Abstrakt

Testikularni germinalni nadory (TGN) jsou pomérné vzacné solidni nadory dospélych.
I tak postihuji vice nez 700 muzi ro¢né v CR, pfi¢emz se vétsinou jedna o mladé pacienty ve
véku 18-45 let. Velka cast pacientl je vylécitelnd kombinaci operace a chemoterapie, piesto
zhruba 50 muzd ro¢né v CR tomuto nadoru podlehne, a to v naprosté vétsing piipadt
nasledkem rozvoje rezistence na chemoterapii obsahujici cisplatinu. Méné Casty vyskyt a
vysoka kurabilita jsou patrné ptic¢inou toho, Ze molekularné biologické i klinické studie se u
téchto nadori provadéji relativné ziidka, a naSe porozuméni biologickym procesim vedoucim
ke vzniku primarniho nadoru a vyvoji rezistence na cisplatinu (CDDP) je stile omezené.
V soucasné¢ dob¢ se v klinické praxi nepouzivaji zadné specifické molekularné-biologické
vlastnosti TGN, které by mohly slouZit jako prognostické nebo prediktivni faktory a ptispét
k lepsi stratifikaci pacientll a perzonalizaci 1€cby. V této praci jsme studovali molekularné-
genetické pozadi vyvoje TGN a rezistence na CDDP na nékolika trovnich. Za ucelem
komplexniho studia vzniku cisplatinové rezistence jsme se rozhodli pfipravit a sekvenovat
CDDP-exponované¢ TGN bunécné linie. Dlouhodoba expozice CDDP zvysila rezistenci
10krat v bunééné linii NCCIT, zatimco u Tera-2 nebyla dosazena vyznamna rezistence. Vyvoj
rezistence na CDDP byl doprovazen prechodnym poklesem proliferace a zménami
v bunééném cyklu - zvySeni G1 a sniZeni S-frakce v bunécné populaci. CDDP-rezistentni
buiky NCCIT vykazovaly vice ziskanych mutaci (celkem 21, z toho 3 v genu ATRX), stejné
tak 1 vyznamné zmény v genové expresi (napi. PAX5). Analyza variaci v poctu kopii (CNV -
copy number variations) ukazala vétSi ztraty v poctech kopii vice genti a n¢kolik duplikaci v
bunikach rezistentnich na CDDP. Dale jsme u TGN zkoumali vyznam genu Wilmsova
tumoru 1 (WT1I), jelikoZ se jednd o transkripéni faktor nezbytny pro vyvoj a funkci varlat a
jeho zmény byly popsany v souvislosti sriznymi jinymi malignitami, takze jsme
pfedpokladali jeho potencialni roli 1 v patogenezi TGN. Kvantifikaci celkové exprese WT1
pomoci qPCR a jeho hlavnich izoforem u 105 TGN pacientt (114 nadorovych vzorkl a 100
kontrol) jsme prokdzali vyznamné snizeni exprese WTI se signifikantnim
posunem k izoformém postradajicim exon 5, které spolu s relativné vysokym vyskytem W71
somatickych mutaci identifikuji W71 jako novy potencidlni faktor zapojeny do patogeneze
TGN, pravdépodobné jako tumor supresorovy gen. U dalSich 210 pacientdt s TGN byla
metodou qPCR detekovana mutace BRAF V60OE a tato byla identifikovdana pouze u 1 %
pacientll, coz nesved¢i pro jeji vyznam ve vyvoji TGN. Exprese proteinu p53 byla hodnocena

imunohistochemicky, coz ukézalo vyznamné snizeni exprese v metastdzach ve



srovnani s pitvodnimi nadory. Tyto vysledky mohou nasvédcovat roli p53 v metastatickém
Sifeni u TGN. Nase prace dale zahnuje sekvenacni data z 31 vzork( primarnich nadort
pacientli a parovych kontrol. Zde byly nalezeny vyznamné aberace vice gentl, pricemz
nejvyssi pocet mutaci byl pozorovan u pacienti, u kterych se vyvinula rezistence na CDDP.
Jako zajimavou hodnotime skutec¢nost, ze u 2 pacientl byla detekovana mutace v genu A7RX.
Byly nalezeny i aberace ve vybranych genech pii amplikonovém sekvenovani, které mohou
byt dulezité v biologii TGN - TP53, MDM?2, ATM. Hodnotily se také¢ KRAS, NRAS, HRAS,
BRAF a WT1. Nas vyzkum zdlraznuje molekuladrni zmény souvisejici s vyvojem rezistence na

cisplatinu a identifikuje geny s potencialnimi rolemi v tomto procesu.



