaci proto-onkogenu. K témto mutacim dochazi
v somatickych burikdch a maji dominantni Gcinek, to zna-
mena3, Ze k stimulaci maligni transformace staci pouze jedna
mutovana alela.

2) Tumor-supresorové geny (antionkogeny) bloku-

ji abnormalni rdst a maligni transformaci. Alely se chovaji
recesivné, proto je k nadorovému bujeni nutnd inaktivace
obou alel. K inaktivaci jedné alely maze dojit uz v zérode¢né
burice (vSechny burky organizmu nesou mutaci) nebo az
v bunce somatické. K inaktivaci druhé alely bodovou mutaci
Ci deleci dochazi vzdy az na somatické urovni a vede k poru-
$e regulace bunécného ristu.
V patogenezi PTC se uplatiiuji genetické defekty zejména
4 proto-onkogent kddujicich kinazy: RET proto-onkogenu,
NTRK1 proto-onkogenu, met proto-onkogenu a BRAF genu
(obr. 1).

1. RET/PTC preskupovani

RET proto-onkogen (RET - REarranged during Transfecti-
on) kéduje transmembranovy tyrozin-kindzovy receptor,
ktery hraje dulezitou roli v proliferaci, diferenciaci a prezivani
bunék odvozenych od neuralnilisty. Ve folikularnich burikach
neni za normalnich okolnosti exprimovan. Je lokalizovan na
10. chromozomu (10q11.2) a obsahuje 21 exon( (Hansford
etal., 2000), které koéduji extracelularni, transmembrénovou
atyrozinkinazovou doménu RET proteinu.

Extracelularni doména zahrnuje kadherinu podobnou
oblast vazajici vapnik a oblast bohatou na cystein. Trans-
membranova doména je kdédovéna jedinym 12. exonem.
Intracelularni oblast katalyzuje autofosforylaci tyrozinovych
tbytkd, které poté interaguji s dalSimi signdlnimi molekulami.
Za normalnich podminek je RET receptor aktivovan pomoci
multikomponentniho komplexu, po jehoz navazani dochazi
kdimerizaci a autofosforylaci (Hansford et al., 2000).

U PTC se vyskytuje RET/PTC preskupeni (rearrangements)
(obr. 1), které vznikd fuzi 3’ konce intraceluldrni tyrozin-
kindzové domény RET genu a 5’ konce jiného konstitutivné
exprimovaného genu poskytujiciho promotor a dimeriza¢ni
funkci. Tim vznika stale aktivni chiméricka forma receptoru,
ktera je lokalizovana v cytoplazmé, nebot postrada trans-
membranovou doménu.

Vyskyt RET/PTC pieskupeni je velmi variabilni (5-70 %
PTC). Byly pozorovany velké geografické rozdily a také zavis-
lost na metodice stanoveni (Jhiang, 2000). RET/PTC je spojo-
van s agresivnéjsi formou PTC a ¢astou tvorbou vzdélenych
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metastaz (Sugg et al., 1996). K velkému néristu PTC doslo po
cernobylské havarii (26. duben 1986), kdy se do atmosféry
uvolnilo ohromné mnozZstvi radioaktivnich izotopt (radioak-
tivni jod a cesium). Stitna 2laza aktivné vychytava jod, proto
jsou v postizené oblasti casté hlavné somaticky se vyskytu-
jici RET/PTC pfeskupeni ve folikularnich burikach $titné zlazy
(57-76 % PTC) (Thomas et al., 1999; Nikiforov et al., 1997;
Bounacer et al., 1997; Nikiforov et al., 1999). lonizujici zafeni
je uc¢innéjsim karcinogenem u déti nez u dospélych. Proto
byly v dobé vybuchu ohrozeny hlavné déti do 10 let (Tho-
mas et al.,, 1999; Smida et al., 1999). U déti do 4 let vzrostl
pocet PTC na Ukrajiné a v Bélorusku po roce 1986 vice nez
80krat.

Pfesny mechanizmus, kterym ionizujici zafeni indukuje
onkogenni mutace, jako je pfeskupovani, neni znam. V sou-
¢asné dobé se uvazuje o dvou mechanizmech:

1) Radiace maze pfimo zpUsobit mutaci jako vysledek
$patné opraveného DNA poskozeni. Pfi ionizujicim zéfeni
dochazi k poskozeni chromatinové struktury projevujici se
jedno- nebo dvouretézcovymi zZlomy v DNA nebo poskoze-
nim bazi. Zlomy v DNA mohou byt pro burku letdlni nebo
mohou byt opraveny nékterym z enzymatickych reparac-
nich mechanizm, jako je ligace konct prerusenych fetézcu.
Nespravné spojeni muze vést k chromozomalnim abera-
cim, jako je chromozomalni translokace a inverze, kterymi
vznikaji fuzni RET/PTC geny (Nikiforov et al., 1999). Uvedeny
mechanizmus oviem nevysvétluje dlouhé obdobi mezi 0za-
fenim a vyvojem PTC.

2) Proto se uvazuje o druhém zpusobu, kdy radiace pfimo
nezpUlsobi vznik fuzniho genu, ale muze zapficinit trvalou
genomickou instabilitu, ktera nakonec vytvorenim mutaci
vede k tumorové progresi.

Neni znam piesny dlvod, pro¢ k preskupeni zplsobené-
mu ozafenim dochézi tak ¢asto pravé v burikach stitné zlazy.
Jednim z dGvod je prostorové umisténi gen(, které vytvari
fuzni protein. Zatimco linearné jsou od sebe geny casto vel-
mi vzdaleny, v interfazovych jadrech je jejich vzajemna pozi-
ce diky umisténi na urcitych chromozémalnich doménach
jind. Bunéc¢nd lokalizace jednotlivych chromozomalnich
oblasti se lisi mezi riznymi fazemi bunécného cyklu a riz-
nymi typy bunék. V thyroidnich burikéch se tak mohou fuzni
geny vyskytovat vedle sebe a po radiaci se snadno rekom-
binuji. Dalsim ddvodem muze byt zvysend radiosenzitivita
Stitné zlazy oproti okolnim tkanim.

V soucasné dobé je zndmo nékolik forem RET/PTC vznika-
jicich inverzi nebo translokaci (tab. 1), z nichZ nejcastéjsi jsou
RET/PTC1 a RET/PTC3.

RET/PTC1 oznalovany také jako RET/H4 vznika fuzi RET
proto-onkogenu s nezndmym genem oznacenym H4 son-
dou na lokusu D10S170. Tento typ je nejcastéjsim RET/PTC
preskupenim (az 20 % PTC) (Pierotti et al., 1992). Je typic-
ky predevsim pro spontanni PTC (tzn. bez vlivu ionizujiciho
zateni) a mikrokarcinomy PTC s klasickou variantou. Ale byl
detekovan i v oblasti Cernobylu, kde se vyskytoval po del-
$i latentni dobé (vice nez deset let po ozéfeni) a u starsich
pacientt (Nikiforov et al., 1997; Smida et al., 1999).

RET/PTC3 vznika fuzi RET proto-onkogenu s genem ELE1
(10g11.2) oznatovanym také jako RFG (RFG - RET Fused
Gene), ktery patfi do rodiny ,zink-finger” (Santoro et al.,
1994; Klugbauer et al., 1998). RET/PTC3 je nejcastéjdi u pa-
cientd s PTC, ktefi byli v dobé vybuchu v Cernobylu mladsi
10 let (a2 70 %). Je detekovan hlavné v nejhife postizenych
oblastech Gomel, Brest a Minsk. Tento typ preskupeni je spo-
jovan s nejagresivnéjsi formou PTC, kterd se vyznacuje pre-
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Tab. 1 Prehled RET/PTC pfeskupeni u PTC

Aktivujici gen Lokalizace Funkce Mutace Fuzni forma
H4 10921 neznama translokace RET/PTC1
Rl 17q23 reguléém. podjednotka (Rl) cCAMP-dependentni translokace RET/PTC2
' protein kindzy A
ELET 109112 :Larrl:sknpém koaktivétor androgenniho recep- inverze RET/PTC3
ELET 10q11.2 :(r"arr‘:skrlpcnl koaktivator androgenniho recep- inverze RET/PTC4
RFG-5 neznima integrdIni membranovy protein Golgiho inverze RET/PTCS
aparatu
HTIF 1 7932 transkrip¢ni regulator translokace RET/PTC6
HTIF1y 1p13 transkrip&ni regulator translokace RET/PTC7
receptor v endoplazmatickém retikulu pro
KTN1 14q22.1 kinesin zajistujici transport vezikli a organel translokace RET/PTC8
podél mikrotubuld
B neznamy cytoplazmaticky protein ucastnici se
RFGI 18921-22 pravdépodobné intraceluldrniho transportu translokace RET/PTCS
ELKS 12p13 nezndma translokace ELKS/RET
PCM1 8qg21-22 centrozomalni protein translokace PCM-1/RET

devsim rychlym ristem, vétsi velikosti, tvorbou vzdélenych
metastaz, nizkou diferenciaci a velmi Spatnou prognézou.
Vyviji se po kratsi latentni dobé (do deseti let po ozéaieni) a je
vétsinou charakterizovan jako solidni varianta PTC (Nikiforov
etal., 1997; Smida et al., 1999).

2. BRAF mutace

V roce 2003 byla objevena bodovd mutace v BRAF
genu a byla identifikovdna jako nejcastéjsi mutace u PTC
(29-83 %) (podrobny piehled referenci uvadi Xing, 2005).
BRAF somatické mutace byly poprvé nalezeny v malignim
melanomu (Pollock et al., 2002) a v mensi mife také u ova-
ridlniho karcinomu (Davies et al., 2002; Singer et al., 2003),
karcinomu tlustého streva (Rajagopalan et al., 2002; Wang et
al., 2003) a plic (Davies et al., 2002).

Jedna se o aktivaci BRAF onkogenu, ktery patii mezi RAF
proteiny. Tyto proteiny jsou velmi konzervované cytoplaz-
matické serin/threoninové proteinkinazy, které hraji dulezi-
tou roli v buné¢né proliferaci, diferenciaci a apoptdéze. Jsou
soucasti RTK-RAS-RAF-MEK-MAPK signalizacni dréhy (obr. 1).

Pri aktivaci RAF proteiny nejprve asociuji s RAS vazajici
doménou, kterd je v N-termindlni regulaéni oblasti RAS protei-
nu. Poté dochazi k stimulaci jejich serin/threoninové kinazové
aktivity a k nasledné fosforylaci a aktivaci MAPK (proteinki-
néza aktivovana mitogeny) signaliza¢ni drahy (Kolch, 2000).

Mezi RAF proteiny patfi tfi izoformy: A-Raf, B-Raf a C-Raf
(neboli Raf1), lisici se rliznou expresi v tkanich. A¢koli viech-
ny izoformy jsou schopny aktivovat MEK fosforylaci, jsou
odlidné aktivovany RAS proteinem. B-Raf je hlavni typ ve
folikularnich burikach stitné zlazy.

BRAF bodovd mutace v PTC je vysledkem substituce
T—A na pozici 1799 v 15. exonu. Tim dochdzi k substituci
valinu za glutamat v kodonu 600 (V600E), drive ozna¢ované
V599E. Tato mutace, ktera je v aktivaéni doméné, destabili-
zuje inaktivni formu zrusenim hydrofobnich interakci mezi
aktivacni smyckou a ATP vazebnym mistem. Tim dojde ke
zvyseni aktivity BRAF, kterd je nezavisla na RAS stimulaci
(Wan et al., 2004).

Mutace V60OE koreluje s vyssim stupném TNM klasifikace,
agresivnéjsi formou nadoru a s horsi progn6zou onemocné-
ni. Cast&ji se také vyskytuji lokalni metastazy. BRAF mutace
je ¢astéji detekovana u spontannich PTC dospélych pacientd
(29-83 %), zatimco u déti je méné castd (12-16 %) (Lima et
al., 2004; Kumagai et al., 2004).

U 10 % folikuldrnivarianty PTC byla objevena dalsi mutace
v BRAF genu - K601E (Trovisco et al., 2004), u solidni varianty
PTC byla detekovana delece VK600-1E (Trovisco et al., 2005)
a v roce 2006 byla nalezena inzerce v kodonu 599 (V599Ins)
(Carta et al., 2006).

Dals$imi mutacemi jsou substituce G—A (G1365A)
v 11. exo-nu a G—A v 11. intronu. Tyto dvé mutace jsou ale
tichymi mutacemi a nemaji zZadny vliv na aktivitu BRAF genu.

3. NTRK1 pieskupovani

NTRK1 proto-onkogen (NTRK1 - neurotrophin tyrosine
kinase receptor 1), neboli TrkA, kdéduje receptor pro nervo-
vy rustovy faktor a za normélnich okolnosti je exprimovén
v perifernich nervovych gangliich. Je lokalizovan na dvou
usecich 1. chromozomu (1g22-24, 1g32-41). Vyskytuje se
asi u 10 % PTC. U pacientd z oblasti Cernobylu se vyskytuje
NTRK1 pteskupeni vzacné (3,3 % PTC) (Rabes et al., 2000).

TRK onkogeny vznikaji intrachromozomalni inverzi na
1. chromozédmu. Dochézi k fuzi 3’ konce tyrozinkinazové
domény NTRKT genu s 5’ koncem jiného genu. Na rozdil od
RET/PTC preskupeni je zachovana transmembranova domé-
na a fazni protein zUstadva v membrané. NTRK1 pieskupeni
bylo detekovano u 5-25 % PTC, pfedeviim u spontannich
PTC.

Trk onkogen vznika fuzi NTRK1 genu s genem pro nesva-
lovy tropomyosin TPM3, ktery je lokalizovan v oblasti 1g31.
Trk forma je nejcastéjsi typ NTRK1 preskupeni.

Dal3imi formami jsou Trk-T1 a Trk-T2 onkogeny lisici se
pouze svou velikosti. Vznikaji fuzi NTRK1 proto-onkogenu
a TPR genu (TRP - Translocated Promotor Region) kddujici
protein, ktery je soucasti cytoskeletu (Greco et al., 1997; Gre-
coetal, 1992).
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Dalsi formou je Trk-T3 vznikajici translokaci s TFG genem
(TFG - Trk-fused gene), neboli TAG (TAG - Trk-activating
gene), ktery kéduje nezndmy cytoplazmaticky protein loka-
lizovany na 3. chromozomu (Greco et al., 1995).

4. Amplifikace met proto-onkogenu

Met proto-onkogen (7921-q31) kéduje vysoce afinitni
transmembranovy tyrozinkindzovy receptor pro hepatocy-
tarni rastovy faktor HGF (HGF - hepatocyte growth factor),
neboli rozptylovaci faktor SF (SF - scatter factor), ktery pat-
fi mezi cytokiny (Naldini et al., 1991). Receptor se sklada ze
dvou podjednotek - extraceluldrni (o) a transmembranové
(B) spojenych disulfidovou vazbou. Je exprimovan hlavné
v epitelidinich tkanich (Di Renzo et al., 1991), kde mlze byt
aktivovan ligandem produkovanym sousedni mezenchyma-
tickou tkani pomoci parakrinni interakce.

Az u 70 % PTC byla detekovédna zvysena amplifikace met
onkogenu indukujici proliferaci, buné¢nou motilitu a inva-
zi do dalsich tkani. Zvy$end exprese tohoto genu souvisi
s vysokou malignitou PTC a je povazovana za sekundarni
zménu ve vyvoji nadoru az po preskupeni RET nebo NTRK1
genu (Di Renzo et al., 1992; Ruco et al, 1996).

5. AKAP9-BRAF pteskupeni

V roce 2005 se objevila zprava o novém onkogenu hraji-
cim roli v patogenezi PTC. Tento onkogen vznikd paracen-
trickou inverzi 7. chromozomu a fuzi N-konce AKAP9 genu
(A-kinase anchor protein 9) s C-termindlni katalytickou
doménou serin/threoninové kindzy BRAF (Ciampi et al.,
2005). BRAF protein tak ztraci dvé regula¢ni autoinhibi¢ni
domény. Vznika fuzni protein AKAP9-BRAF, ktery mé kindzo-
vou aktivitu nezéavislou na RAS stimulaci a je schopen aktivo-
vat MAPK signalni drédhu.

Drive byl vyskyt mutace v BRAF genu spojovan hlavné se
spontannim PTC a pfeskupeni indukované ionizacnim zére-
nim bylo vyhrazeno RET genu. Nyni se ukazuje, ze také BRAF
gen je spojen s preskupenim stimulovaném radiaci. Toto
preskupeni bylo detekovéno u déti z oblasti Cernobylu po
kratké latentni dobé (Ciampi et al., 2005).

6. Dalsi geny Gcastnici se tumorogeneze PTC

U 5-21 % PTC byla nalezena LOH (ztrata heterozygozity)
na 10g23, kde je lokus PTEN genu, ktery kdduje protein tyro-
zin fosfatazu (Gimm et al., 2000). Byla detekovana také jeho
snizena exprese.

Dalsim genem, jehoz mutace byly detekovény u pacientt
sPTC je RAS onkogen (5-20 % PTC). K6duje maly GTP-vazeb-
ny protein. RAS onkogen je aktivovan bodovymi mutacemi
vGTP vazebné doméné a v GTPazové doméné (Namba et al.,
1990). Podili se na ¢asném vyvoji tumoru a je ¢asto deteko-

. van v tumorech s metastazami. Je spojovan s horsi progné-
. zou PTC (Hara et al., 1994).
-~ Dalsim genem uplatiujicim se v patogenezi PTC je
tumor-supresorovy TP53 gen kddujici P53 fosfoprotein. Ten-
i togen je nejcastéji mutovanym genem v lidskych tumorech.
' Ma dudlni aktivitu: zajistuje opravu poskozené DNA a podi-
- li se na regulaci apoptdzy bunék, které maji neopravitelné
. poskozeni, ¢imz brani pfenosu poskozeni do dalsi generace
. bunék. P53 protein aktivuje transkripci gent, které zastavuiji
i bunééné déleni a umoznuji opravu poskozené DNA. Nejvi-
i ce mutaci zpGsobujicich tumorogenezi je v DNA vazebné
¢ doméné. Mutovany P53 se vyskytuje u 0-75% PTC, podili se
~ zejména na dediferencia¢nim procesu (Zou et al., 1993).
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7. Familidrni PTC

PTC je z pfevainé vétdiny sporadického plvodu (95 %),
jen asi u 5 % PTC se vyskytuje familidrné (FPTC). Je charakte-
rizovany agresivnéjsim fenotypem nez u sporadického PTC.
Je obvykle multifokalni a objevuje se v ¢asnéjsim véku. Zpa-
sob dédi¢nosti, stejné jako genetickd a molekularni podsta-
ta nejsou jesté presné znamy (Corvi et al., 2001).

PTC je také spojovan s nékterymi dédi¢nymi nadorovymi
syndromy. Jednd se o Cowdenlv syndrom a familidrni ade-
nomatoézni polyp6zu (FAP), véetné jejiho subtypu Gardnero-
va syndromu. Za tyto syndromy zodpovidaji dva geny: APC
gen (5921) u FAP a PTEN gen (10g23.3) u Cowdenova syn-
dromu. Karcinomy folikularnich bunék se vyskytuji u 10%
pacientd s témito syndromy. Jsou ¢astéji multifokaini, ale do
uzlin ¢i vzdalenych orgdnl metastazuji jen vzdcné.

ZAVER

Vtomto ¢lanku jsme shrnuli poznatky o nejvyznamnéjsich
genetickych zménach pozorovanych u papilarniho karcino-
mu $titné Zlazy. V nasi laboratofi jsme zatim zaved|i detekci
dvou nejcastéjsich mutaci — RET/PTC preskupeni (RET/PTC1
a RET/PTC3) a BRAF somatickou mutaci V60OE. V soucasné
dobé shromazdujeme cerstvé tkané odoperované stitné
2lazy, biopsie tenkou jehlou a parafinové blocky, se kterymi
provadime retrospektivni studii zamérenou na zjisténi vlivu
cernobylské havarie na vznik papildrniho karcinomu stitné
3lazy v Ceské republice.

Vlastni vyzkumnd prdce je podporovdna
projektem IGA MZ CR NR/7806-3, NR/9165-3.
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Case History

New Multiple Somatic Mutations in the RET
Proto-oncogene Associated with a
Sporadic Medullary Thyroid Carcinoma

S. Dvorakova,' E. Véclavikova,' V. Sykorova,! J. Dugkova,2 P. Vigek,3 A. Ryska,*
Z. Novak,! and B. Bendlova'

Medullary thyroid carcinoma (MTC) occurs mostly as a sporadic tumor or in connection with inherited cancer
syndromes—multiple endocrine neoplasia (MEN) types 2A and 2B and familial MTC. Germline mutations in
the RET proto-oncogene are found in most of the familial cases. Somatic mutations in the RET proto-oncogene
are detected in 23%-69% of patients with sporadic MTC. The most frequent somatic mutation is Met918Thr in
exon 16 and only a small percentage of mutations in other RET exons have been observed. In a very few cases
double mutations were found. Genetic screening for somatic mutations in RET exons 10, 11, 13, 14, 15, and 16
in Czech patients with sporadic MTC was carried out by DNA sequencing. This study presents a new triple-
somatic mutation Gly911Asp, Met918Thr, and Glu921Lys in exon 16 of the RET proto-oncogene detected in an
18-year-old Czech male patient. In the second case, a new double-somatic mutation Val591lle in exon 10 with
a concomitant somatic mutation Met918Thr in exon 16 was found in a 77-year-old Czech female patient. These
both newly described somatic multiple mutations were revealed in a hemizygous status, the loss of heterozy-
gosity in tumor tissues in comparison with germline DNA was confirmed.

Introduction In a very few cases double germline or somatic mutations

were reported (Table 1). We identified a new coexistence

THE RET PROTO-ONCOGENE is located on 10q11.2 and en-
codes a transmembrane tyrosine kinase receptor that
plays a role in differentiation and development of neuroen-
docrine cells (1). Activating germline mutations affecting dif-
ferent domains of the RET proto-oncogene are associated
with autosomal dominant familial cancer syndromes: multi-
ple endocrine neoplasia types 2A and 2B (MEN 2A and 2B)
and familial medullary thyroid carcinoma (FMTC) (2-4).

Activating somatic mutations in the RET proto-oncogene
causing the sporadic medullary thyroid carcinoma (MTC)
are detected in 23%-69% of patients’ tumors. The most fre-
quent somatic mutation is Met918Thr in exon 16 (5). This
mutation is involved in the initial event of the development
of MTC and has a poor prognosis (6,7). Some other somatic
missense point mutations as well as small oligonucleotide
deletions or insertions in exons 10, 11, 13, and 15 have been
also reported in sporadic MTC tumors but with a consider-
ably lower frequency (8-12).

of three somatic missense mutations affecting codons
Gly911Asp, Met918Thr, and Glu921Lys in exon 16 and a
new double-somatic mutation Val591lle in exon 10 and
Met918Thr in exon 16 of the RET proto-oncogene in one
allele associated with sporadic MTCs. To the best of our
knowledge, no combination of somatic mutations at three
codons in exon 16 and no double-somatic mutation in exons
10 and 16 have been reported thus far.

Materials and Methods
Patients

The first patient, a Czech man, was diagnosed and oper-
ated on at age 18. The patient underwent preoperatively ul-
trasound-guided fine-needle aspiration biopsy (FNAB) of
thyroid nodule and lymph nodes. Cytologic smears were air-
dried and stained with May-Grunewald and Giemsa stains.
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TasLe 1. DouBLE GERMLINE AND/OR SOMATIC MUTATIONS REPORTED IN PATIENTS WITH MEDULLARY THYROID CANCER

Family Exon Mutation Somatic/germline Phenotype Reference

1 11 Cys634Arg germline MEN 2A 13
11 Ala640Gly germline

2 11 Cys634Arg germline MEN 2A 14
1 Ala641Ser germline

3 14 Val804Met germline MEN 2B 15
14 Tyr806Cys germline

4 14 Val804Met germline FMTC 16
14 Arg844Leu germline

5 16 Met918Thr germline MEN 2B 17
16 Ser922Tyr germline

6 14 Val804Met germline MEN 2B 18
15 Ser904Cys germline

7 10 Cys618Arg germline FMTC 9
16 Met918Thr somatic

8 10 Cys618Arg germline FMTC 9
16 Met918Thr somatic

9 1 Cys634Ser germline MEN 2A 9,19
16 Met918Thr somatic

10 11 Cys634Arg germline MEN 2A 9,19
16 Met918Thr somatic

11 13 Glu768Asp germline FMTC 20
16 Ala919Val somatic

12 10 Val591lle somatic MTC Current
16 Met918Thr somatic study

13 11 Ala639Gly somatic MTC 21
11 Ala641Arg somatic

14 15 Glu884Lys somatic MTC 8
15 Arg908Lys somatic

15 16 Met918Thr somatic MTC 22
16 Ala919Val somatic

16 16 Gly911Asp somatic MTC Current
16 Met918Thr somatic study
16 Glu921Lys somatic

MEN, multiple endocrine neoplasia.

The cells were nearly all dissociated, mainly oval, and muiti-
nuclear. The wash-out FNAB material from the needle
showed an extremely high level of calcitonin that confirmed
medullary thyroid carcinoma. The total thyroidectomy with
a right side dissection of lymph nodes was performed. For
the histologic examination fatty tissue 135 X 15 X 15 mm
with several lymph nodes (the largest was 20 X 10 X 10 mm)
and the thyroidectomy specimen were supplied. Histologi-
cally, the lymph nodes were partly substituted with metas-
tases of medullary thyroid carcinoma. The preserved re-
mainder exhibited features of antigenic stimulation. Two
whitish tumor nodules were found in the thyroid, the larger
one (26 mm in diameter) in the right lobe that measured 50 x
35 X 35 mm, the smaller nodule of the same homogeneous
whitish appearance 10 mm in diameter in the isthmus (25 X
17 X 8 mm). After careful revision of histologic slides it was
identified that the isthmic neoplastic tissue was a lymph
node metastasis surrounded by the non-neoplastic isthmic
thyroid tissue. The left lobe of thyroid (40 X 20 X 15 mm)
was macroscopically and histologically without tumor. Both
neoplastic nodules contained medullary thyroid carcinoma
(large cell variant with the stromal presence of amyloid). Im-
munohistochemical investigation revealed positivity for cal-
citonin in the neoplastic cells and a few non-neoplastic

C-cells in the vicinity of the tumor. No apparent C-cell hy-
perplasia was observed in the non-neoplastic investigated
thyroid tissue. At present, 8 years after surgery, the patient
is alive and without evidence of the relapse of the disease.

The second patient, a 77-year-old woman, was examined
by FNA cytology and consecutively operated on for
medullary thyroid carcinoma; total thyroidectomy was per-
formed. Grossly, the right thyroid lobe measured 40 x 30 X
25 mm and weighed 33 g. The cut section was of brownish
color, with several white to gray tumor nodules up to 20 mm
in diameter. Microscopically, the tumor foci were composed
of plump polygonal to spindled cells, haphazardly arranged
in solid nests, embedded in large amounts of amyloid. The
mitotic activity was very low. Immunohistochemically, the
tumor cells expressed calcitonin, chromogranin, and synap-
tophysin; they were thyreoglobulin negative. No signs of C-
cell hyperplasia were seen in the surrounding non-neoplas-
tic thyroid tissue. The left thyroid lobe measured 30 X 20 X
15 mm and weighted 19 g. On the cut section, it was homo-
genous with a solitary pale, sharply circumscribed nodule of
spherical shape, 15 mm in diameter. Histologically, this
nodule was a microfollicular adenoma, partly hyalinized,
formed of follicular cells with predominantly vacuolated cy-
toplasm; the cells thus gained a signet-ring appearance. They
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strongly expressed thyreoglobulin. Four years after the sur-
gery, the patient is alive and well, without evidence of re-
currence of the disease.

In both patients, no clinical signs or symptoms of a
pheochromocytoma were detectable at the time of operation
and there was no family history of MTC, MEN 2 syndromes,

and Hirschsprung’s disease. Thus, they were classified as a
sporadic MTC cases.

Genetic analysis

The mutation analysis was performed under informed
consent. Genomic DNA was extracted from peripheral leu-
cocytes and somatic DNA was isolated from retrospective
material paraffin-embedded formalin-fixed tissue blocks by
our modification of phenol-chloroform isolation protocol
(23). Polymerase chain reaction (PCR) amplifications of ex-
ons 10, 11, 13, 14, 15, and 16 and after double-stranded flu-
orescent sequencing were performed according to our pre-
viously described procedure (24). To prove the positive
results exons 10 and 16 were reamplified three times and
were also amplified with two different pairs of primers rul-
ing out the possibility of a preferential annealing of one pair
of PCR primers for the mutated allele.

A Exon
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Results

In the first patient with sporadic MTC, the direct se-
quencing analysis of the RET proto-oncogene revealed a new
triple somatic hemizygous mutation Gly911Asp (GGT/
GAT), Met918Thr (ATG/ACG), and Glu92lLys (GAA/
AAA) in exon 16 in the tumor tissue from the right thyroid
lobe (Fig. 1). These mutations were not found in DNA iso-
lated from patient’s peripheral blood, which confirmed their
somatic origin. This triple somatic mutation was not detected
in two lymph node metastasis (one localized in the middle
of the isthmic tissue) and no other mutations in tested RET
exons in these tissues were detected. Because of the differ-
ent genetic background between primary and the metastatic
neoplastic nodules, the haematoxylin-eosin-stained histol-
ogy slides were revised. No light microscopy recognisable
changes were found in the phenotype of the cells. Loss of
heterozygosity (LOH) analysis was used to distinguish be-
tween the homozygous status or hemizygosity with loss of
the wild-type allele. The polymorphism in exon 15 at codon
Ser904Ser (TCC/TCG), the intronic variant G/A at the posi-
tion -24 bp from exon 15 and the intronic variant G/A at po-
sition +72 bp from exon 16 were found in heterozygous sta-
tus in constitutive DNA on contrary to hemizygous status in

G®TCGGATTCCAGTT AAAT GGA-GG CAATT®AATCC

Thr Lys

911
Gly Arg lle Pro Val Lys Trp Met Ala lle Glu Ser

9121913 | 914]| 915

916

917]918]919( 920 | 921| 922

FIG. 1. Ildentification of the triple RET proto-oncogene mutation Gly911Asp (GGT/GAT), Met918Thr (ATG/ACG) and

Glu921Lys (GAA/AAA) in exon 16 by direct sequencing.

A: Partial sequence of the exon 16 from the first patient tumor

tissue from right thyroid lobe (hemizygous mutation). B: Partial sequence of the exon 16 from the constitutive DNA iso-
lated from blood of this patient, the same sequence was obtained from two lymph node metastasis.
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FIG. 2. ldentification of the RET proto-oncogene polymorphisms at codon Ser904Ser (TCC/TCG) in exon 15, the intronic

variant G/A at the position -24 bp from exon 15 and the intronic variant G/A at position +72 bp from exon 16 by direct
sequencing. A: Partial sequence from the first patient tumor tissue from the right thyroid lobe, the same sequences were
obtained from two lymph node metastasis (loss of heterozygosity). B: The same sequence from the constitutive DNA iso-

lated from blood of this patient (heterozygous).

the primary tumor tissue (Fig. 2). These findings argue for
the coexistence of all three mutations on the same RET allele
and for the loss of one allele in the tumor tissue. Interest-
ingly, we found the same pattern of polymorphisms as well
as intronic variants in both studied lymph node metastasis.
This could reflect that in the beginning of the oncogenic pro-

Exon 10

N

cess one allele was lost and then in the right thyroid lobe
triple mutation occurred.

In the second patient with sporadic MTC, the direct se-
quencing analysis of the RET proto-oncogene revealed a new
double-somatic hemizygous mutation Val591lle (GTT/ATT)
in exon 10 and a concomitant mutation Met918Thr in exon

Exon 16 Exon 15

|

T 1|0 0 0|0 0 A

G eclaocC

588 | 589
Gly Ser

lle Val Gly Gly

FIG. 3.

Q TT AAAT GO

915| 916f 917| 918|919|920 | 921
Val Lys Trp Met Ala lle Glu

Identification of the double RET proto-oncogene mutation Val591lle (GTT/ATT) in exon 10 and Met918Thr

(ATG/ACG) in exon 16 and polymorphism at codon Ser904Ser (TCC/TCG) in exon 15 by direct sequencing. A: Partial se-
quence of exons 10, 16, and 15 from the second patient tumor tissue (hemizygous mutation and loss of heterozygosity). B:
The same sequence from the constitutive DNA isolated from blood of this patient.
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16 (ATG/ACG) in the tumor tissue (Fig. 3). These mutations
were not found in DNA isolated from patient’s peripheral
blood, which confirmed their somatic origin. The LOH was
confirmed by using the exon flanking polymorphisms anal-
ysis. The polymorphism in exon 15 at codon Ser904Ser
(TCC/TCG) was found in heterozygous status in constitu-
tive DNA on contrary to hemizygous status in the tumor tis-
sue (Fig. 3).

Discussion

The most common somatic RET proto-oncogene mutation
detected in tumor tissue of patients with sporadic MTC is a
missense mutation Met918Thr in exon 16, which converts
RET into a dominant transforming gene (25). The mutation
Met918Thr, presented also in our two patients, has been
shown to alter the substrate specificity of RET, increases its
enzymatic activity, and results in autophosphorylation of the
tyrosine kinase domain of the RET receptor without requir-
ing dimerization of the RET receptor (2,25,26). Mutation
Met918Thr has been associated with more aggressive MTC
and significantly less favorable clinical outcome (6), but we
did not observe any progression of the disease in our pa-
tients thus far, perhaps because of successful radical total
thyreoidectomy and/or favorable mutation combination.

In our first patient, we provide the first evidence of an oc-
currence of a triple-somatic mutation in the RET proto-onco-
gene associated with sporadic MTC tumor. All three muta-
tions (Gly911Asp, Met918Thr, and Glu921Lys) lie in exon 16.
The newly described mutation Gly911Asp changes amino
acid in nonconservative region of RET receptor. The re-
placement of glycine for aspartate could change acid base
equilibrium and thus induce a conformational change in the
RET protein, which might contribute to an impaired activity
of the RET protein (2). Mutation Glu921Lys lies in region 4
(Ala-lle-Glu) that indicates highly conserved sequence
among protein kinases and is essential for enzymatic activ-
ity of the RET kinase (2). This mutation was not previously
described in connection with MTC. Paradoxically, this mu-
tation as a de-novo germline change was found in a patient
with a sporadic long form of Hirschsprung’s disease, where
it was discussed as a main cause of inactivation or abolish-
ment of the RET product (27,28). There was no evidence of
symptoms of Hirschsprung’s disease in our patient. But this
likely inactivating mutation could contribute to the milder
phenotype of MTC in our patient and no invasion of carci-
noma to the other lobe of thyroid and could prevent from
the development of distant metastasis. Interestingly, we
found this triple mutation only in primary tumor compared
to two lymph node metastasis. This observation could be ex-
plained that the triple mutation has arisen during tumor pro-
gression within a primary tumor suggesting a less rapid
overgrowth of the clones bearing this change. An alterna-
tive, which is less likely in this sporadic case, is that MTC
and MTC metastasis could have a polyclonal origin, where
is possible that lymph node metastasis metastasized from the
other MTC primary foci that does not bear this mutation.
Therefore, it seems that RET triple mutation is not absolutely
required for metastasis of MTC to lymph nodes.

In the second patient we found a new double-somatic mu-
tation in two distinct regions of the RET proto-oncogene en-
coding extracellular domain (exon 10) and intracellular domain
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(exon 16) of RET protein. The mutation Val591lle in exon 10
was not previously described. Somatic mutations in the extra-
cellular domain of the RET proto-oncogene are very rarely pub-
lished. There were only found a 27-bp somatic heterozygous
deletion (codons 611-619 or 612-620) in exon 10 associated
with a sporadic MTC (11) and a 48-bp somatic heterozygous
deletion (codons 592-607) in exon 10 (29). Although there are
very poor data regarding function of somatic mutations in exon
10, it could be postulated to play a role in the kinetics of dis-
sociation of the RET binding complex.

In addition to the effect of single-point mutations we could
seek the effect of multiple mutations. Combinations of mu-
tations in the RET proto-oncogene may modulate the trans-
forming activity, catalytic activity, and substrate specificity
of RET protein differently from those with only a single mu-
tation (14-22). Although RET single mutation is sufficient to
cause C-cell hyperplasia, tumor progression is thought to be
due to the clonal expansion induced by accumulation of so-
matic events and/or epigenetic changes. The dominant ef-
fect of the mutant allele either by loss of the wild-type allele
or by overrepresentation of the mutant allele was detected
in MEN 2 related tumors (30-32). Furthermore, sporadic
MTCs may derive from different cell subpopulations, some
of which can carry different somatic mutations. MTC can be
of polyclonal origin (19). In both our patients a novel somatic
multiple mutations were found in a hemizygous status be-
cause of LOH in tumor tissue and multiple mutations lie on
the same RET allele. This paper highlights the importance of
performing a more extensive and more detailed genetic anal-
ysis of medullary thyroid carcinoma tissues.
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\adory Stitné Zlazy a Hirschsprungova choroba:
lesetileté zkusenosti s molekularné
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Souhrn: Vyzkumy poslednich 10 let prokézaly patogenetickou roli RET proto-onkogenu u nadorovych onemocnéni stitné zla-
y - medularniho karcinomu $titné zldzy (MTC), papilirniho karcinomu 3titné zlizy (PTC), u syndromé MEN 2 a u Hirsch-
prungovy choroby, krerd maze byt spojena s MTC ¢i MEN 2. Molekuldrné genetickd diagnostika umozriuje nalézt mutace ge-
w, na zdkladé nichz lze predvidat prabéh onemocnéni, ale zejména je prinosnd u rizikovych osob, v jejichz pfipadech je moz-
10 pii pozitivnim nalezu mutace terapeuticky zasihnout jiz v presympromatickém stadiu onemocnéni. Nositelim zirodecné
nutace je doporucena profylakeicka totalni tyreoidektomie. Nyni se intenzivné zkoumi fyziologicka role RET proto-onkogenu
mormalni proliferaci, diferenciaci a prezivini bunék. Diky novym poznatkiim se rysuje i moznost terapeutického vyuziti geno-
# terapie na urovni RET signalizaéni kaskady.

Kli¢ova slova: meduldrni karcinom 3titné zldzy - papilirni karcinom §titné zldzy - Hirschsprungova choroba - molekulirné ge-
netickd diagnostika - RET proto-onkogen - genova terapie

Thyroid carcinomas and Hirschsprung’s disease - 10-year experience with molecular

genetic testing of the RET proto-oncogene

Summary: In the last ten years, research has confirmed the role of the RET proto-oncogene in the pathogenesis of thyroid can-
@ such as medullary thyroid carcinoma (MTC) and papillary thyroid carcinoma (PTC), multiple endocrine neoplasia type 2
[MEN 2) and Hirschsprung’s disease that can be associated with MTC or MEN 2. Through the use of molecular genetic testing,
we are able to detect gene mutations and the course the disease might take can be predicted, thus enabling us to cure mutation
arriers among the high-risk patients can at a very early, clinically asymptomatic stage of the disease; prophylactic toral
thyreoidectomy in said patients is recommended. At this juncture, there is extensive on-going research on the physiological role
played by the RET proto-oncogene on the normal proliferation, differenciation and survival of the cell. Thanks to the new find-
ings there are now possibilities of the theurapeutic use of gene therapy on an RET signaling cascade level in near future.

Key words: medullary thyroid carcinoma - papillary thyroid carcinoma - Hirschsprung’s disease - molecular genetic testing -
RET proto-oncogene - gene therapy
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Jiz téméi 10 let studujeme molekuldr-
né genetické priciny meduldrniho kar-
dnomu 3titné zlazy, novéji i papilar-
niho karcinomu 3titné zlazy a Hirsch-
sprungovy choroby. Tato klinicky
wanlivé vzdalend onemocnéni maji
spole¢nou patogenetickou pticinu -
mutace v RET proto-onkogenu. Stu-
dium RET proto-onkogenu ma vy-
mam nejen védecky, ale detekce ge-

netickych alteraci tohoto genu slou-
zi dnes jiz k rutinni molekuldrné
genetické diagnostice, kterd vyznam-
né ptispiva k predikci onemocnéni
a umoznuje véasny profylakticky za-
krok snizujici morbiditu a mortalitu
spojenou s témito onemocnénimi.

RET proto-onkogen — normaini funkce
Proteinkindzy jsou zapojeny do vét-
$iny signélnich cest. Velkou skupinu

(90 z 518 znamych proteinkiniz)
ptedstavuji receprorové i nerecepto-
rové tyrozinkinazy, v jejichZ aktivaci
hraji roli specifické tyrozinové zbyt-
ky [39]. Defekty tyrozinkindzovych
receptorti jsou pfic¢inou fady one-
mocnéni a tyrozinkindzové recepto-
ry jsou tak slibnymi terapeutickymi
cili [24]. Jsou to transmembrinové
receptory s vnitini kindzovou aktivi-
tou, kterd je stimulovdna ligandy.

+ www.vnitrnilekarstvi.cz
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tyrozinkinazova doména

Kadherinu doména
podobni bohata
doména na Cys “
L
£
€ > i e
extraceluldrni doména g 3
b

intracelul4rni doména

Obr. 1. RET proto-onkogen s vyznafenymi typickymi funkénimi doménami.
Gen je tvofen 21 exony, coz piedstavuje 5SS kb genetického materialu. Rizikové exony 10, 11, 13, 14, 15 a 16 pro

znik MTC jsou vyznaceny Srafované.

Navazani extracelulirniho ligandu
vede k dimerizaci receptoru, kdy do-
ide ke spojeni dvou katalytickych do-
mén, coz umozni transfosforylaci ty-
rozinovych zbytk. Fosfotyroziny §ifi
dile signal prostiednictvim intrace-
luldrnich proteini, které nesou SH2
(src-homology 2) a fosfotyrozinové
vazebné domény. Aktivace tyrozinki-
niz tak iniciuje intraceluldrnf{ signa-
lizacni kaskadu, krera nakonec vede
k modulaci genové exprese a biolo-
gické odpoveédi [50].

RET proto-onkogen je transmem-
branovou receptorovou tyrozinkina-
zou s typickymi strukeurnimi a funké-
nimi oblastmi (obr. 1) [34]. Jeho
extracelularni ¢ast obsahuje 4 kad-
herinu podobné domény, doménu
vazajici vapnik a oblast bohatou na
cysteiny. Tato oblast obsahuje 28 cys-
teinovych zbytkd, z nichz 27 je kon-
zervovino a vyskytuje se u mnoha
zivo¢isnych druhd. Mezi cysteiny se
woii disulfidické vazby, které jsou
rozhodujici pfi formovani tercidrni
struktury RET proteinu. Intraceluldrni
¢ast obsahuje typickou tyrozinkinazo-
vou doménu. V dtisledku alternativ-
niho sestiihu vznikaji izoformy RETu.
RET9 a RETS! jsou dvé hlavni pro-

teinové izoformy 0 1072 a 1114 amino-
kyselinach [15].

Aktivace RETu je velmi pfisné re-
gulovany, tkariové specificky proces.
Za normilnich okolnosti je RET
protein exprimovin v ranych vyvojo-
vych fazich v bunkich odvozenych
od neuroektodermu, tedy z neurdlni
lidcy. RET protein je pfi aktivaci sou-
¢asti multikomponentniho komplexu,
keery vdze ristové faktory z rodiny
GDNF (glial cell line-derived neu-
rotrophic factor). Byly izolovany 4 li-
gandy aktivujici RET, jejichz specifita
se vzdjemné ¢dstecné piekryvd. Jsou
to GDNF, neurturin, artemin a per-
sefin. Ligandy se nejprve musi nava-
zat na své specifické koreceptory
(GFRal-4), které jsou ukotveny
v membriné prostiednictvim glyko-
sylfosfaridylinositolu. Ligandy se po-
té spolu se svymi koreceptory vaZou
na dvé molekuly RETu, dojde k di-
merizaci receptoru, kterd spusti
autofosforylaci klicovych tyrozino-
vych zbytkd a naslednou intracelu-
larni signalizaci (obr. 2) [1,38,49].
Vazbou GDNF na koreceptor se za-
rovenn méni lipidové okoli RETu
v plazmatické membrané. Intracelu-
larni doména RETu obsahuje nejmé-
né 12 autofosforyla¢nich mist. Tyro-

zinové zbytky (Tyr) Tyr1090 a Tyr1096
jsou pfitomny pouze u izoformy
RETS1. Fosforylované tyroziny RETu
slouZi jako mista vazebné interakce
s intraceluldrnimi signalizacnimi pro-
teiny. Tyr905 je vazebnym mistem
pro adaptory Grb7/10, Tyrl01S pro
fosfolipazu Cy, Tyr981 pro c-Src
a Tyr1096, specificky jen pro RETSI,
pro Grb2. Tyr1062 je vazebnym mis-
tem pro takové proteiny jako jsou
She, ShcC, IRS1/2, FRS2, DOK1/4/5
a Enigma. Tvorba téchto proteino-
vych komplext s Tyr1062 vede ke sti-
mulaci Ras/ERK a fosfatidylinositol-
3-kindza/AKT kaskady. Dle vysledkt
studii provadénych na bunécnych kul-
turdch a transgennich zvitecich mo-
delech je pfitomnost tyrozinu v po-
zici 1062 nezbytnou podminkou pro
transformacni schopnost RET pro-
to-onkogenu [14,26,33,36,46]. Ligan-
dy ovliviuji aktivaci RET proteinu
nejspie autokrinnim, moznd i para-
krinnim mechanizmem. RET je nepo-
stradatelny pro vyvoj sympatického,
parasympatického a enterického ner-
vového systému a ledvin [43,51].

Poruchy RET signalizace
Za normalnich okolnosti je aktivita
receptorovych tyrozinkindz prisné

= 610
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regulovana. Pokud dojde k poruse té-
toregulace, stavaji se uc¢innymi onko-
geny [23,49]. K onkogenni konverzi
yyrozinkinazovych receprorti dochazi RET
vdisledku rdznych mechanizmu, ze-
jména retrovirovou transdukei, v di-
sedku genomového pteskupeni, bo-
dovymi mutacemi, ptipadné zvySenou
expresi [6]. RET je jedinym piikladem
tyrozinkindzového receptorového ge-
nu, jehoz alterace zptisobuji razné ty-
py lidskych nadori. Dysfunkce RET
signalizacni kaskddy je pfi¢inou nd-
dorovych onemocnéni $titné Zldzy -
meduldrniho karcinomu a papilarni-
ho karcinomu, kdy dochazi k nepat-
ficné akeivaci této kaskady. U Hirsch-
sprungovy choroby je naopak RET
signalizace inhibovina [22].

RET signalizaéni komplex a jeho aktivace
. GDNF . NTN ‘ ART ‘ PSP

4 4, 0
vy v

GFRa2 GFRa4

GFRa3

@ — —
prenos
signilu
do buriky

aktivace
a autofosforylace

dimerizace
RET proteinu

vazba ligandu
na koreceptor

Pienos signdlu RET v burice

1. Meduldrni karcinom 3titné ildzy,

syndromy MEN 2

Zarodeéné bodové mutace v RETu
jsou pri¢inou 3 nadorovych syndro-
md s autozomalné dominantnim ty-
pem dédi¢nosti: mnohocetné endo-
krinni neoplazie typu 2A (MEN 2A),
typu 2B (MEN 2B) a familidrniho
meduldrniho karcinomu 3titné zlazy
(FMTC) (Multiple Endocrine Neo-
plasia Type 2: www.genetests.org)
[41). Pro tyto hereditdrni nadorové
syndromy je pfiznaény familidrni vy-
skyt meduldrniho karcinomu Stitné
ilizy (MTC), coz je maligni tumor
vychazejici z parafolikuldrnich bunék
(C-bunek) 3titné zlazy secernujicich
kalcitonin. Feochromocytom je pfi-
tomen u piiblizné 50 % postizenych
v rodinach s MEN 2A, hyperparaty-
redza pak asi u 15-30 % pacient(. Pa-
cienti se syndromem MEN 2B miva-
ii typicky astenicky marfanoidni ha-
bitus, u vice nez poloviny pacientt je
pritomen feochromocytom, casta je
ganglioneuromatéza gastrointesti-
nalniho trakeu, mukézni neurinomy

na rtech a jazyku, ptipadné dalsi léze.

GRB7/10

_ membranové ukotveni?
e

GABl &

PLCy

nezndma

SHC —» GRB2

;| (" bunééna
motilita

bunééna
proliferace
a prezivini

PKB/AKT
neoplasticky
bunééné déleni fenotyp
a diferenciace
Obr. 2. Signalizace RET.

A) Tvorba multikomponentniho komplexu - po navizini ligandu
zrodiny GDNF (GDNF - glial cell line-derived neurotrophic factor,
NTN - neurturin, ART - artemin, PSP - persephin) na sviyj koreceptor
(GFRa.1-4) ukotveny v bunééné membriné dojde k interakci s extra-
celularni ¢asti RET receptoru, k dimerizaci komplexu, poté dojde k ak-
tivaci tyrozinkindzové domény. Autofosforylaci tyrozinovych zbytku je
iniciovdn pfenos signalu.

B) Schématicky nékres signalizace RET s vyznacenim klicovych tyro-
zint (Y) v katalytické doméné a interagujicich proteind - prenaseci
signdlu

Vrodinach s FMTC se vyskytuje pou-
ze MTC bez daldich 1ézi. U pacientt
s MEN 2B se MTC manifestuje jiz
v raném détstvi, u pacientd s MEN
2A obvykle v rané dospélostia u FMTC

ve stfednim véku. Pfes 95 % pacient(l
se syndromy MEN 2 a az 88 % pa-
cienttt s FMTC nese zirode¢né mu-
tace v RET proto-onkogenu. Tento
nalez vedl k zavedeni genetického

screeningu, ktery umoznuje véasnou
diagnézu hereditirniho MTC u pfi-
buznych v riziku onemocnéni, u pa-
cientt pak predikci vyvoje onemoc-
néni. Vétdina mutaci nalézanych
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Tab. 1. Typy fiznich genit RET v patogenezi papilirniho karcino-
mu $titné Zlazy [49]. Majoritni formou je RET/PTC1, druhou
nejcastéjsi RET/PTC3, ostatni fiizni formy jsou vzicné.

Typ pieskupeni Fizni partner RETu

RET/PTC1 H4/D10S170

RET/PTC2 PKA, Rla

RET/PTC3 REG/Elel

RET/PTC4 RFG/Elel

RET/PTCS RFGS/golgin-84

RET/PTC6 HTIF1

RET/PTC7 RFG7/HTIFy

RET/PTC8 KTN1/kinectin

RET/PTCY RFGY

ELKS-RET ELKS

PCMI-RET PCM1

RFP-RET RFP

u pacientd s MEN 2A a s FMTC po-
stihuje extraceluldrni oblast RETu bo-
hatou na cysteiny. MEN 2A feno-
typ Je spojovan nejcastéji s mutace-
''mi v kodonu 634 (85 %), hlavné
i Cys634Arg, zatimco mutace spojené
s EMTC fenotypem postihuji rovno-
mérné rdzné cysteiny extraceluldrni
domény. FMTC mize byt také spojen
s bodovymi mutacemi v kindzové do-
méné RETu (Glu768Asp, Leu790Phe,
Tyr791Phe, Val804Leu, Val804Mer,
Ser891Ala). Vétsina pacienti s MEN
2B nese mutaci Met918Thr v tyro-
zinkindzové doméné, jen u malé
frakce téchto pacientt byla nalezena
mutace Ala883Phe. Vétsina MTC
(75 % pripadu) v3ak vznikd sporadic-
ky. Zhruba u poloviny niddorovych
tkani jsou pak detekovany somatické
mutace pouze v nidorové tkdni, nej-
¢astéji Met918Thr. Vzhledem k to-
mu, Ze az u 5-20 % prvotnich zichy-
1t MTC je detekovdna zrodedna, te-
dy na potomstvo pfenosnd mutace,
doporucuje se geneticky testovat i ty-
to rodiny (8,9,21,31,37]. Mutace v RET
proto-onkogenu jsou vzacné deteko-
vany i u sporadickych feochromocy-
tom {S]. Mechanizmus vedouci k on-
kogenni konverzi RET proteinu zavi-
si na typu a misté aminokyselinové
zamény. RET s mutaci v extracelu-
larni doméné v kodonu pro nékeery
z klicovych cysteinti tvoti kovalentni
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dimery, kreré vykazuji konstitutivni
kindzovou aktivitu nezavislou na li-
gandu. Zaména cysteinu za jinou
aminokyselinu totiz zabrani tvorbé
intramolekuldrnich disulfidickych
vazeb a umozni tvorbu intermoleku-
larnich disulfidickych vazeb mezi
neparovymi cysteiny [48]. Mutace
spojené s FMTC mivaji nizsi trans-
formaéni aktivitu nez mutace aso-
ciované s MEN 2A [55]. Mutace
Met918Thr, typickd pro syndrom
MEN 2B, je spojena se zménou
substratové specifity. Dochdzi k akei-
vaci RET signaliza¢ni kaskidy nezi-
visle jak na ligandu, tak na dimeriza-
ci. V tomto ohledu jsou mutace spo-
jené s MEN 2B rozdilné od mutaci
spojenych s MEN 2A, lisi se ve ste-
chiometrii fosforylace tyrozin RET
proteinu a dalsich intraceluldrnich
proteint. Navic nidory typu MEN
2B maji odliSny genovy expresni pro-
fil oproti nidoram typu MEN 2A
[27]. VSechny mutace RET proto-
onkogenu asociované se syndromy
MEN 2 ¢i s FMTC zvy3uji aktivaci ki-
ndzy a onkogenni konverzi (gain-of-
function). Néddorovy fenotyp muze
jesté zhordovat nerovnoviha mezi
mutanctni a zdravou alelou, napt. na-
lez zirode¢nych mutaci na jedné ale-
le a somatickych mutaci na druhé, ¢i
ztrata heterozygozity a/nebo amplifi-
kace mutantniho RET proteinu [25].

2. Papildrni karcinom 3titné ilazy

Papildrni karcinom §titné zlazy (PTC)
pfedstavuje 80-90 % v3ech karcino-
m $titné zlazy [53]. Castou genetic-
kou pficinou PTC jsou somatické
chromozomalni inverze nebo trans-
lokace, kreré zpusobuji rekombinaci
intraceluldrni kindzové domény RET
proto-onkogenu s heterolognimi ge-
ny za vzniku chimérickych onkoge-
ni RET/PTC (tab. 1) [28]. Dnes jiz
¢inou vzniku RET/PTC pieskupeni
je radioaketivni ozifeni. Rizné typy
RET/PTC pieskupeni byly nalezeny
u vice nez 60 % ,,postéernobylskych*
nadorovych tkini PTC [57]. Indukce
wvorby RET/PTC onkogenit vlivem
radiace byla potvrzena i experimen-
talng, jak in vivo, tak in vitro [40].
Jak ionizujici zdfeni mze indukovat
vznik RET/PTC pteskupeni vysvét-
luje zajimavy model, ktery doklada,
Ze a¢ jsou fuzni geny, napt. v ptipadé
RET/PTC1 geny RET a H4, od sebe
daleko vzdilené na linedrni mapé
10. chromozomu, v jadrech bunék 3tit-
né zlazy jsou vlivem tercidrni a kvar-
térni strukeury ¢asto blizko sebe, coz
umoznuje jejich rekombinaci [42].
Vlivemn fize RET/PTC dojde k zaha-
jeni exprese RET fuzniho proteinu,
ktery oviem muzZe byt exprimovin
pouze v cytoplazmé, transmembra-
novd a extraceluldrni ¢dst proteinu
totiz chybi. Cast partnerského genu
umozni dimerizaci tyrozinkinizo-
vych domén a aktivaci RETu.

3. Hirschsprungova choroba

Hirschsprungova choroba (HSCR) je
vrozené onemocnéni enterického
nervového systému, pti keerém chybi
gangliové buriky v myenterickém
a submukéznim plexu. Nad aganglio-
nirnim stfevnim usekem, ktery je
v 75-80 % ptipadii HSCR lokalizo-
van v rektu a colon sigmoideum,
vznika typické megakolon. Aganglio-
narni Gsek muze ve 3-12 % postiho-
vat celé tlusté stfevo a pfechdzet na
ileum. Vzicné se muze vyskytnout
i excesivni stfevni aganglionéza po-
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Tab. 2. Geny asociované s nesyn

(Hirschsprung Disease Overview: www.genetests.org)

dromickymi formami Hirschsprungovy choroby (HSCR)

Gen Protein Chromozomailni Typ Frekvence Typ HSCR
lokus dédi¢nosti
RET RET proto-onkogen 10g11.2 AD 17-38 % Kritkd forma
70-80 % Dlouhi forma
50% Familidlni
3-10% Sporadicky
GDNF Glial cell line-derived Spl3.1-p12 AD <1% Variabilni
neurotrophic factor
NRTN Neurturin 19p13.3 AD <1% Variabilni
EDNRB Endothelin B receptor 13q22 AD/AR 3-7% Variabilni
EDN3 Endothelin-3 20q13.2-q13.3 AD/AR 5% Variabilni
ECE1 Endothelin- converting 1p36.1 AD <1% Variabilni
enzyme
suhujici nejen tlusté, ale i téméi celé
tenké stievo. HSCR se zfidka vysky- MTC
FNAB

wje jako jeden ze symptomit chro-
mozomalnich abnormalit & nékte-
rych monogennich syndroma, ¢astéji
pak samostatné bez jinych anomalii.
Fenotyp HSCR je tedy pomérné roz-
manity. Familidrni i sporadické for-
my jsou asociovdny s mutacemi nej-
méné 6 genl (rab. 2), jejichz pe-
netrace a exprese je velmi variabilni
(Hirschsprung Disease Overview:
www.genetests.org) [44]. Nejcastéji
jsou nalézany zarodecné inaktivujici
mutace RET proto-onkogenu, jejichz
dédicnost je autozomdlné domi-
nantni [2]. Fenotypickd variabilita
zde muze byt ovlivnéna i nékterymi
polymorfizmy ¢i haplotypy RET pro-
to-onkogenu [7]. Vztah genotypu
a fenotypu je stile predmétem vy-
zkumu. Kromé fady inaktivujicich
mutaci RET proto-onkogenu, které
jsou typické pouze pro HSCR, byly
nalezeny 1 murace aktivujici (v 10. exo-
nu - v kodonech 609, 611, 618 a 620),
keeré jsou typické pro MTC - v téch-
to ptipadech se HSCR sdruzuje s nd-
dorovym postizenim 3$titné Zzlazy,
pripadné s feochromocytomem [16,
45]. Jednim z moznych vysvétleni ko-
existence MEN 2 a HSCR fenotypa
mutze byt nastartovani apoptdzy
v bunkich embryondlniho ente-
rického ganglia jako odpovédi na ne-

(histologicky ovéreny)

mutace jen
v tumoru

mutace v tumoru
ivkrvi

v

MTC
familiarni

v

ptitomnost L
<
mutace

DNA test (krev)
u pokrevnich
pfibuznych

RET

v

13, 14., 15. exon

lRET

nepfitomnost
mutace

biochemicky screening
pozitivita

Obr. 3. Optimdlni schéma molekuldrné genetické diagnostiky RET
proto-onkogenu u meduldrniho karcinomu $titné zldzy (MTC)
a syndromt MEN2 (FNAB - biopsie tenkou jehlou)

patfi¢ny mitogenni signal zptisobeny
mutovanou alelou RET proto-onko-
genu. Jinym vysvétlenim muaze byt
hypotéza, Ze proteinové izoformy ob-
sahujici tyto specifické mutace pro-
nikaji na bunéény povrch s velmi ma-
lou d¢innosti - HSCR vznika v du-
sledku nedostatku RET proteinu ve
vyvijejici se stfevni inervaci, zatimco
zaroven dochézi k aktivaci signali-
zaéni kaskddy RETu ve §titné zlize
a v nadledving, keerd postacuje ke

vzniku hyperplazie a k tvorbé nido-
ru. Pii 1é¢bé pacientd s HSCR je du-
lezité si uvédomit, Ze nejméné u S %
pacientd s mutacemi RET proto-on-
kogenu je riziko vzniku MTC, proto
je doporucovin screening muraci
RET proto-onkogenu, zejména 10. exo-
nu, i u pacientt s HSCR.

Nade zkusenosti

Na naem pracovisti providime ru-
tinné u pacientd s MTC a novgji
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u pacientd s HSCR molekuldrné
meticky screening 6 rizikovych exo-
i (exon 10, 11, 13, 14, 15 a 16) RET
roto-onkogenu pomoci sekvenace.
fi pozitivnim zichytu mutace vy-
rujeme cilené i pfibuzné v riziku.
fab. 3a a 3b udavaji typy zachyce-
ijch mutaci a zdchyt mutaci u jed-
wotlivych fenotypd. Na zékladé mo-
kkularné genetického stanoveni by-
i retrospektivné u fady pacientt
potvrzena diagnéza a dle typu muta-
e predikovan dal3i prabéh onemoc-
néni, u mnoha prediktivnich jedinca
byla na zikladé detekované mutace
doporucena profylakticka rotélni ty-
reoidektomie, fada ptibuznych moh-

la byt na zékladé negativniho vysled-
ku genetického screeningu vyfazena
z pravidelného biochemického testo-
vani [29,30]. Diky vyzkumngm pro-
jekeGm mézeme patrac i po vyskytu
minoritnich mutaci a polymorfizmu
ve zbyvajicich 15 exonech a v ptileh-
lych intronickych oblastech. U jedné
rodiny s FMTC jsme nalezli dosud
nepopsanou mutaci v 5. exonu, kte-
r je zfejmé zodpovédna za onemoc-
néni [18]. Objevili jsme také zajima-
vé kazuistiky, podle kterych jsou pa-
cienti nositeli dvojitych ¢i trojitych
mutaci, kdy se zd4, Ze vysledny feno-
typ determinuje vidy ta nejagre-
sivnéj$i z mutaci [19,20]. Snazime se

Tab. 3a. Typy detekovanych zirodeénych mutaci RET proto-
onkogenu v naSem souboru pacienti s FMTC, MEN 2A, MEN 2B
a klinicky sporadickou formou MTC.
Rodiny

Mutace RET proto-onkogenu Spor. MTC FMTC MEN2A MEN 2B
Exon § Arg321Gly 1
Exon 10 Cys609Tyr 1

Cys611Tyr 1

Cys620Phe 1
Exon 11 Cys634Arg 7

Cys634Tyr 1

Cys634Ser 1 2

Cys634Trp 1
Exon 13 Glu768Asp 1

Tyr791Phe 2 1 1 1
Exon 14 Val804Met 3 1
Exon 16 Met918Thr S
Celk. pocet pozitivnich rodin 8 S 11 S
Celk. pocet testovanych rodin 147 10 12 S
Zachyt mutaci v procentech 54% 50% 92% 100 %

prosadit optimalni protokol genetic-
kého testovini RET proto-onkogenu
u pacientt s MTC (obr. 3). Abychom
mobhli jednoznaéné vylou¢it familia-
ritu klinicky sporadického MTC (pr-
votni zichyt v rodiné), je tieba mit
k dispozici i odoperovanou nadoro-
vou tkari.

U S rodin s HSCR (celkem testova-
no zatim 57 rodin) jsme zachytili
mutace v 10. exonu spojené s MTC,
nebo atypické mutace v rizikovém
13. exonu (tab. 4) [17]. Tti z nich do-
sud nebyly popsiny, bez provedeni
funk¢ni studie Ize jen tézko spekulo-
vat, jaky dopad budou mit na feno-
typ. Problémem je i neidplnd pe-
netrace v rodiné. To dokldd4, Ze ani
molekuldrné genetickd diagnostika
neposkytne vzdy jednoznaéné dopo-
ruceni. Nejvétdi pfinos genetického
testovani vidime tedy v moznosti
véasné predikce, kdy lze dosud kli-
nicky asymptomatickym nositeldm
mutace nabidnout profylaktickou
totdlni tyreoidektomii (TTE), pfi-
padné s disekci krénich lymfatickych
uzlin, kam néddor ¢asto jiz ve velmi
ranych fazich karcinogeneze me-
tastazuje [12]. Otdzkou je, jak tento
chirurgicky vykon nacasovat. O ¢as-
nosti a radikalnosti zdkroku rozho-
duje typ nalezené zirode¢né mutace.
Doporuceni se s pfibyvajicim poc-
tem diagnostikovanych rodin, kdy se
peclivé vyhodnocuje korelace mezi ge-
notypem a fenotypem, méni a obecné
zpfisiuji [32,35,37,54,58]. Dle kon-

Pocet testovanych rodin
Zachyt mutace

Procentualni zichyt

Pocet pacientd MTC

Zachyt mutace
Neinformativni vysledek
Pocet rodinnych prisludniki
Zachyt mutace

Vylouceni ze screeningu
Neinformativni vysledek

Tab. 3b. Procentudlni zichyt zirode¢nych mutaci RET proto-onkogenu v naem souboru pacientii
s FMTC, MEN 2A, MEN 2B a klinicky sporadickou formou MTC.

Fenotyp
Spor. MTC FMTC MEN 2A MEN 2B Celkem

147 10 12 S 174

8 S 11 N 29

54% S0 % 92% 100 % 16,6 %
147 10 12 S 174

8 S 11 S 29
139 S 1 0 145
172 54 48 9 283

7 13 16 2 38

9 19 31 7 66
156 22 1 0 179
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senzu 8] byly murace podle agresivi-
ty rozdéleny do 3 skupin, od toho se
odviji i doporuceni, v jakém véku
provést TTE, abychom skute¢né pre-
desli rozvoji onemocnéni:

Skupina 3 - nejagresivnéjsi muta-
ce v kodonech 883, 918, 922, byvaji
pricinou MEN 2B (az v 50 % pfipadti
vznikaji de novo) - TTE provést bé-
hem prvnich 6 mésict Zivota, nejlépe
do 1 mésice po narozeni.

Skupina 2 - mutace v kodonech
609, 611, 618, 620, 630, 634, byvaji
pricinou MEN 2A, piipadné FMTC,
prvni Ctyfi se vyskytuji u pacienta
s HSCR spojenym s MTC - TTE pro-
vést do S let véku.

Skupina 1 - nejméné agresivni mu-
tace v kodonech 768, 790, 791, 804,
891 - TTE provést mezi S. a 10. ro-
kem Zzivota.

Pacienti by i po provedené TTE
méli byt nadale sledovini pro moz-
nost rozvoje rezidualniho ¢i metasta-
ticktho MTC, feochromocytomu
a sledovana by méla byt i ptipadnd
hypoparatyreéza u odoperovanych
paciencd. Pacienti odoperovani pro
mutaci v kodonu 634 by méli by sle-
dovani pro moznost pfipadného roz-
voje adenomu ¢i hyperplazie pristit-
nych télisek. V nékterych zahrani¢nich
laborarofich se providi i prenatalni
diagnostika, u nds jsme zatim toto
vySetieni prenatilné neprovadéli.

Studujeme i genetické alterace u pa-
pilarnich karcinomu $titné zlazy. Za-

vedena byla detekce RET/PTC forem
ze zamrazenych nadorovych tkdni
i z biopsii, problemati¢téjsi je zatim
stanoveni téchto forem u nadorovych
bunék izolovanych ze starSich para-
finovych bloc¢kd, kde je geneticky
materidl zna¢né narusen. Presto véri-
me, ze se nam podafi zhodnotit vliv
cernobylské havirie na patogenezi
PTC v Ceské republice.

Moderni strategie Iétby karcinomd
$titné ilazy zaloiend na Inhibid

RET kindzové aktivity.
Tyrozinkindzové geny jsou velmi
slibnymi terapeutickymi cili [13].

Tab. 4. Typy detekovanych zirodeénych mutaci RET proto-onko-
genu u pacientli s Hirschsprungovou chorobou (HSCR).

Mutace RET proto-onkogenu

Exon 10 Cys609Tyr
Cys620Arg
del603(A)

Exon 13 Tyr791Phe
Tyr798Ser

Celk. pocet pozitivnich rodin
Celk. pocet testovanych rodin
Zéchyt mutaci v procentech

Rodiny s HSCR

1

N »n Pt bt ik

88 %

Pro blokaci tyrozinkinazové funkce
RETu je k dispozici nékolik strategii,
zahrnujicich RNA interferenci k za-
staveni exprese RETu, genovou terapii
s dominantné negativni mutantou
nebo vyuziti malych molekul, které
slouzi jako inhibitory tyrozinkinizy
[24]. Genovi terapie je pro 1é¢bu né-
dor 3titné Zlazy zvlaseé atraktivni,
protoZe je zde moznost selektivniho
zacileni terapeutickych gent do na-
dorovych bunék aplikaci tkériové spe-
cifickych promotort, jako je napi.
kalcitoninovy promotor u MTC,
¢imz dochdzi ke sniZeni mimonado-
rové toxicity. MoZnosti terapie karci-
nomf Stitné zlazy, keeré jsou testovd-
ny zatim zejména in vitro na tkario-
vych kulturich nebo na zvifecich
modelech, jsou nésledujici [3,4,52]:
1. Korektivni genovd terapie: cilem
je obnoveni normalni funkce mu-
tovaného genu nebo alespori zame-
zeni jeho Gcinku, coz predstavuje
inhibici onkogenni RET signaliza-
ce expresi dominantné-negativni
RET mutanty. Gen nesouci jeji
sekvenci je zabudovin do adenovi-
rového vektoru a exprimovan pod
kontrolou promotoru pro kalcito-
nin nebo tyreoglobulin. Dominant-
né-negativni mutanty dimerizuji
s onkogennim RET proteinem v en-
doplazmatickém retikulu, a rak
brani expresi jak dominantné ne-
gativniho, tak onkogenniho RET
proteinu na bunééném povrchu.
Vysledkem je silnd inhibice prezi-
vani bunék zpisobena indukci

apoptozy.

2. Cytoreduktivni genova terapie:
principem je vpraveni exogenni-
ho ,sebevrazedného“ genu, ktery
zpusobuje zastaveni syntézy DNA
a buné¢nou smrt nebo umoznuje
aplikaci cytotoxické litky do na-
dorové tkdné. V praxi doslo u la-
boratornich zvifat k destrukci ne-
bo stabilizaci jen malych tumord,
zatim bez terapeutického efektu
na vétdi nadory.

3. Imunomodulaéni genovi terapie:
smyslem této metody je indukce
genové exprese, kterd zvySuje imu-
nitni odpovéd proti nidorové tkd-
ni. Mnoho tumort exprimuje na-
dorové asociované antigeny, které
mohou byt rozeznatelné imunit-
nim systémem. Tyto antigeny jsou
uvolnioviany z nddorovych bunék
fyziologicky nebo po cytotoxické
lécbé. Antigeny jsou pak vychyrd-
vany fagocytézou pomoci antigen
prezentujicich bunék. Nadory cas-
to vyvolavaji slabou T-bunéénou
odpovéd, a tak unikaji imunitni-
mu systému. Lokdlni expresi urci-
tych cytokina je tak mozno vyvo-
lat reakci imunitniho systému
proti nadoru. Cytokiny s protina-
dorovou aktivitou zahrnuji inter-
feron y, tumor nekroticky faktor o
(TNF-a), interleukiny 2 a 12 (IL-2,
IL-12). Vysledkem pokust prova-
dénych na zvifatech byla regrese
malych nadort a stabilizace velkych
nadord, coZ ukazuje na vyvoj dlou-
hotrvajici protinddorové imunity.

4, Monoklondlni protildtky: pri-
prava nékolika lidskych monoklo-
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nalnich protilacek proti RETu byla
jiz publikovdna, ale zatim nebyly
pouzity v lé¢bé [47].

§.Inhibitory tyrozinkindzy: dalsi

skupinou nadéjnych protinidoro-
vych lé¢iv jsou malé molekuly ty-
rozinkindzovych inhibitora, které
kompetuji s adenozintrifosfitem
(ATP), a tim brani autofosforylaci,
blokuji kindzovou aktivitu a sig-
nélni transdukci [10,24]. Inhibice
RETu muze byt efektivni strategii
pro lécbu MTC, ovSem selektivni
tyrozinkindzovy inhibitor vyuzi-
telny pro lé¢cbu MTC nebyl zatim
nalezen. Nejslibnéjsim kandida-
tem z testovanych potencidlnich
lé¢iv se zatim jevi anilinquinazolin
ZD6474, protoze efektivné bloku-
je fosforylaci a signalizaci RETu in
vivo, inhibuje nddorovy rist a pi-
sobi zdroveri jako antiangiogenni
agens, pfitom md nizkou toxicitu
pro okolni tkdné [11].
Vzhledem k tomu, Ze se pocet
objevenych malych organickych
sloucenin, kreré blokuji RET tyro-
zinovou fosforylaci, stile zvy3u-
je, doufime, Ze se uz brzy pouziji
pro lécbu RET-pozitivnich nidor
a mozna se zapoji do preventivni
strategie lécby pacientQ se ziro-
de¢nymi mutacemi RET proto-
onkogenu.

Lavér

Nadory Stitné zldzy predstavuji nej-
pocetngjsi skupinu onkologickych
onemocnéni v endokrinologii. Jejich
incidence, zejména incidence papi-
larnich karcinomu, bohuzel rok od
roku stoupd. V patogenezi meduldr-
niho a papilarniho karcinomu, ale
i zdanlivé klinicky vzdalené Hirsch-
sprungovy choroby hraji roli genetické
aberace RET proto-onkogenu. Iden-
tifikace jednotlivych genetickych
zmén v RET proto-onkogenu muze
u pacientd pomoci odhadnout pro-
gnozu onemocnéni, popf. zpresnit
diagndzu, ale hlavné indikuje véasny
terapeuticky zasah u rizikovych osob

jeSté v presymptomatickém stadiu
onemocnéni.

Timto ¢linkem jsme cheéli upo-
zornit nasi lékafskou vefejnost a pa-
cienty na dostupnost tohoto stano-
veni v Ceské republice.

Podpofeno granty IGA MZ CR
NR/7806-3 a GACR 301/06/P425.
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ZAVEDENI DIAGNOSTIKY GENETICKYCH ZMEN U PAPILARNIHO
KARCINOMU STITNE ZLAZY

V. Sykorova', S. Dvofakova', J. Astl?, D. Vesely?, Z. Novak', B. Bendlova'
'Endokrinologicky ustav, Praha, 2ORL klinika FN Motol, Praha

Papilarni karcinom (PTC), ktery vznika z folikularnich bunék, je nejbéznéjsi maligni-
tou Stitné Zlazy (80-85%). NejcastéjSimi genetickymi zménami jsou somatické mu-
tace v BRAF proto-onkogenu a RET/PTC preskupeni, které vznika fuzi RET proto-
-onkogenu a jiného konstitutivné exprimovaného genu. Vyskyt téchto genetickych
zmén je ve svété velmi variabilni (5-70% PTC). Mezi nejcastéjsi RET/PTC preskupe-
ni patfi RET/PTC1 a RET/PTC3. BRAF bodova mutace u PTC je vysledkem substituce
T->A na pozici 1796 v 15. exonu (Val600Glu). Nasim cilem bylo zavedeni diagnos-
tiky BRAF mutace a RET/PTC preskupeni a zjisténi jejich vyskytu v souboru 11 odo-
perovanych tkani pacientt s PTC a jedné biopsie tenkou jehlou z PTC tkané. DNA
a RNA z nadorovych tkani jsme ziskali Trizolovou izolaci. BRAF mutaci jsme z na-
dorové DNA detekovali pfimou fluorescen¢ni sekvenaci u 3 pacientl s PTC (25%).
Expresi RET/PTC preskupeni jsme detekovali v cDNA, ktera byla prevedena z RNA
pomoci reverzni transkripce. Kvalita a pfitomnost cDNA byla ovéfena expresi ubi-
kvitarniho genu GAPDH a specifického genu pro Stitnou zlazu PAX8. Expresi RET/
PTC1 jsme nalezli u 1 pacienta (8%) a RET/PTCx (neurceny fuzni gen) u 2 pacientt
s PTC (16%). Zavérem muzeme fici, Ze jsme Uspésné zavedli diagnostiku hlavnich
genetickych zmén u PTC a ur¢ili jsme genetickou pfi¢inu PTC u 50% vzorkd. V sou-
¢asné dobé shromazdujeme dalsi tkané, abychom mohli porovnat genotyp s feno-
typem a véfime, ze zavedena diagnostika pomUze k presnéjsimu uréeni diagnézy
a progndzy onemocneéni.

Tato prdce je podporena grantem IGA MZ CR NR/7806-3.

Sobota 22. 10. 2005, 11.00 - 12.15, sd/ Gemini 127






XXX. BRNENSKE ONKOLOGICKE DNY s XX. KONFERENCE PRO SESTRY A LABO}
ANALYZA NADOROVEHO GENOMU A PROTEOMU X

| 95| Detekce mutace v BRAF genu u papilarniho karcinomu stitné zlazy.

Sykorova V.1, Dvorakova S.1, Laco, J.2, RySka A.2, Kodetova D.3, Astl J.4, Vesely D.4, Bendlova B.1
1) Endokrinologicky ustav Praha

2) Fingerlandlyv ustav patologie Hradec Kralové

3) Ustav patologie a molekularni mediciny FN Motol

4) ORL Klinika FN Motol

Uvod

V roce 2003 byl v souvislosti s papilarnim karcinomem 3titné Zlazy (PTC) objeven onkogen BRAF, ktery vznikd vq
aktiva¢ni mutace b-raf proto-onkogenu. B-raf je cytoplasmatick4 serin/threoninova proteinkinaza, patfici mezi RAFp
Vaze ras protein a naslednou fosforylaci aktivuje MAPK (proteinkindza aktivovana mitogeny) signalizaéni drahu, ktq
duleZitou roli v bun&&né proliferaci, diferenciaci a apoptéze. Somatick4 mutace v BRAF genu je vysledkem substituce?
pozici 1796 (Val600Glu) v 15. exonu kindzové domény. Tim dojde ke zvy3eni aktivity BRAF, kter je nezdvisl na stjmﬁi
Tato mutace byla detekovana u 29 — 69% PTC. Koreluje s vy3§im stupném TNM klasifikace, agresivnéjsi formou nadori
8i prognézou onemocnéni. Zd4 se, Ze je specifick4 pro PTC a mikrokarcinom PTC. U 10% folikularni varianty PTC by
vena jind mutace v BRAF genu — Lys601Glu.

Cil
Detekovat mutaci BRAF genu u PTC tkani v Ceské republice.

Material a metody

Soubor 73 parafinovych blo¢ki a 11 odoperovanych &erstvych PTC tkéni. Pro zjidt€ni vlivu Cernobylské havirie ng
této mutace v Ceské republice jsme vzorky rozdélili do péti obdobi — jedno obdobi pred Eernobylskou havirii v roce I9§
fi pétileta obdobi od roku 1986 do sou€asnosti. DNA jsme ze zamraZenych tkéni ziskali Trizolovou izolaci a z parafinovy(
ki pomoci QIAamp DNA Blood Mini Kitu. Mutaci jsme detekovali screeningovou metodou SSCP (single strand confq
polymorphism) a pozitivni vzorky ovéfili pfimou fluorescenéni sekvenaci.

Vysledky

Celkem jsme somatickou mutaci v BRAF genu detekovali u 32 pacientt s PTC (38,1%). Jeden pacient byl homozv
ostatni heterozygoty. V obdobi pied rokem 1986, které tvofilo 10 pacienti, jsme nedetekovali Zadnou BRAF mutaci, vt
jicich obdobich jsme mutaci detekovali u 32 pacientt (43,2%). Zd4 se, Ze mutace v BRAF genu nekoreluje s vékem di
Soubor tvofilo 25% muzi a 75% Zen, z toho 47,6% muZzu a 34,9% Zen mé&lo BRAF mutaci. Median véku v dobé diagndzy ¢
mutace u obou pohlavi udava tabulka:

Obdobi Pocet Vék s BRAF Muzi s mutaci Zeny s mutaci
(muzi/Zeny) /bez BRAF (%) (%)
pred 1986 10 (2/8) 0/34,5 0 (0) 0(0)
1986 — 1990 11 (3/8) 65,5/37 2 (66,7) 4 (50,0)
1991 - 1995 17 (2/15) 50/58 2 (100,0) 8 (53,3)
1996 — 2000 16 (6/10) 55,5747 2 (33,3) 2 (20,0)
2001 - 2005 30 (8/22) 61,5/59 4 (50,0) 8 (36,4)
Celkem 84 (21/63) 59,5/54 10 (47,6) 22 (34,9)
Zavér

Somatickou BRAF mutaci jsme zachytili u 38,1% pacienti. Vyskyt mutace je vyrazn€ vy3§i u muza. Témér polovin
méla tuto genetickou zménu, zatimco u Zen pouze tietina. Zd4 se, Ze se jedn& o majoritni genetickou zménu, kterd hraj¢
roli v patogenezi PTC. Toho by se mohlo vyuZit v klinické praxi pro potvrzeni diagndzy ptipadné pro uréeni diagndzy z
tenkou jehlou je$té pfed operaci pacienta.

Tato prdce je podporena grantem IGA MZ CR NR/7806-3.
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11. POKROKY V KLINICKE DIAGNOSTICE
ZHOUBNYCH NADORU II

Pfedsedajici: KLEIBL J., BERKOVCOVA J., HAJDUCH M.

Sobota /9. 12. 2006 - 13:00-14:50

Alterace v genech s nizkou
penetranci u pacientek

s karcinomem prsu

Kleibl Z.!, Prokopcova J.', Havranek 0.,
Stribrna J.', Novotny J.23 Pohlreich P.'
'Ustav biochemie a experimentalni onkologie

1. LF UK v Praze; 20nkologicka klinika 1. LF UK
v Praze a VFN; 3Nemocnice Pfibram

Dédicné mutace v hlavnich predispozi¢nich ge-
nech BRCA1 a BRCAZ se podileji na vyvoiji pfibliz-
né 5% karcinoml prsu. Nadorové syndromy, které
vznikaji u nosi¢ek mutaci v téchto genech, jsou
charakterizovany vysokym rizikem vzniku karcino-
mu prsu a/nebo ovaria. PFiblizné 1% hereditarnich
karcinoml prsu zplisobuji mutace v dalSich vysoce
penetrantnich genech (napf. p53, PTEN), které jsou
zodpovédné za hereditarni syndromy zahrnujici ty-
picky i dalsi malignity. Familidrni vyskyt Ize prokazat
u 10-15% mammarnich karcinomd. V nepfitomnosti
hereditarni alterace v hiavnich predispozi¢nich ge-
nech lze v téchto pripadech uvazovat o mutacich
v tzv. genech s nizkou penetranci (napf. ATM,
CHEK2, NBS1). Tyto mutace se v populaci vysky-
tuji s vy3si frekvenci, av8ak u nosicu je nizsi pre-
dispozice ke vzniku naddorového onemocnéni, nez je
tomu u hlavnich predispozicnich genti (zvy$eni RR
~1,5-3).

U pacientek s hereditarnim nebo sporadickym
karcinomem prsu jsme studovali vyznam mutaci
v genech s nizkou penetranci se zvlaStnim zretelem
ke gentim angazovanym v reparaci DNA. Studovéan
byl gen ATMa vyskyt znamych patogennich alteraci
genu CHEK2a NBS1.

Mutaéni analyza genu ATM, provedena pomoci
PTT a sekvenovani v souboru 161 rizikovych pacien-
tek s karcinomem prsu, odhalila pfitomnost tfi zfejmé
patogennich mutaci (1,9%) vedoucich ke zkraceni
proteinu. Naopak analyza v kohorté 183 kontrolnich
vzorkl neprokdzala vyskyt zadné patogenni varian-
ty (p = 0,065). Ve dvou pripadech pacientek s mutaci
se jednalo o osoby s bilateralnim vyskytem karcino-
mu prsu, u dalsi pacientky byl diagnostikovan duk-
talni karcinom prsu ve 37 letech.

Analyza mutace 1100delC genu CHEK2 za-
lozena na DHPLC prokazala jeji vyskyt u 1/358
(0,28 %) vysoce rizikovych osob s karcinomem prsu.
Jednalo se o muze s karcinomem prsu a pozitivni
rodinnou anamnézou (karcinomy GIT). Analyza 688
vzorkl pacientek se sporadickym karcinomem prsu
pak identifikovala mutaci 1100delC ve 3 pfipadech
(0,44 %). U 2 pacientek se v rodiné vyskytovali piimi

piibuzni s nddorovym onemocnénim (karcinom ce-
rvixu nebo plic). Karcinomy u viech identifikovanych
nosi¢t mutaci byly pozitivni na pfitomnost estrogen-
nich i progesteronovych receptorli. Populaéni Cet-
nost mutace c. 1100delC genu CHEK2 (0,27 %) byla
stanovena na kontrolnim vzorku 730 osob (2/730).
Pomoci DHPLC byla provedena i analyza exonu
2 a3 genu CHEK2v populaci 323 pacientek se spo-
radickym vyskytem karcinomu prsu, ktera prokézala
pritomnost 10 mutaci p.11577 (3,1 %). Tato sekvenéni
varianta se vyskytla u 15/512 osob kontrolni popula-
ce (0,29%). Kromé této alterace byly identifikovani
4 nosici dalSich zmeén (p. T172A, p.R181C, IVS5+51A
> T, IVS4 + 24T > C), nezachycenych v kontrolni po-
pulaci.

Mutaéni analyza genu NBST (nibrin) byla zamé-
fend na vyskyt mutace c.675del5. Oproti ofekavani
v 472 vzorcich pacientek se sporadickym karcino-
mem prsu nebyla mutace nalezena.

Vysledky provedenych analyz vypovidaji o né-
kolika skutecnostech: frekvence alteraci ve studo-
vanych genech jsou v CR nizké a o téch, které maji
odliSnou Cetnost od simultanné studované kontrolni
populace nejsou, s vyjimkou ATM, dostupné za-
hraniéni studie. Na tomto zékladé se domnivame,
ze frekvence a charakter alteraci gend s nizkou
penetranci ma vysoce regionalni zavislost a pro je-
jich identifikaci a praktické uplatnéni se asto nelze
vyhnout analyzam celych gent v rozsahlych soubo-
rech.

Prace byla podporena Vyzkumnym zamérem
MSM0021620808.

Diagnostika genetickych zmén

u papilérniho karcinomu stitné zlazy
Sykorova V.!, Dvordkové $.!, Laco J.2,

Ryska A.%, Kodetova D.%, Astl J.4, Vesely D.*,
Novék Z.!, Bendlova B. '

'‘Oddéleni molekularni endokrinologie,
Endokrinologicky dstav, Praha; ?Fingerlandlv
Ustav patologie, Hradec Kralové; *Ustav patologie
a molekuldrni mediciny FN Motol, Praha; ‘ORL
klinika FN Motol, Praha

Uvod: Papilarni karcinom (PTC) je nejb&znajsi
malignitou §titné zlazy (80-85%). Nejcastéjsi pfici-
nou je aktivace proto-onkogeni RET a BRAF. RET
onkogen je aktivovan RET/PTC pieskupenim (rear-
rangements), které vznika flzi intraceluldrni tyrozin-
kinazové domény RET genu a jiného konstitutivné
exprimovaného genu. Vyskyt RET/PTC preskupeni
je velmi variabilni (5-70%) v zavislosti na geogra-

fickych faktorech a pouzité metodice. K velkému
nardstu PTC dos$lo po ¢ernobylské havdrii (26. du-
ben 1986). RET/PTC je spojovan s agresivnéjsi
formou PTC a ¢astou tvorbou vzdalenych metastaz.
V souasné dobé je zndmo nékolik fuznich forem,
které vznikaji inverzi nebo translokaci. Nej¢astéjsi
jsou RET/PTC1 a RET/PTC3 preskupeni. BRAF
gen koéduje cytoplasmatickou serin/threoninovou
proteinkinazu patfici mezi RAF proteiny. K aktivaci
dochazi substituci T — A na pozici 1799 v 15. exonu
zplsobuijici substituci valinu za glutamat v kodonu
600 (V600E). Tato mutace je nejcastéjsi genetickou
zménou u PTC (29-69 %) a koreluje s vy$sim stup-
ném TNM Klasifikace, agresivnéjsi formou nadoru
a s horsi progndzou onemocnéni.

Cil: Detekce BRAF V600E mutace a RET/PTC
pfeskupeni u PTC pacientd v éeské populaci.

Materiél a metody: Soubor tvofilo 44 odope-
rovanych Cerstvych tkani PTC pacientl, 9 biopsii
tenkou jehlou z PTC tkani a 92 parafinovych blo¢ka.
DNA a RNA z ¢erstvych tkéni a biopsii jsme izolovali
pomoci Trizolové metody. Expresi RET/PTC presku-
peni jsme detekovali v cDNA cerstvych tkani, kterd
byla pfevedena z RNA pomoci reverzni transkripce.
Kvalita a pfitomnost cDNA byla ovéfena pomoci
exprese ubikvitarniho genu GAPDH a specifického
genu pro Stitnou Zlazu PAX8. DNA z parafinovych
blocku jsme ziskali pomoci QlAamp DNA Blood Mini
Kitu. Mutaci V600E jsme detekovali screeningovou
metodou SSCP (single strand conformation poly-
morphism) a pozitivni vzorky ovéfili pfimou fluores-
cenéni sekvenaci. Pro zjisténi viivu éernobylské ha-
vérie na vyskyt této mutace v Ceské republice jsme
vzorky rozdélili do péti obdobi - jedno obdobi pfed
¢ernobylskou havarii a ¢tyfi obdobi od roku 1986 do
soucasnosti.

Vysledky: Expresi RET/PTC1 jsme nalezli
u 2 pacientt (4,2 %), RET/PTC3 u 1 pacienta (2,1 %)
a neuréené fuzni formy RET/PTCX u 2 pacientl
s PTC (4,2%). Mutaci VB0OE v BRAF genu jsme de-
tekovali u 56 pacientl s PTC (38,6 %). Jeden pacient
byl homozygotem, ostatni heterozygoty. V obdobi
pred rokem 1986 (10 pacientt) jsme nedetekovali
Zadnou BRAF mutaci, v nasledujicich obdobich jsme
mutaci detekovali u 56 pacientl (41,2 %). Zda se, ze
tato mutace nekoreluje s vékem diagndzy. Soubor
tvofilo 21,4 % muzl a 78,6 % zen, z toho 48,4 % mu-
201 a 36 % Zen mélo BRAF mutaci.

Zivér: RET/PTC preskupeni jsme detekovali
u 5 ze 48 pacientl (10,4%), mutaci V60OE jsme
zachytili u 38,6% ze 145 pacientl. Vyskyt mutace
V60OE je vysSi u muzl. Zda se, Ze se jedna o ma-

LN 'ONKOLOGIE -



fritni genetickou zménu, ktera hraje dulezitou roli
vpatogenezi PTC. Toho by se mohlo vyuzit v klinic-
i praxi pro potvrzeni diagndzy piipadné pro uréeni
fiagndzy z biopsie tenkou jehlou jesté pied operaci

pacienta.
Tato préce je podpofena grantem IGA MZ CR
NR/7806-3.

Moznosti metod nuklearni mediciny

vonkologické diagnostice

Bakala J., Bernatek J., Gaték J., Hrbackova L.

0ddéleni nukledrni mediciny, Krajska nemocnice
T.Bati a.s., Zlin; Chirurgické oddéleni nemocnice
ATLAS, Zlin

Metody nukleérni mediciny, na rozdil od jinych
wbrazovacich metod, zobrazuji hlavné funkéni
wbrazeni metabolizmu — bunééné aktivity
+ funkce daného organu
+ funkéni zobrazeni metabolizmu
' bunééné aktivity
' genetické inform
v STALE SE VICE OBJEVUJE TERMIN

MOLECULAR IMAGING

Zobrazovaci metody v computerové tomografii
(T Ize v obecné roviné rozdélit do dvou kategorii
'+ emisni
v transmisni

Emisni tomografie patii do nuklearni mediciny -
SPECT (Jednofotonova emisni computerova tomo-
yrafie), kdy se detekuje gammazareni; nejéastéjsim
zotopem je 99mTc, 123 J a 111 In, event. dalSi
+ Modernim zpisobem je PET pozitronova emis-

ni tomografie, kdy zdrojem zafeni jsou pozitro-

ny, jimiz jsou znageny latky, jako napf. glukdza,
které se aktivné zapojuji do metabolizmu, tzn.

Ze dokonale zobrazuji metabolizmus
+Vposledni dobé se ¢im dale tim vice ve svétové

literatufe i v praktickém pouZiti objevuje fada

¢lankd, kdy se hovofi o hybridnim zobrazeni

(emisni a transmisni), ujal se termin funkéni

anatomie ¢im dal ¢astéji téz termin MOLECU-

LAR IMAGIG, kde se, na zakladé fize béhem

jednoho vySetreni, zobrazuje vySetieni PET/CT

nebo SPECT/CT

Zda se, Ze tyto metody, zejména v onkologii, jiz
méni pistup k onkologickym pacientim a mohou
pdnak sledovat pacienty, diagnostikovat onemoc-
%ni, staging etc. Dokonce se v posledni dobé v lite-
rtufe objevuje v onkologii ndzev
+kompletni PET remise tumoru.

Metody nuklearni mediciny, které se pouzivaji,
mizeme rozdélit do Gty skupin
1. primarni diagnostika tumordzniho loZiska pfimé

zobrazeni hot spot
2. anepfimé cold spot
3. sekundarni postizeni, ke zjiSténi metastaz
I, zjisfovani funkce riznych organd (ledviny a srd-

ce) pfi chemoterapii, jak ke sledovani moznosti

negativnich G¢inkd na ledviny a srdce, event.
pred chemoterapii

5. oznaceni sentinelové pii operaéni vykonech ze-
jména Ca mamy, maligniho melanomu

6. v gynekologické operativné

v orofacidlni operativné malignich tu.

8. i v jinych lokalitich Ca kolorectalniho, Ca Za-
ludku

~N

Létky, které pfimo zobrazuji tumor, jsou takové,
které se, po i.v. aplikaci, riznym zplsobem vézi do
bunék tumordzni tkané. Nejcastéji pouzivany 99mTc
Tetrofosmin a 99mTc MIBI se vdze do mitochondrii,
18 FDG Fluordeoxy glukéza se zapojuje do meta-
bolizmu glukézy a znaCeny somatostatin zobrazuje
somatostatinové receptory na povrchu téla nadorové
buriky. Nejrozsifenéjsi je scintigrafie skeletu, ktera
ma zcela pevné, fixované misto v onkologické dia-
gnostice. Slouzi jednak ke zjisténi primarniho,nebo
sekundarniho postizeni délestagingu, ke sledovani
pacientt v dlouhodobém ¢asovém obdobi. Provadi
se vzdy metodou celotélové scintigrafie po i.v. apli-
kaci 99mTc MDP, ktery zobrazuje mista kostni pre-
stavby, ktera koreluji s metastatickym postizenim.
Na naSem oddéleni pak vétsinou k doplnéni provadi-
me planérni scintigrafii nebo SPECT, které upresiuji
loZiskova postizeni — napf. patefe, obratd, &i v oblasti
panve. Velmi asto se vyskytuje pfi mikrometasta-
tickém postizeni u karcinomu prsu tzv. superscan.
Jedné se o mikrometastazy, které se znazorriuji jako
difuzni zvy$ené vychytavani v celém skeletu.

Nejzndméjsi metodou je scintigrafie skeletu
WB nebo SPECT dale mammoscintigrafie, kterou
na naSem pracoviti provadime jiz 8 let. Vy3etieni
je velmi jednoduché: po aplikaci Tetrofosminu se
provadi snimani v levé a pravé poloze vleze a v AP
projekci, event. dopliiujeme SPECT. Daldimi pfimo
zobrazovacimi metodami je zobrazeni pomoci soma-
tostatinovych receptord, kde se vyuZivaji dvé latky,
z nichZ jednou je 111 Indiem znateny Octreotide
anebo, zejména v onkologii pouzivany, 99mTc zna-
¢eny Depreotide. Oba dva se daji vyuzit ke scintigrafii
tumordznich loZisek prsu, i kdyz jejich vyuZiti je spise
v jiné diagnostice. U Octreoscanu jsou to endokrinni
tumory, u Depreotidu loZiskové léze plicni. Scintigrafii
pomoci 99mTc Tetrofosminu a 99mTc MIBI se da téz
vyuzit ke sledovani a vyjadreni MDR (Multi Drug Re-
zistance) genu, kdy koreluje eflux radiofarmaka s pfi-
tomnosti exprese tohoto genu. Da se rovnéz vyuzit
ke sledovani Uspésnosti riznych typli chemoterapie.
Z metod, které slouzi jako sekundarni ke zjisténi me-
tastdz, je nejdllezitéjsi scintigrafie skeletu, ktera
ma zcela pevné, fixované misto v onkologické a mam-
mologickeé diagnostice. SlouZi jednak ke stagingu, ke
sledovani pacientl v dlouhodobém ¢asovém obdobi.
Provadi se vzdy metodou celotélové scintigrafie po
i.v. aplikaci 99mTc MDP, ktery zobrazuje mista kostni
prestavby, ktera koreluji s metastatickym postizenim.
Na nasem oddéleni pak vétsinou k dopInéni provadi-
me planarni scintigrafii nebo SPECT, které upfesiiuji
loZiskova postizeni — nap. patefe, obratu, ¢i v oblasti

panve. Velmi ¢asto se vyskytuje pfi mikrometasta-

tickém postizeni u karcinomu prsu tzv. superscan.

Jednd se o mikrometastazy, které se znazorfuji jako

difuzni zvySené vychytavani v celém skeletu. Zde se

k diagnostice pouziva scintigrafie kostni drené,

ktera se provadi dvojim zplisobem:

= pomoci preparatu Nanocoll

= pomoci znadenych bilych krvinek preparatem
Scintimun Granulocyte, jenz zobrazuje kostni
dren, takze v misté metastatického postizeni
naopak dochazi k negativnim defektiim

K dalSim metodam, spise pomocného charak-
teru, patii SPECT jater (k vyloueni loziskovych
1ézi), ktery umozZfuje zejména 3D zobrazeni. Docela
efektni metoda k diferencidini diagnostice mezi me-
tastatickym postizenim a haemangiomy je SPECT
krevniho poolu. VSechny tyto metody na nadem
oddéleni bézné provadime. Metodiky v onkologické
diagnostice, které jsou zaméfeny na sledovani funk-
ce organ( pfi chemoterapii:

— scintigrafie ledvin s vypoétem funkénich para-
metrd; chceme-li vySetfit glomeruldrni filtraci,
pouzivame radiofarmakon 99mTc DTPA, ke
zjisténi tubularni funkce pouzivdme MAG3. Pri
tomto vySetfeni vidime jednak tvar, velikost
ledvin, vychytavani a transport, jakoZ i funkéni
parametry — efektivni pritok plazmy ledvinami
anebo glomerularni filtraci. Tyto Udaje jsou vel-
mi dlezité k monitorovani pacienta pred ¢i po
chemoterapii nebo béhem ni.

— jedna z metod, kterd se zcela rutinné pouziva
v mammologii je gatovany SPECT, pfi kterém,
kromé perfize myokardu, sledujeme moznosti
ucinku kardiotoxickych cytostatik na depresi sy-
stolické funkce, protoze pfi gatovaném vy3etfeni
vidime jednak poruchy kinetiky, ejekéni frakci
a objemy systolické a diastolické a systolicky vo-
lume.

- v posledni dobé pak zcela nezbytnou soucasti
nuklearni mediciny v onkologii je zobrazeni sen-
tinelové uzliny, kdy se pouziva preparat nanocoll,
velikosti ¢astic 80 nanometr, objem aktivity 2x50
MBg. Pouzivame dvoudenni protokol. Na naSem
oddéleni aplikujeme peritumorainé a subcutanné
na vyznacené misto nad tumorem, po masazi se
provadi snimkovani na gammakamefe v pfedni
a zadni projekci. Snazime se chirurgim oznadit
poCet a lokalizaci téchto sentinelovych uzlin. Je
zejména nutné zaméfit se na uzliny, které nejsou
v typické axilamni lokalizaci jako jsou parasternal-
ni nebo subclaviculdrni. Druhy den je pacient od-
vezen na sdl, kde pomoci gammasondy operatér
sleduje a detekuje sentinelovou uzlinu, ktera se
po extirpaci vy3etfi histologicky. Tato metoda je
velkym pfinosem v modermni 1é¢bé. Zde si dovolim
jen malinkou zminku o velmi diskutované otazce
radiadni zatéZe na operacnim sale. Dovolim si
vyuzit studie profesora W. Brennera a H. Osterta-
ga, kterd byla prednesena v Neapoli v srpnu 2001
ajmenuije se Radiation exposure to the personnel
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malignancies). Tissue samples were obtained with the permission of the local
Ethical Committee of Human Studies. Using quantitive real-time PCR we have
analyzed: 33 samples of ccRCC with their controls (the contralateral pole of the
same kidney not infiltrated by cancer, assigned C) as well as control samples from
patients suffering from other, nonneoplastic kidney abnormalities (6 samples,
assigned N). The expression of the whole pool of DI transcript variants was
dramatically lowered in ccRCC tissues. The separately performed expression
analysis of alternatively spliced D1 transcript variants, which differ in the
presence or absence of subexon 1b, also exhibited about 90% decrease of mRNA
in both transcript variants of cancer tissues. Simultaneously, the comparison of
these alternatively spliced mRNA groups revealed that ratio: (whole pool of D1
transcripts)/(transcripts containing theIb exon) as well as relation: (whole pool of
D1 transcripts)/(transcripts devoid of thelb exon) were increased several times in
the ccRCC in comparison with controls. This observation suggests the existence
of at least one another alternatively spliced variant, which extends the whole poll
of DI transcripts and possibly is overexpressed in ccRCC. Our results indicated
that the alternative splicing process of deiodinase type I can be disturbed in
ccRCC.

9th European Congress of Endocrinology, Budapest, Hungary, 2007

tissues and 9 wash-out material from fine-needle aspiration biopsies (FNAB) after
signing informed consent approved by ethical committee. For assessment of
influence of Chernoby! nuclear accident we devided samples into 5 periods - one
period before and four periods after the accident. DNAs from paraffin-embedded
samples were extracted using the QIAamp DNA Blood Mini Kit and frozen
samples using Trizol reagent. BRAF gene was screened using the single strand
conformation polymorphism method (SSCP) and verified by direct sequencing.
The V600E mutation was detected in 56 samples (38,6%). All BRAF mutations
except one were heterozygous. Surprisingly, in the period before Chernobyl
nuclear accident no BRAF mutation was found, in other periods 56 mutations
were detected (41,2%). The female to male ratio was 3,7:1, mutation was found in
48,4% of male and in 36% of female patients. In our series difference between age
at diagnosis in patients with and without mutation was not significant. Our study
confirms a high rate of BRAF V600E mutation in Czech PTC patients. Results
indicate that the mutation is the most frequent genetic alteration found in PTC and
it could be used as a reliable genetic marker of PTC and applied for FNAB before
surgery.
This study was supported by IGA MZ CR NR/7806-3.
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Ret expression reduces estrogen-induced lactotrope hyperplasia
Carmen Caiiibano, Noela Rodriguez, Sulay Tovar, Maria Jesiis Vizquez,
Montserrat Lavandeira, Carlos Dieguez & Clara Alvarez

Department of Physiology, School of Medicine, University of Santiago de
Compostela, santiago de Compostela, Spain.

RET is a tyrosine kinase receptor activated by GDNF, NTN, ART and PSPN
through GFRal.2, 3 and 4 respectively. Activation of the receptor elicits
intracellular pathways such us Ras/MAPK and PI3K/AKT leading to
differentiation and proliferation. Our group has previously shown that RET is
expressed specifically in the somatotroph cell population within the pituitary
gland, both in rats and in humans. We have also shown that, in absence of its
ligand GDNF, RET induces activation of caspase 3 PKCd/JNK/c/EBPa and
CREB, causing apoptosis in cell cultures. Cell death is dependent on Pit-1 and p53
induction. This findings confirm previous hypothesis and strongly indicate that
RET acts as a dependence receptor. Now we provide evidence that the same
biological and biochemical mechanisms work in vivo.

For doing so, we have used a model of lactotroph hyperplasia induced by
estrogen administration in rat. Hyperplasic pituitary glands were infected with
purified high-titer retroviruses encoding RET or the corresponding empty virus as
control. Viral delivery was achieved by estereotaxia, injecting the retrovirus
directly into the pituitary of living anesthetized rats. Following treatment and
infection rats were sacrificed and pituitary weights recorded. As expected,
estrogen treatment induced a marked increase in pituitary size. Interestingly,
viral-mediated RET expression caused a significant reduction compared to mock-
infected pituitaries (26.6+/— 1.8 mg vs 18.0+/— 1.0 mg), restoring pituitary
weight to values similar to pituitaries not treated with estrogens. We were able to
detect RET expression in lactotrophs, suggesting that ectopic expression of the
dependence receptor caused lactotroph cell death and hyperplasia reversal.
Moreover, we show activation of the caspase 3-PKCd-JNK-c/EBPa-CREB
apoptotic pathway, indicating that the same molecular events are elicited by RET
in cell culture models and in vivo.
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Analysis of BRAF point mutation m papillar ry thyroid carclnoma
Vlasta Sykorova', Sarka Dvordkova Jan Laco?, Ales Ryska?,

Daniela Kodetova®, Jaromir Astl*, David Vesely & Bela Bendlova'
'Institute of Endocrmology, Praguc Czech Repubhc‘ “Fingerland’s Institute
of Pathology, Hradec Kralove, Czech Republic, 3Institute of Pathology and
Institute for Pathological Ana(omy and Molecular Medicine FN Motol,
Prague, Czech Republic, *Department of ENT and Head and Neck Surgery
FN Motol, Prague, Czech Republic.

BRAF point mutations are found in 29-69% of papillary thyroid carcinoma
(PTC). BRAF is a serine-threonine kinase involved in the phoshorylation of
MAPK signaling pathway. The mutation is located in the exon 15 of BRAF,
resulting in the substitution of valine to glutamate at codon 600 (V600E).
Mutation generates unregulated B-Raf activity that leads to increased cellular
proliferation. The aim of this study was to determine the frequency of BRAF
mutation in the Czech population and its changes in 1960-2006. We examined
145 of PTC: 92 paraffin-embedded formalin-fixed tissue samples, 44 fresh frozen

Effect of surgery on carotid vascular remodeling in patients with
pheochromocytoma

Giampaolo Bernini, Fabio Galetta, Michele Bardini, Ferdinando Franzoni,
Chiara Taurino, Angelica Moretti, Matteo Bernini & Antonio Salvetti
Department of Internal Medicine, Universiyt of Pisa, Pisa, Italy.

In vitro and in vivo studies suggest that catecholamines, in addition to their
hemodynamic effect, exert a direct influence on the vascular wall, leading to
eutrophic and hypertrophic remodeling. This finding is in agreement with that
recently reported by our group on patients with pheochromocytoma (PHEO)
who show carotid intima media thickness (IMT) and vascular fibrosis higher
than essential hypertensives matched for classic cardiovascular risk factors,
including blood pressure. To further confirm the direct vascular influence of
catecholamines in humans, we compared carotid IMT, by ultrasound imaging,
and vascular fibrosis, by imaging backscatter signal (IBS) analysis, in a group
of patients with PHEO and high-normal blood pressure (n=10; mean+ SD age
51%13.2 yr, range 28-70 yr) before and after surgical cure (mean+SD 20.5+
5.98 months, range 12-29 months). After removal of the tumor, no significant
variation in systolic (126.5+6.5 vs 138.3 +5.6 mmHg, mean + se) and diastolic
(83.6+3.1 vs 87.0+4.1 mmHg) blood pressure and in total cholesterol
(207.0+£9.6 vs 198.8+12.6 mg/dl), HDL-cholesterol (62.8+4.5 vs 61.3%
4 mg/dl), and LDL-cholesterol (118.3+8.5 vs 117.9+13.1 mg/dl) was
observed, while a reduction in urinary metanephrines (normetanephrine:
480.01+51.2 vs 2264.8 +681.4 ug/24 h, P <0.003; metanephrine: 178.7+23.5
vs 879.2+290.8 ng/24 h, P<0.03) and in catecholamines (plasma nor-
adrenaline: 442.9+54.7 vs 623.9+115.0 pg/ml, N.S.; plasma adrenaline:
36.1+7.2 vs 183.84+99.3 pg/ml, P<0.02; urinary noradrenaline: 49.4+8 vs
86+27.4 ug/24 h, N.S.; urinary adrenaline:8.6+0.7 vs 18.01+7.7 pg/24 h, NS)
was shown. After surgery, IBS values significantly decreased (—22.8240.40 vs
-21.1740.61 dB, P<0.005) and a similar pattern was observed for carotid
IMT (0.86 +0.06 vs 0.88 +0.06 mm, P <0.06), though at not significant extent.
A direct and significant correlation was found between the absolute reduction in
IBS values and the absolute decrement in urinary normetanephrines levels (r=
0.54, P<0.03). In conclusion, our results confirm that high catecholamine
levels directly affect the vascular wall structure, indipendently of the
hemodynamic discharge.
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A case report of ectopic Cushing’s disease presented with
trombocytopenia

Demet Ozgll Yetkin', Sayld S Zuhur', Ekrem Kara', Ayla Gurel Sayin®,
Bugc 0z® & Ertugrul Tasan'

'Istanbul University Cerrahpasa Medical faculty Endocrinology and
Metabolism Department, Istanbul, Turkey, ?Istanbul University Cerrahpasa
Medical faculty Cardiovascular Surgery Department, Istanbul, Turkey,
3Istanbul University Cerrahpasa Medical faculty Pathology Department,
Istanbul, Turkey.

PURPOSE
To report a case of Cushing’s syndome caused by ectopic ACTH secretion related
to a thymic carcinoid presented with trombositopenia.

Endocrine Abstracts (2007) Vol 14
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length S/bp) aid »' ceilluar L T g cad Fotgocce g | S S S P S S o1 ¥
cac ct, length 1Cabp  “ona~ s of i RET - samples v isoes o positive for
rearrangernent wh:never they oresented expr: . oS RET Tk dbosvan a7 e cxpression of
RET EC.

PCR protocol for PBGDI and PBGDII was: 2 ui of ZDNA were ac.:e¢ o
25mM MgCl. 2mM dNTP, 2uM »f each yrimer ane 1,25U AmpliTe f5cic

inixture containing
14 folvimerase 'n a

g

final volume of 25u!. After iritia: denatu ation =!I Cfor 10 min, o peocaton wie perforimed
over 35 cycles or sisting of &7 ¢ for ) sec, fer 30 sec B Yiooo and a anal
extension at 72 C >~ min crr »4A the mal ¢ ("2 protocoi T+ e o4 domains was:
2 ul of cDNA we e dc «d to a i ixture centaini:: A MgCly, onon A F, Sal of 2ach primer

and 1,25 Red Hnt jaq Polymerase in a final voi x>t Z5ul. Thirty </cle  of deraturation (95 C
for 30 sec), annealing (50 C for30 sec), extension :C C for 30 seci anc 4 final extension (72 C
for 2 min) were performed. PCR protoccl for RizT; “TCland RET/F C3 was. 2 ut of cDNA were
added to a mixture containing 25mM MgCl, 211 dNTP, 2ulM »f eath primer and 1,25U

AmpliTac Gold Tag Palymerasz v 2 final volume ¢ 2Hul. The anrp icatic o was erformed —ver
Y

30 cycles consistin: ot 94 C for 50 sec, ~5 Cfo 20, 72 Cfor ' s @A ¢ Dot extersion
at 72 C for 2 tair & 2ry PCR rcacticr mclua:. ive and ne v s hoal of PCR
product were elcctieporesed it a 2 % ajarose .. no UV detectle:

PCR protoco! Real Time PCR was: 50ng of RN .. v o added to 2 wixti € contarinng 3,25mM
Mn(OAc),, 0,3uM cf each primar and 1x conc. _ic v Cycler RNA ivasie: SY2R Creen in a final
volume of 20ul. TK primers we 2: F (cgg tgg ccg t . aga tg) and ~ (ict ~ac agc agg tct cga a),

length 64bp. Real Time PCR wias performed on Lic ~t Zycler: rever = ~r-scintinn (61 C for 20
min), denaturation (¢4 C for ¢}, 45 ovcles o ol fication: 4o - te ctior orolenc),

annealing (60 ¢ for & sec), ¢-itesioy 2 C . sect and ¢ o S e 1 ),
melting curve: «tertu Ltiorn (9= € for 5 ec), a v (63 Cfor o ¢ " fans eilbing on 25 C
We have alway: porfoomad re- time FIR wits ¢ v ve contrel . of - ih poe-itive contol in

amount of 50ny, »n¢ and 3 -ng of “NA. B t .ainple was it aed n fwoe reaction
mixtures for control of specifity and sensitivity sf r .1 time FCR.

RESULTS OBTAINED:

32 sampies froas 'ne series of ZZ2 sarrpes we'e ols to ampaf oo b e 2BCEDEL v 2
samples we pefo m=. contro . pplic.ton for 0, that v hooos 20 yrovact han
PBGDI. Both sainpies vere pos Live. (oo was fco w0 2 JPTCL ain ooy brsseee RET/PTCS in

none cancer tiss ie ano. RET/P7 .50 4 ce ncer tir:

We optimised Reai Tirme PCR for 7K do'nain u- .« wc pairs of p- niers twe pasitive contiols,
different concentravions of Mr- OAc), (.2,5mM, ! 57 M a 4mdM Jiffe rent Le nperatures for
annealing of primers (55 C and 60 C) and acc .t v ion of ampiific 2o (57 C and 77 C). We

analyzed 50 samples by using Real time PCR arc¢ + » detected 7 =2 ole- (14 % positive for TK

domain (RET/P7CX . Tae resuli< ¢re diffrrent fro n2 results of « ¢ owc e 0 U Com e Ccan sad
by using different ime:hod. Curr oo @osted 2 der. iti-d that the Voo s e o a cingle
gene for normalize o1 ‘eads 7 oy clative farge o nd that o U 1oone seferance gene
should be used tor ccira e nos aatizatic of ex i Cata.

The stay was vory asziul for e 1 wou. 1 like ¢ corew knowle s fyoar ze on o the eal
time PCR in our laboratory. Fii.t of all - woul: 13 use house«:ep .o gene . such as PBEGD
and S14 (mitochondr.al ribosomal protein) anc ne ~aiize them . Reai time PCR. T am going
to collect other tissiies and analyso therr for RE 77 using Reai t e FU -
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