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1. UvoD

Zhoubné nadory piedstavuji heterogenni skupinu onemocnéni charakterizovanou
ristem, invazi a metastdzovanim. Chromozomalni instabilita je jednou z vlastnosti
nadorovych bunék a odpovidd zméndm chromozémovych oblasti, ve kterych jsou
lokalizovany geny podilejici se na nddorové transformaci.

V souvislosti s mohutnym rozvojem biologie a genetiky v poslednich letech ptibyva
poznatkii o mechanizmech karcinogeneze a klinickou onkologii obohacuje prvek, ktery se
zaméefuje na pacientovu progndzu. Tzv. prognostické faktory mizeme rozdélit do tii skupin:
faktory tykajici se nadoru, faktory tykajici se hostitele, tj. pacienta a faktory tykajici se
prostiedi, ve kterém se pacient nachazi. Vyhodnoceni dostupnych prognostickych faktort
umoziiuje piedpovédét pravdépodobny vyvoj nddorového onemocnéni v konkrétnim case.
Jednotlivé faktory pfitom maji rGznou vypovidaci hodnotu. Podle toho rozliSujeme
prognostické faktory zasadniho vyznamu, dopliikového vyznamu, nové a slibné prognostické
faktory. Z tivah o progndze ovarialniho karcinomu vyplyvaji tfi zadsadni okruhy: prognéza
celkového preziti, progndza lécebné odpovédi, prognodza 1écby druhé a dalsi linie u
recidivujiciho nadoru [1].

Zhoubné nadory ovaria patii mezi nejcastéjSi pfi€iny umrti na gynekologické
malignity a pfedstavuji ptiblizné 30% vSech naddort Zenské reprodukéni soustavy. Ve vice nez
75% ptipadi je toto onemocnéni diagnostikovano v pokrocilych stadiich. I pfes vysoké
procento lécebnych odpoveédi na primarni 1écbu, u vice nez 80% ptipadt dochazi k recidivam.
Rocné je ve svété diagnostikovano piiblizné 190 000 novych ptipadl ovaridlniho karcinomu,
114 000 Zen v souvislosti s timto onemocnénim rocné umird. Ovaridlni nadory se ve vétsing
ptipadl vyskytuji u Zen sporadicky, bez pozitivni rodinné anamnézy. Geneticky podminéné
nadory ovarii tvofi asi 5-10%. Jak pro sporadické, tak i pro hereditarni ovaridlni karcinomy je
charakteristickd akumulace genetickych piestaveb a pro oba typy nddort také vysoky stupeit
genetickych alteraci. Neni zcela jasné, zda jsou tyto alterace nezbytné k iniciaci ¢i promoci
karcinogeneze nebo jsou diisledkem vrozené genomoveé instability [2].

Karcinogenezi sporadickych ovaridlnich tumorti ovliviiuji pfedev§im geny dvou
skupin: onkogeny a tumor-supresorové geny. Bylo popsano vice jak 60 onkogenli a nékolik
znich, jako K-ras, c-erbB-2(HER-2/neu), c-fms, c-myc, b-raf a Akt-2 bylo studovdno u
ovarialniho karcinomu. Alterace tumor-supresorového genu p53 je jednou z nejcastéjSich
genetickych alteraci popsanych u vétSiny karcinomi, véetné karcinomu ovaria. Mezi dalsi

tumor-supresorové geny zkoumané u ovaridlniho karcinomu patii RB1, WT1 a PTEN.



Exaktni role téchto gentli v patogenezi sporadického ovaridlniho karcinomu rovnéZz neni dosud
jednoznaén€ vymezena [3, 4].

Vysledky molekularnich analyz ovaridlnich karcinomt v poslednich letech, i pfes
nékteré stale nejednoznaéné interpretace, vedly knovému pohledu na ovaridlni
karcinonogenezi. V soucasné dob¢ tak rozliSujeme dva zdkladni typy ovaridlnich epitelidlnich
karcinomi: nddory typu I oznaCované jako ,low grade® anéddory typu II ,high grade®,
s rozdilnym klinickym chovanim i odliSnym molekularnim profilem [5].

Vice autortl vénovalo pozornost vztahim mezi vyskytem chromozomalnich aberaci a
klinickym vyvojem onemocnéni. Prognosticky vyznam jednotlivych genetickych parametri,
spolu s dal§imi dostupnymi molekularn€ biologickymi i klinickymi ukazateli, neni v soucasné
dobé pro pouziti v klinické praxi jednozna¢né vyhodnocen. Je vice nez ziejmé, ze klinicka
heterogenita zhoubnych nadorti se odviji od genomu nadorovych bun¢k a patologické exprese
jeho genti. Vysledky DNA ¢ipovych analyz déale jednozna¢né dokazuji, ze aktivovanou
genovou vybavu, realizujicich metastaticky potencial, mohou mit nddorové bunky jiz od
pocatku svého vzniku. Cilem do budoucna je vytvofeni expresniho molekuldrniho profilu
nadoru, ktery by ho charakterizoval ptfedev§im z hlediska invazivnich vlastnosti,

metastatického potencidlu a rezistence na béZzn¢ pouZzivana cytostatika.

2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Jednim zcili prace bylo zavedeni molekularné-genetickych metod pfi vyzkumu
solidnich zhoubnych nadori do praxe cytogenetické laboratofe a nasledné porovnani
jednotlivych postupti z hlediska vytéznosti, financni ndro€nosti 1 ispéSnosti.

V cilové skupiné sporadickych ovaridlnich karcinomti bylo snahou nalézt typické
aberace, které¢ charakterizuji tento nador. Nasledné porovnat tyto nalezy s vysledky ziskanymi
vySetfenim jiné skupiny gynekologickych malignit, a to karcinomii délozniho hrdla.

Hypotéza ¢. 1. Existuji chromozomalni aberace typické a charakteristické pro
Jjednotlivé nadory, které je odlisuji od jinych nadoru. Urcité aberace mohou mit zasadni
vyznam.

Statistické vyhodnoceni sledovanych parametri klinické 1 laboratorni povahy
u pacientek s karcinomem ovaria si kladlo za cil odhalit vyznamné korelace mezi
jednotlivymi sledovanymi parametry a vyhodnotit jejich pfipadny prognosticky vyznam.

Hypotéza ¢. 2. Existuji statisticky vyznamné zavislosti testovanych parametrii, vcetné
statisticky signifikantnich korelaci mezi ndlezem chrozomalnich prestaveb a ostatnich

sledovanych parametrii klinické, histopatologické i molekuldrni povahy.



3.  MATERIAL A METODIKA

Do studie bylo zahrnuto 60 pacientek s ovarialnim karcinomem a také 20 pacientek
s cervikdlnim karcinomem. Vzorek néadoru byl vySetfen histopatologem s cilem urceni
histologického typu a néadorové diferenciace (gradingu). Dale byl proveden
imunohistochemicky priikkaz p53 a proliferaéniho markeru MIB-1 metodou stanoveni tzv.
HSCORE dle Mc Cartyho et al. [6].

Predlozené genetické vysledky byly ziskany pomoci cytogenetickych a molekularné-
cytogenetickych metod. Pfi popisu chromozoémul a karyotypt jsme respektovali mezindrodni
nomenklaturu (International System for Human Cytogenetic Nomenclature - ISCN 1995),
v souladu se zdvaznou mezindrodni normou.

Ke zjistovani chromozomdlni nestability nadorovych bun¢k bylo pouzito
cytogenetického vyhodnoceni karyotypu s pouzitim pocitacové analyzy obrazu. Pfi piipraveé
chromozomovych preparati bylo pouzito jak ptfimého zpracovani, tak i kratkodobé kultivace,
s naslednym konven¢nim zpracovanim a G-pruhovanim. Néadorova tkan byla kultivovana
paraleln¢ ve dvou médiich — v jednoslozkovém médiu Bio-Amf 2 (WKS-Diagnostik,
Némecko) a ve dvouslozkovém médiu AmnioMAX-C100 (Invitrogen Corp., USA)
v termostatu pti 37° C a 4 % CO,. Skli¢ka pro cytogenetickou analyzu byla ptipravena
konvencnim zplisobem. Mitdzy byly sklizeny po 3,5 hodinové blokaci kolchicinem, uvolnéni
bunék bylo provadéno standardné smési trypsinu a verzenu. Hypotonicky roztok 0,75 M KCl
byl pouzivan 45 minut, provadély se 3 metanoloctové fixace, kapani buné¢né suspenze pro co
nejlepsi rozprostieni bunék se provadélo na mokra chlazend podlozni sklicka.

K upfesnéni aberaci byla na nckteré konkrétni mitdézy po jejich cytogenetickém
zhodnoceni pouzita metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace), s pouzitim jednotlivych
celochromozomovych malovacich sond, tzn. sond, které hybridizuji s mnohocetnymi
chromozémovymi sekvencemi. Vzhledem k nedostatenému pfistrojovému vybaveni
pracovisté nebylo mozné pouzit metody m-FISH (multicolor — mnohobarevna FISH), ktera
umozni barevné odlisit piestavby vSech chromozému na téZe mitdze.

Pii fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) byly pouzity celochromozdémové malovaci
sondy WCP 1 SpectrumGreen Probe, WCP 3 SpectrumGreen Probe, WCP 4 SpectrumOrange
Probe, WCP 7 SpectrumGreen Probe a WCP 11 SpectrumOrange Probe (Vysis Inc., USA),
v souladu s postupem doporuenym vyrobcem. Preparaty byly vyhodnoceny pomoci
fluorescencniho mikroskopu Olympus BX 51 (Olympus Co., Japonsko), vybavené¢ho
transmisnim filtrem pro UV/DAPI (360 nm), Orange and Green (Vysis Inc., USA).



Dalsi pouzitou metodou byla CGH (komparativni genomova hybridizace). Tato
metoda je zaloZena na in situ hybridizaci odli$n€ znacené celkové genomové nadorové DNA a
referencni genomové DNA normalnich metafazickych chromozémi. Z izolované nadoroveé
DNA Ize tak piimo detekovat nebalancované prestavby (amplifikace, delece) vsech
chromozémi, a to bez narocné piedchozi kultivace. Metoda ovSem neodhali balancované
pfestavby (translokace, inverze) a pomoci ni také nelze odlisit diploidni a tetraploidni tumory,
coz vyplyva z principu samotné metody. CGH umoziiuje vySetieni celého genomu v jedné
hybridizaéni reakci.

Izolace DNA v nasi studii byla provedena pomoci QlAamp® DNA Mini Kitu (Qiagen
Inc., USA) dle postupu doporu¢en¢ho vyrobcem, pii samotné hybridizaci bylo vyuZzito
reagencii fy Vysis Inc., USA, v souladu s doporu¢enim vyrobce. Pro pocitacovou obrazovou
analyzu byl pouzit software LUCIA-CGH (Laboratory Imaging, Ceska republika). Preparaty
byly vyhodnoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus BX 51 (Olympus Co.,
Japonsko).

Cilem statistického zpracovani bylo vyhodnotit vztahy sledovanych kvantitativnich a
kvalitativnich parametri ve skupindch ovaridlnich i1 cervikalnich karcinomd, s diirazem na
vztahy chromozomalnich pfestaveb k ostatnim parametrim.

V obou skupinach, tj. ovaridlnich i cervikdlnich karcinomt, jsme pfi statistickém
zpracovani vyuzili analyzu rozptylu a test chi-kvadrat (x*). Vzhledem k velkému mnoZstvi
proménnych, testovani praméru pouze mezi dvojicemi skupin bylo provedeno
s Bonnferroniho korekei hladiny vyznamnosti pro vicendsobna porovnani dvojic souboru.

Pii statistickém zpracovani (ANOVA, test chi-kvadrat (y%)) byl pouzit SPSS 13.0
software. Zpracovani ve skupiné ovaridlnich karcinomt bylo nésledujici:

1. testovani 4 kvantitativnich proménnych (vék, CA125 pred 1écbou, MIB-1, p53)
pomoci analyzy rozptylu s délenim do skupin podle 9 kvalitativnich parametrt: stadium (I, II,
I, IV), histologie (endometroidni, mucinézni, serdzni adenokarcinom), grading (G1, G2,
G3), operacni reziduum (ne, ano), lymfadenektomie - LE (ano-, ano+), 1é¢ebna odpoveéd —
response rate RR (CR — complete response, PR — partial response, PD — progression of
disease), CA125 po 1écbé (negativni, pozitivni), p5S3 HSCORE (negativni, pozitivni),
ptrestavba (zadné, mald, velkd). SD (stable disease) nebyla u téchto pacientek zaznamenéna.

2. Testovani vySe uvedenych kvalitativnich parametrli mezi sebou testem zavislosti
chi-kvadrat (*).

Zpracovani ve skupiné cervikalnich karcinomi bylo nasledujici:



1. testovani 3 kvantitativnich proménnych (vék, MIB-1 HSCORE, p53 HSCORE)
pomoci analyzy rozptylu s délenim do skupin podle 6 kvalitativnich parametrt: stadium (I, II,
III, IV), histologie (dlazdicovy, dlazdicovy nerohovéjici, dlazdicovy rohovéjici), grading
(G1, G2, G3), 1écebnd odpoved — response rate RR (CR — complete response, PR — partial
response, PD- progression of disease), pfestavba (ano, ne) a p5S3 HSCORE (negativni,
pozitivni). SD (stable disease) nebyla u téchto pacientek zaznamenéna.

2. Testovani vyse uvedenych kvalitativnich parametri mezi sebou testem zavislosti
chi-kvadrat (%) .

Pocet statisticky vyhodnocenych ptipadi byl u jednotlivych parametri rizny, klinické
informace, histologické ndlezy vcetné nadorové diferenciace byly k dispozici u vSech
pacientek. Imunohistochemické vysetieni (MIB-1 HSCORE, p53 HSCORE) nebylo
provedeno v nékolika ptipadech z divodu Spatné fixace tkan¢ urené pro toto zpracovani.
V disledku technickych zavad, nedostateného mnoZstvi nadorové tkané a v nékterych
ptipadech i neuspésné kultivace, chromozomalni piestavby byly hodnoceny u 20 pacientek ve
skupin¢ cervikdlnich karcinomti a u 47 pacientek ve skupiné ovarialnich karcinomu.
Koncentrace DNA byla extrémné nizka u 13 pacientek ze skupiny ovarialnich karcinomi, tyto
ptipady byly vylouceny z genetického testovani.

Veskeré ziskané tidaje byly kompletné zohlednény pfi statistickém zpracovani.

4.  VYSLEDKY

Skupina ovaridalnich karcinomii

VEk pacientek ve skupiné ovaridlnich karcinomt se v dob& diagnozy pohyboval od 39
do 81 let (medidn 61 let). Rozdéleni podle stadii (FIGO) a histologie (véetné gradingu) je
uvedeno v Tab. 1.

Konvenéni cytogenetickd karyotypizace byla uspé$na u 35 pacientek ze 40
testovanych (87,5%). S cilem porovnat vysledky ziskané riiznymi metodami a vyhodnotit
vyhody a nevyhody jednotlivych metod, byla u 6 pacientek (10% z celé skupiny) s pfedchozi
uspésnou konvenéni karyotypizaci pouzita metoda FISH. CGH metoda byla uplatnéna u 12
pacientek (20%) s netispéSnou konvenéni karyotypizaci.

Genetické nalezy. Numerické a strukturdlni aberace byly nalezeny u 63% ovarialnich
nadorovych bunék Nejcastéjsi aberace viz Tab. 2. Zajimavym néalezem byla delece 22q,
zaznamenana v 17 ptipadech (36,2%), tento nalez je dle dostupné literatury pomérné vzacny,

viz Obr. 1.



Tab. 1 Charakteristika skupiny ovarialnich karcinomii (FIGO stadium, histologie, grading)

PARAMETR N %
FIGO stadium: I 10 16,7
I 4 6,7
I 40 66,7
v 6 10,0
Celkem 60 100,0
HISTOLOGIE, GRADING: 51 83,0

ser6zni adenokarcinom (z toho)

Gl 8 (15,7
G2 7 (13,7)
G3 36 (70,6)

mucindzni adenokarcinom (z toho) 3 5,0
Gl 2 (66,7)
G2 1 (33.3)
G3 0 (0,0)

endometroidni adenokarcinom (z toho) 5 8,3
Gl 1 (20,0)
G2 3 (60,0)
G3 1 (20,0)

nediferencovany karcinom 1 1,7
Celkem 60 100,0

Tab. 2 Nejcastéjsi genetické alterace ve skupiné ovarialnich karcinomil a metody jejich

detekce (*konvenéni karyotypizace)

GENETICKE ALTERACE N (celkem 47) % Metody
Konv.* CGH

Amplifikace 1q 17 36.2 ano ano
3q 8 17,0 ano ano
20q 8 17,0 ne ano
Delece 4p 8 17,0 ano ano
4q 8 17,0 ano ano

18p 4 8,5 ne ano

18q 4 8,5 ano ano

19q 4 8,5 ne ano

22q 17 36,2 ano ano

Translokace t(10;15) 2 43 ano ne
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Obr. 1 Pacientka ¢. 37 Vysledek ziskany metodou CGH byl zjistén u dobie
diferencovaného serdézniho ovaridlniho cystadenokarcinomu stadia FIGO IIIA. Vedle
v literatuie zfidka uvadéné amplifikace 1p je zde vyrazna delece 19q a delece 22q, v literatuie

opisovana vzacné, v naSem souboru ovarialnich karcinomt zaznamenana u 36% pripadu.
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Izolovana balancovana translokace t(10;15) byla nalezena ve dvou piipadech (4,3%).
Nélez byl pfitomen ve vSech vySetiovanych butikach, konstituéni translokace byla vyloucena
vySettenim periferni krve. Ostatni nalezy se vyskytovaly v méné nez 5% piipadii: amplifikace
8q, 11q, 17q, 19q, 12p, 12q, 5p, 5q, 6p, 69, 21q; delece 16q, 17q, 11p, 11q, 13q, 12p, 5q, 9q,
2p, 2q, Xp, 1q, 15q. Ve 32% ptipadl byly nalezeny rozsahlé zmény, pocet aberantnich
chromozoému ptesahoval sedm. Ve 37% piipadii byl nalezen diploidni karyotyp.

Korelace mezi klinickymi, histopatologickymi a molekularnimi parametry.

Statisticky vyznamnou zavislost se podatilo prokazat pro tyto kvantitativni proménné:

1. Zeny s dg. stadiem I byly statisticky vyznamné (p<0,01) starii (74) nez Zeny ve
stadiich II, III, IV (59, 61, 60).

2. Zeny s gradingem G1 mély statisticky vyznamné (p<0,05) niz§i hodnotu MIB-
1 HSCORE (141) oproti Zendm s G2 (209) a G3 (195), nebyla zjisténa zavislost na
histologickém typu.



3. Zeny s gradingem G1 mély statisticky vyznamné (p<0,05) niz§i hodnotu p53
HSCORE (126) oproti Zzenam s G2 (236) a G3 (173), nebyla zjisténa zavislost na
histologickém typu.

4. Zeny s pozitivnim nalezem p53 HSCORE mély statisticky vyznamné
(p<0,001) vyssi primérnou hodnotu MIB-1 HSCORE (217) oproti Zenam s negativnim p53
HSCORE (157).

5. Zeny s velkou chromozomélni piestavbou byly statisticky vyznamné (ale jen
p<0,1) mladsi (54 ) oproti zenam s malou (60) a zadnou piestavbou (66).

Pro kvalitativni parametry se podafilo prokazat statisticky vyznamnou zavislost mezi
nasledujicimi parametry:

1. Stadium nadorového onemocnéni a grading (p<0,001). Zavislost na
histologickém typu nebyla prokézana.

2. Stadium nadorového onemocnéni a operacni reziduum (p<0,001).

3. Stadium nddorového onemocnéni a LE (lymfadenektomie) (ano-, ano+)

(p<0,05). Nebyla prokdzana zéavislost mezi stadiem nddorového onemocnéni a RR (response

rate).
4. Histologie a grading (p<0,05).
5. Grading a operaéni reziduum (p<0,001).
6. Grading a RR (response rate) (p<0,01).
7. Grading a p53 HSCORE (negativni, pozitivni) (p<0,01).
8. Operacni reziduum a LE (lymfadenektomie) (p<0,05).
0. Operacni reziduum a RR (response rate ) (p<0,05).

10.  Operacni reziduum a CA 125 (p<0,05).

1. RR (response rate) a CA 125 (p<0,001).

Mezi ostatnimi zbyvajicimi dvojicemi parametrl se statisticky vyznamnou zavislost
nepodafilo prokéazat.

Chromozomalni piestavby a jejich vitah k hodnocenym parametriim.

Podskupinu pacientek s ovaridlnim karcinomem jsme rozdélili podle vyskytu
chromozomalnich aberaci na tfi skupiny — bez aberaci, s malym poctem aberaci (1-7),
s velkym poctem aberaci (vice nez 7). Jednalo se o soubor téch pacientek, u kterych byly
vysledky ziskané konvenc¢ni karyotypizaci — s cilem hodnotit jenom pacientky s kompletnimi
vysledky (tzn. véetné téch nalezi, které nejsou detekovatelné napt. pomoci CGH metody).
Tyto tfi skupiny byly korelovany s vékem, stadiem, histologickym typem, gradingem,
1écebnou odpovédi (RR — response rate), hladinou CA 125, MIB-1 HSCORE a p53 HSCORE,

10



ponechanym chirurgickym reziduem a piitomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach. I ptes
nékteré pozitivni ndznaky zadné statisticky vyznamné zavislosti, kromé jiz vySe zminénych
(ve skupin¢ kvantitativnich proménnych — vék), nalezeny nebyly. Nebyla vyhodnocena
korelace mezi vyskytem genetickych alteraci a dobou celkového pieziti, vzhledem ke kratké
dobé¢ sledovani nekterych pacientek ucastnicich se studie (jeden rok).

Skupina cervikalnich karcinomil.

Pacientky ve skupiné cervikalnich karcinomt byly v dobé diagnézy ve véku od 39 do
84 let (median 52 let). Rozdéleni dle stadii onemocnéni a histologickych nalezli, véetné
gradingu je uvedeno v Tab. 3. Konven¢ni cytogeneticka karyotypizace byla Uspé€$na u 17
pacientek (85%). FISH metoda byla aplikovana zarovenn u 6 pacientek (30%) s predchozi
uspésnou konvencni karyotypizaci. CGH metoda byla uplatnéna u 4 pacientek (20%) této
skupiny (tfi ptipady neuspésné a jeden piipad uspésné konvencéni karyotypizace).

Numerické a strukturdlni aberace byly nalezeny u 29% cervikdlnich nadorovych
bunck. Pocet chromozémul se pohyboval od 44 do 82. Rozsdhlé numerické a strukturalni
pfestavby byly typickymi nalezy u pokrocilych nadort. NejCastéjsi aberace jsou uvedeny
v Tab. 4. Ve vySetfovanych piipadech v na$i studii byly nalezeny dale vzacné amplifikace
chromozému 2p a 2q, a také delece chromozému 10p,10q, 11p a 21q. V 71% piipadi byl
nalezen diploidni karyotyp.

Tab. 3 Charakteristika skupiny cervikalnich karcinomti (FIGO stadium, histologie, grading)

PARAMETR N %
FIGO stadium: I 6 30
I 6 30
I 6 30
v 2 10
celkem 20 100
HISTOLOGIE, GRADING:
20 100
spinocelularni karcinom
Gl 0 0
G2 8 40
G3 12 60
celkem 20 100

Ve skupiné cervikalnich karcinomt, jako statisticky vyznamné se podafilo prokazat
tyto zavislosti pro kvantitativni proménné:

I. zeny s dg. stadiem IV (ale byly jen 2) byly statisticky vyznamné (p<0,05) starsi
(80) nez zeny se stadii I, I, III, (55, 51, 54).
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2. Zeny s gradingem G2 mély statisticky vyznamné ( pouze p<0,1) vy$si hodnotu
p53 HSCORE (136) oproti zenam s G3 (110).

Mezi vSemi moznymi dvojicemi 6 kvalitativnich parametra se statisticky vyznamnou
zévislost nedafilo prokazat. Zadné statisticky vyznamné zavislosti mezi genetickymi nalezy a
proménnymi, jak kvalitativni, tak kvantitativni povahy, rovnéz nalezeny nebyly.To
neznamend, ze zavislost neni; miize byt, ale nepodafilo se ji prokazat, predev§im pro velmi
maly celkovy pocet Zen s karcinomem délozniho hrdla a tim i v jednotlivych kategoriich

sledovaného parametru.

Tab. 4 Nejcastéjsi genetické alterace ve skupiné cervikéalnich karcinomt a metody jejich

detekce (*konvenéni karyotypizace)

, N Metody
GENETICKE ALTERACE %
(celkem 20) konv.* CGH

Amplifikace 3q 12 60 ano ano
3p 8 40 ano ano
5p 4 20 ne ano
20p 4 20 ne ano

22q 4 20 ne ano

Delece 13q 4 20 ano ne
2q 4 20 ano ne

6q 4 20 ano ne

Izochromozom 5p 8 40 ano ne

4. DISKUZE

Prestoze pomoci klasické cytogenetiky lze analyzovat cely genom v jednom vySetieni,
jeji rozliSovaci schopnost je relativné¢ mald. Metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
se stala rutinni metodou, vySetfeni touto metodou muizeme indikovat jen tehdy, zname-li
doptedu cilovy gen ¢i chromozémovou oblast, kterou chceme analyzovat. Cely genom
dovoluje v jednom experimentu analyzovat komparativni genomova hybridizace (CGH). I
tato metoda ma nicméné svd omezeni. Pomoci ni nelze napiiklad ur¢it chromozdémové
translokace (reciproké vymény genetického materidlu mezi nehomolognimi chromozémy) a
metoda vyzaduje, aby se zmény vyskytovaly ve vice nez 50% nadorovych bungk.

Snaha o urceni vSech genetickych zmén spojenych se vznikem a vyvojem nadorového
onemocnéni vede k vyvoji dalSich novych postupii. Byly tak vyvinuty technologie

genomovych microarray neboli ¢ipové technologie pro aplikace metody CGH. Array CGH
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slouZzi ke zvySeni pfesnosti, rozliSeni a rozsahu zmén ve srovnani s klasickou metodou CGH a
méfeni mize byt porovnano piimo k pozici na genomové sekvenci. Pro urceni balancovanych
zmén byla vyvinuta modifikace metody array CGH a byla oznacena array painting.
Kombinaci metod array CGH a array painting je mozné stanovit jak zmény poctu kopii DNA,
tak balancované translokace [7, 8].

K izolaci cilovych nadorovych bun¢k zkomplexu tkané pro jejich naslednou
molekularni ale 1 proteinovou analyzu se jevi v soucasnosti jako nejvhodnéjsi metoda laserové
zachytné mikrodisekce (laser capture microdissection — LCM). Zakladem této metody je
inverzni mikroskop se zabudovanym nizko vykonovym infracervenym laserem. V nasi studii
tato metoda nebyla pouzita.

Cytogenetické vysetieni solidnich nadorii se v Ceské republice provadi zatim jenom
sporadicky a vétSinou k vyzkumnym ucelim. Do laboratorni praxe pracovisté, kde se vyzkum
provadél, byla zavedena metoda CGH, ktera je do budoucna vychodiskem pro metody array
CGH a array painting. Porovnanim pouzitych metod byly vyhodnoceny ptinosy jednotlivych
postupti.

Z hlediska genetickych alteraci, ovaridlni karcinomy piedstavuji Sirokou variaci
nalezl, jejichz interpretace je stale pfedmétem pokracujiciho vyzkumu. Amplifikace typické
pro epitelidlni ovarialni nadorové buriky jsou popisovany na chromozémech 1q, 3q, 8q a 20q,
delece se vyskytuji predev§im na chromozdémech 4q, 13q, 16q a 18q [9, 10]. Nadory s nizkym
malignim potencidlem a invazivni karcinomy se 1iSi pfitomnosti rozdilnych aberaci. Toto
muze souviset s faktem, ze se jednd o dvé rozdilné subpopulace ovarialnich nadorti [10].
Delece byvaji typickym ndlezem u ¢asnych stadii, na druhé strang, amplifikace jsou daleko
CastéjSim nalezem u pokrocilych stadii [11].

Byly nalezeny vztahy mezi poftem aberaci a dobou celkového preziti, vyssi pocet
chromozomalnich pfestaveb je Casto spojen s dalSim nepfiznivym faktorem, kterym je
nadorova diferenciace. Pacientky s tumory obsahujicimi 7 a méné aberaci maji delSi dobu
celkového preziti. Srovnani primarnich a metastatickych nadorG odhalilo vice aberaci ve
skupiné primarnich nadorti [12, 13]. Casto popisovanym nalezem v cervikalnich nadorovych
bunkach je amplifikace 3q, stejn€ jako v bunikdch premalignich 1€zi a 1ézi s inicidlni invazi.
Nebyla nalezena specifickd geneticka alterace asociovana s HPV infekei [14].

Chromozomalni aberace, vobou nami zkoumanych skupinach ovaridlnich 1
cervikalnich karcinomtl, jsou rozdilné a postihuji jiné chromozémy, v souladu s literarnimi
udaji. Primarni aberace nebyla nalezena v Zadné skupiné. Vyssi pocet diploidnich nadort

v naSem souboru muize souviset se zplisobem odbéru nadorové tkané, kdy makroskopicky
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zjevny tumor obsahuje také podstatnou fibrézni slozku s klonem bunék s normalnim
karyotypem. Skute¢nosti ovSem je, Ze klonalni chromozomalni aberace v zadné z citovanych
praci, které se této problematice vénovaly, nebyly nalezeny ve 100% vySetfovanych bunék, a
to 1 pii pouziti zachytné laserové mikrodisekce a néasledné aplikace ¢ipovych metod. Toto
odpovida jiz vySe zminované heterogenité nddorové tkané.

Primérné hodnoty MIB-1 HSCORE byly podobné jak ve skupiné ovarialnich, tak i
cervikalnich karcinomt (187,8; 209,3). Primérna hodnota p53 HSCORE byla vyznamné
vys§i v buiikkdch ovarialnich karcinomti ve srovnani s bunikami cervikdlnich karcinomi
(180,5; 119,2). Aktivita proliferaniho markeru MIB-1 byla signifikantné vys$S§i u Zen
s vysokym p53 HSCORE. Aktivita protilatky Ki-67 byla prokdzana jako signifikantni
prediktor preziti také Ceskymi autory. Typ mutaci genu p53 je dalSim predpokladanym
faktorem ovlivilujicim dobu celkového preziti u pacientek lécenych pro pokrocily serdzni
adenokarcinom ovaria.

Genetické alterace ve skupiné cervikdlnich karcinomli byly méné extenzivni, ve
srovnani se skupinou ovaridlnich karcinomt. MlzZe to souviset se zpiisobem odbéru nadorové
tkan¢ a izolaci malignich bun€k, menSim poctem pacientek ve skupiné, zaroven vSak také
s odliSnym zplsobem cervikalni karcinogeneze. Posledné zminény nazor podporuje i odliSny
nalez genetickych alteraci u obou nadort.

Pocet genetickych prestaveb ve skupiné ovarialnich karcinomt byl signifikantné vyssi
ve skupiné¢ mladSich Zen. I pfes maly pocet zkoumanych Zen tento fakt mlize mit vyznam
z hlediska mozné predikce maligniho potencidlu vySetfovanych nadori.

VEk neni jednoznacné pokladéan za nezavisly prognosticky faktor, dle literarnich udaja
veék pacientek koreluje s delsi dobou celkového preziti - toto ovSem nejspiSe souvisi s vySSim
poctem vyskytu ¢asnych stadii, lepsSim PS a moznostmi radikélniho chirurgického vykonu u
mladsich pacientek. Incidence sporadickych nedédi¢nych malignit vykazuje zavislost na véku
vtom smyslu, Ze jsou onemocnénimi postreprodukéniho obdobi, kdy postupné klesa
efektivita pfirozenych protinddorovych mechanizmii (reparace mutaci, apoptoza,
imunologické mechanizmy). Vyskyt vétsiho poctu chromozomalnich aberaci v nadorech
mladSich zen v nasi studii, je i pfes malo pocetnou vysetfovanou skupinu, divodem zaméteni
se pravé tuto vékovou kategorii. Pravé u mladSich zen ziejmé& plisobi dalsi dosud ne zcela
objasnéné mechanizmy karcionogeneze, které neodpovidaji vySe zmiovanému nahromadéni
mutaci za del$i Casovy usek zivota.

I pfesto, ze pocty hodnocenych Zen v nasi studii nejsou vysoké, jsou srovnatelné

s poc¢ty hodnocenych ptipadi, jak jsou uvadény v literatute. Tento pocet souvisi s casovou ale
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nejvice s financni narocnosti nékterych vySetiovacich postupi. Jednotlivé prameny uvadéji
vysledky vychazejici z vySetfeni 10-68 ptipadl ovaridlnich karcinomt, vyjimkou je prace
Taetleho et al. z roku 1999, kdy kombinaci konven¢nich cytogenetickych metod a FISH bylo
vySetteno 244 primarnich ovarialnich adenokarcinomti s ndlezem chromozomaélnich aberaci u
201 vySetrovanych ptipadi [12].

Vétsina cytogenetickych nalezli popsanych v nasi studii odpovidala literdrnim tdajim.
Na druhé strané, v obou nami zkoumanych skupindch, tj. ovaridlnich i cervikdlnich
karcinomd, byly zjiStény nckteré, dle literarnich udaj, vzacnéjsi ndlezy. Mezi tyto nalezy
patii delece 22q, kterd byla v nasi studii nalezena v 36% piipadii. Syndrom delece 22q11.2. je
popisovan jako chromozomalni odchylka s imunologickymi defekty s riznou fenotypickou
expresi, které postihuji az 70% téchto jedincti, nezavisle na klinickych projevech. Asociace
mezi ptitomnosti delece 22q11.2 a predispozici k nddorim byla nedavno popséna u malignich
rhabdoidnich tumori, karcinomu pankreatu a dlazdicobunééného karcinomu délozniho hrdla

[15].

7.  ZAVERY

Do laboratorni praxe pracovisté, kde se vyzkum provadél, byla zavedena metoda
CGH, kterd je do budoucna vychodiskem pro metody array CGH a array painting.
Porovnanim pouzitych metod, konven¢nich cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych,
byly vyhodnoceny ptinosy jednotlivych postupii. V soucasné dobé se jevi jako nevhodnéjsi
postup metoda komparativni genomové hybridizace, kterd je doplnéna stanovenim karyotypu
cytogeneticky nebo molekularné-cytogeneticky.

Reseni hypotézy ¢ 1. Analyzy provedené ve skupiné pacientek s ovarialnim
karcinomem zaznamenaly fadu strukturdlnich chromozomalnich ptestaveb. Byly zjiStény
charakteristické amplifikace pro ovarialni karcinom na chromozémech 1q, 3q a 20q, déle
delece na chromozémech 4p, 4q, 18p, 18q a 19q. NejcastéjSimi nalezy ve skupiné
cervikalnich karcinoma byly amplifikace 3q, 3p a izochromozém S5p. Pfi srovnani néalezli u
cervikalnich a ovarialnich karcinomi byly zjistény rozdilné nélezy jak z kvantitativniho, tak z
kvalitativniho hlediska, coZz podporuje tezi o rozdilech v karcinogenezi téchto zhoubnych
nadord.

Primarni aberace nebyla nalezena ani v jedné z vySetfovanych skupin.

Na druhé strané, v obou nami zkoumanych skupinach, tj. ovaridlnich i cervikalnich
karcinomd, byly zjiStény nékteré vzacnéjsi nalezy - delece chromozomua 11p, 21p, vzacna

delece chromozomu 10 a amplifikace chromozému 2 v buiitk4ch cervikalnich karcinom, dale
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izolovand balancovana translokace t(10;15), amplifikace 1p, delece 19q a delece 22q
v bunikdch ovarialnich karcinomi. Uvedend delece 22q, kterd je v literatufe popisovana
ojedinéle, byla v naSem souboru nalezena v 36% ptipadi.

ReSeni hypotézy & 2. U ovarialnich karcinomil se v naSem souboru testovanim
kvantitativnich proménnych (v€k, hodnota CA 125 ptfed lécbou, MIB-1 HSCORE, p53
HSCORE) pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) s délenim do skupin podle 9 kvalitativnich
parametrti (stadium, histotyp, grading, operac¢ni reziduum, provedeni lymfadenektomie,
response rate, pokles CA 125 po 1é€bé, pS3 HSCORE, geneticka piestavba) jako statisticky
vyznamné podafilo prokazat zavislosti v kategoriich stadium, vék, grading, MIB-1 HSCORE
a p53 HSCORE. Signifikantni zavislost velikosti chromozomalni pfestavby byla prokdzana
pouze ve vztahu k véku vySetfovanych zen.

U cervikdlnich karcinoml se ve zkoumaném souboru testovanim kvantitativnich
proménnych (v€k, MIB-1 HSCORE a p53 HSCORE) pomoci analyzy rozptylu (ANOVA)
s délenim do skupin podle 6 kvalitativnich parametrt (stadium, histotyp, grading, response
rate, genetickd prestavba a p53 HSCORE) podafilo jako statisticky vyznamné prokazat
zavislosti v kategoriich vék, stadium, grading a p53 HSCORE.

Bylo zji$téno, ze ovaridlni karcinomy mladSich Zen se vyznacuji vyznamnéj$imi
nalezy jak na Urovni cytogenetickych zmén, tak i z hlediska aktivity proliferacnich markert,
coz obvykle koreluje s hor§im klinickym prub¢hem.

Dalsi oCekéavané statisticky vyznamné zavislosti mezi chromozomalni piestavbou a
zkoumanymi parametry kvantitativni i kvalitativni povahy se nepodafilo prokazat.

Ziskané poznatky zcytogenetiky gynekologickych malignich nadorl ptedstavuji
vychodisko pro podrobngjsi vyzkum na molekuldrni arovni, v€etné zaméfeni na cilovou

skupinu mlads$ich Zen a na nélezy vzacnéjSich aberaci zjisténych v této studii.
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8. SOUHRN

Predlozené vysledky predstavuji vyzkumny projekt zaméteny na vyskyt genetickych
pfestaveb v karcinomech ovaria a dé&lozntho hrdla a jejich korelaci s dostupnymi
charakteristikami molekularné biologické i klinické povahy.

Bylo vySetfeno 60 pacientek s karcinomem ovaria a 20 pacientek s karcinomem
délozniho hrdla. Histopatologem byl stanoven typ nadoru i jeho diferenciace, dale byl
imunohistochemicky proveden prikaz p53 s proliferacniho markeru MIB-1.

Chromozomalni aberace byly zjiStovany pomoci cytogenetickych (konvenéni
karyotypizace) 1 molekularné-cytogenetickych metod (fluorescenéni in situ hybridizace,
komparativni genomova hybridizace).

Statistické zpracovani (analyza rozptylu a chi-kvadrat test) bylo zaméfeno na vztahy
vybranych parametrti kvantitativni i kvalitativni povahy, kam patfily veék, stadium nemoci,
histologicky typ, grading, CA 125 pied a po 1é&cb€, MIB-1, p53, operac¢ni reziduum,
lymfadenektomie, 1é¢ebna odpoveéd, velikost chromozomalni piestavby.

Ve skupiné ovaridlnich i1 cervikalnich karcinomt byly zjiStény, pomoci genetickych
analyz, typické amplifikace, delece i ndlez izochromozému. Dale bylo zaznamenano, ve
srovnani s literarnimi udaji, nékolik vzacnéjSich nalezl. Zajimavou se jevi delece 22q, ktera
se ve skupin€ ovarialnich karcinomli vyskytovala az ve 36%, v literatufe je popisovana jako
chromozomalni odchylka souvisejici s imunologickymi defekty.

Statistickym vyhodnocenim sledovanych proménnych kvantitativni i kvalitativni
povahy byly mezi nékterymi znich prokazény statisticky vyznamné zavislosti v obou
vySetfovanych skupinadch.  Velikost chromozomalni ptestavby ve skupiné ovarialnich
karcinomil signifikantné korelovala pouze s vékem vysetiovanych zen. Bylo zjiSténo, Ze pro
ovaridlni karcinomy mlad$ich Zen jsou typické vyznamnéjSi ndlezy jak na urovni

cytogenetickych zmén, tak i aktivita proliferacnich markert.

9. SUMMARY

The results presented have to do with the research project, which is concentrated upon
chromosomal rearrangements in ovarian and cervical cancer and their correlations with
available parameters of both molecular biological and clinical characteristics.

Sixty patients with ovarian cancer and twenty patients manifesting cervical cancer
were included in the study. The histological type and grade, MIB-1 and p53 (using

immunohistochemical method) were estimated by histopathologist.

17



Both conventional karyotyping and molecular-cytogenetic methods (fluorescent in situ
hybridization and comparative genomic hybridization) were applied to reveal chromosomal
aberrations.

The results were subjected to statistical evaluation, using analysis of variances and ¥’
test. There were correlated parameters of quantitative and qualitative character — age, stage,
histological type, grade, CA 125 before and after treatment, MIB-1, p53, surgical residuum,
lymphadenectomy, response rate, chromosomal rearrangements.

Analyses accomplished both in ovarian and cervical cancer group revealed typical
genetic alterations as amplifications, deletions and finding of isochromosome.

On the other side, specific genetic alterations, including some rare findings, have been
found both in ovarian and cervical cancer cells. Deletion 22q, being quite rare in terms of
available references, detected in 36% cases in the group of ovarian cancer patients examined,
is described as a common chromosomal aberration connected with immunological disorders.

Statistically significant correlations between specific parameters both quantitative and
qualitative character were found in the tested groups. Correlation between severity of
chromosomal rearrangements and age in ovarian cancer group was found. The number of
aberrations in ovarian cancer cells, just as activity of proliferative markers, seems to be

typical important finding, especially when associated with younger age.
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