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1. UVOoD

Molekularn¢ biologicky vyzkum malignich onemocnéni v poslednich letech
pfinasi do klinické onkologie stoupajici pocet poznatkli o biologické podstaté nadord.
Dukladné poznani nddoru samotného by mélo vést k individualizovanému pftistupu u
konkrétnich nemocnych a formulovat zasady prediktivni onkologie. V soucasné dobé u
vétSiny nadorit nemame lécebnou alternativu pro skupinu prognosticky piiznivéjsi a
nepfiznivou.

Chromozomalni instabilita je jednou z vlastnosti nddorovych bun¢k a odpovida
zménam chromozémovych oblasti, ve kterych jsou lokalizovany geny podilejici se na
nadorové transformaci. Progresivni kumulace genetickych a epigenetickych zmén je
zdkladem pro vznik nddorového onemocnéni. Jednotlivé nadory maji odlisné genetické
profily.

V piedloZené praci jsou prezentovany vysledky projektu zaméteného na vyzkum
genetickych zmén u sporadickych karcinomli ovaria a také délozniho hrdla, pomoci
cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych metod. Tyto nalezy jsou vyhodnoceny

v korelaci s ostatnimi vySetfovanymi parametry klinické, histopatologické i molekularni

povahy.



2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

Genetické aspekty sporadickych karcinomu ovaria

2.1  Genetické alterace — perspektivni molekularné biologicky prognosticky faktor

Maligni nadory piedstavuji heterogenni skupinu onemocnéni charakterizovanou
ristem, invazi a metastdzovanim. Péce o pacienty s onkologickym onemocnénim je
soustfedéna do tfi hlavnich oblasti — diagnostické, 1écebné a preventivni. V poslednich
letech obohacuje klinickou onkologii novy prvek, ktery se zaméfuje na pacientovu
prognézu. Studium faktort, které poskytuji prospektivni informaci o biologické povaze
nemoci a informaci o pravdépodobnosti odpoveédi nddoru na zvoleny zptsob 1écby, se
pozvolna pifesunuje zoblasti vyzkumu do klinické praxe. Molekularné biologické
parametry a markery jednotlivych nddorovych onemocnéni, véetné genetickych alteraci,
predstavuji pfinos a perspektivni smér v oblasti detekce, skriningu, predikce, prognézy
a také monitorovani aktivity nddorového onemocnéni.

Rozhodovani o managementu jednotlivych pifipadii nadorového onemocnéni
pfedpokladd znalost celé¢ fady podstatnych a nezbytnych informaci tykajicich se
ptislusného nadoru. Celkovy vysledek [écby kromé toho zavisi jeSt¢ na fadé
rozmanitych proménnych ukazatell, které nazyvame prognostické faktory [1, 2, 3].
Implementace prognostickych a prediktivnich faktorti do klinické praxe tak predstavuje
dalsi krok smérem k individualizaci a zkvalitnéni péfe o nemocné s malignimi
novotvary.

Znalost prognostickych faktori pomahd porozumét progresi a vyvoji
onemocnéni. V praxi neni vzdy mozné detailné¢ studovat pribéh onemocnéni, protoze
k 1écbe ptistupujeme s vyhradnim cilem toto onemocnéni ovlivnit a zvratit. Cilem 1écby
tak mtiZze byt vyléCeni, odstranéni ¢i zmirnéni pfiznakii choroby nebo prodlouzeni doby
celkového preziti. Znalost nckterych udaji tykajicich se SirSiho kontextu nadoru,
pacienta a prostfedi umoziiuje predvidat pravdépodobny vyvoj onemocnéni
u konkrétniho nemocného a tim i rozhodovat o optimalnim pfistupu k této nemoci [4,

5].

2.2 Genetickeé aspekty onkogeneze
Mohutny rozvoj molekularni biologie a genetiky v poslednich dvou desetiletich

umoznil diky novym poznatkiim objasnit celou fadu mechanizml podilejicich se na



vzniku procesu nadorové transformace a regulac¢nich pochodt spojenych s abnormalnim
ristem a proliferaci bun¢k. Tyto objevy umoznuji piesunout pozornost od
epidemiologickych dat a klinickych pozorovani k dikladnéjSimu a hlubsimu poznani
nadoru samotného a jeho biologickych parametrii. Toto by v kone¢ném diisledku mélo
vést ke zvyseni efektivity onkologické 1é€by. Je pravdépodobné, Ze i dosavadni 1éebny
arzendl aplikovany cilen¢ podle biologickych charakteristik mé stale znany potencial
zlepsit lécebné vysledky [5].

Samotny proces vzniku a vyvoje nadoru je ve vSech ptipadech multifaktoridlni
a vicestupniovy proces, ktery zahrnuje iniciaci, promoci, klondlni expanzi a progresi.
Zatimco iniciace a promoce jsou ve vztahu k bufice ovlivnény zevnimi faktory, progrese
je vesmés dusledkem endogennich zmén v expandujicim klonu. Vlastni pfic¢inou
maligni transformace buiiky jsou zmény na molekularni Grrovni, tj. mutace v ur€itych
genech burky.

Jak pro sporadické, tak i pro hereditarni ovaridlni karcinomy je charakteristicka
akumulace genetickych ptestaveb a pro oba typy nadorti také vysoky stupen
genetickych alteraci. Neni zcela jasné, zda jsou tyto alterace nezbytné k iniciaci €i
promoci karcinogeneze nebo jsou diisledkem vrozené genomové instability [6, 7, 8, 9,
10].

Zasadni vyznam pfi vzniku nddorového onemocnéni maji nésledujici skupiny
genl - protoonkogeny a tumor-supresorové geny, které ovliviiuji regulaci bunééného
déleni a proliferaci, mutatorové geny, které kontroluji stabilitu genomu, a také geny
ovladajici programovanou bunécnou smrt (geny apoptotické kaskady) [11].

Genetické zmény v mutovanych bunkach ve smyslu inaktivace tumor-
supresorovych genil a aktivace protoonkogenti vedou k alteraci kontroly riistu, defektim
kone¢né diferenciace, zesileni metastatického potencidlu a rezistenci na cytotoxické
latky. Akumulace genetickych alteraci je charakteristickd pro progresi a vyvoj od
normalni buniky k bunice nddorové.

Mezi zékladni mechanizmy ovliviiujici progresi intraepitelidlni neoplazie patii
stupent bunéénych mutaci (vliv karcinogenli ze zevniho prostfedi) a stupenl bun&tné
proliferace. Ta je ovlivilovana faktory jako jsou hormony, mediatory zanétlivé odpovédi

a chemické latky podporujici reaktivni hyperproliferaci.



2. 2. 1 Protoonkogeny

Protoonkogeny jsou strukturni bunécné geny, které se podileji svymi
translacnimi produkty v podstatné miie na regulaci déleni bunck a jejich diferenciaci.
Zmény, napt. mutace, které probéhnou v protoonkogenu, se projevi ztratou funkce,
kterou protoonkogen plni v regulaci bunééného déleni. Déleni bunck je pak
neregulované a nekontrolovany rist vede k rozvoji maligniho procesu. Pfeména
protoonkogenu (genu normdlni netransformované buiiky) v onkogeny (gen nadorové
bunky) se oznacuje jako aktivace protoonkogenu.

Onkogenni aktivace muiZe byt zplisobena kvantitativnimi nebo kvalitativnimi
zménami exprese protoonkogentl a probih4 nékolika mechanizmy:

1.  bodovou mutaci, tj. zménou smyslu kodonu navozenou nukleotidovou

substituci,

2. amplifikaci, tj. zvySenim mnoZzstvi pfislusného protoonkogenu a tim
zesilenim jeho exprese; cytogenetické a molekuldrné biologické studie
prokézaly, ze vétSina znamych nebo potencidlnich onkogent se vyskytuje
ve vice kopiich na mnoha mistech genomu vétSiny solidnich nadort,

3. chromozomalni pfestavbou, napf. translokaci (pfemisténi a spojeni
riznych ¢asti chromozémill), coz ma za nasledek abnormalni transkripéni
regulaci postizenych gend nebo vznik zkracenych ¢i fuzovanych gent s
abnormalni funkeci,

4.  ovlivnénim virovym promotorem, disledkem inzerce retroviri do
bunééného genomu je aberantni exprese protoonkogenli nebo tvorba
hybridnich gent, které jsou zodpovédné za tvorbu proteinu se zménénou
funkci.

RozliSujeme protoonkogeny kodujici ristové faktory, kodujici receptory
rastovych faktordi, dale geny pro pifenaSece signalu - kodujici tyrozinkinazy
lokalizované v plazmatické membrané, receptory spojené s aktivaci G proteint, jaderné
transkripcni faktory a geny pro cykliny a cyklin-dependentni kinézy.

Existuji tedy dvé kategorie zmén, které jsou zodpovédné za pfeménu
protoonkogentl na onkogeny:

1. zmény ve struktufe genu majici za nasledek syntézu abnormalniho

genového produktu (onkoproteinu), ktery ma zménénou funkci,

2. zmény ovliviwjici regulaci genové exprese, které vedou ke zvySené nebo

nepiiméfené produkci strukturné nezménéné formy normalniho proteinu



podporujiciho rist.
Konverzi na onkogeny se méni aktivita téchto proteind v tom sméru, ze narusuji
normalni regulaci bunééného déleni a s tim souvisejici diferenciaci, coz v konecném

disledku vede k neoplastické transformaci bunky [6, 8, 9, 11, 12, 13, 14].

2. 2. 2. Tumor-supresorove geny

Druhou zcela odlisnou skupinou gent ucastnicich se procesu karcinogeneze jsou
geny, které svymi proteiny, jez koduji, nevyvolavaji v normalnich buiikéach proliferaci,
ale naopak proliferaci bun¢k potlacuji. Jejich ztrata (delece) se projevi neregulovanou
proliferaci, coz také miize vést k rozvoji maligni pfemény. Tyto geny byly nazvany
tumor-supresorovymi geny. Na rozdil od onkogentl, které vznikaji jako mutantni formy
protoonkogenti v somatickych bunikach, mutantni formy tumor-supresorovych genil
vznikaji v zarode¢nych butikach (vajicko nebo spermie) a dédi se na potomstvo.

Dité, které ziskalo mutantni formu tumor-supresorového genu, je cely zivot
ohroZzeno moZnosti onemocnét urcitym typem zhoubného nadoru. Na rozdil od
protoonkogentl, mutace v tumor-supresorovych genech maji recesivni charakter [6, 15].

Na zaklad¢ statistické analyzy byla Knudsonem vypracovana hypotéza dvou
zasahd (two hit theory), piivodné odvozend na zékladé studii vyvoje retinoblastomu.
Tato teorie vysvétluje sporadicky a hereditarni vyskyt naddort [8, 16].

Pii hereditarnim vyskytu postizend osoba zdédila jednu mutovanou alelu
tumor-supresorového genu piitomnou ve vSech buiikdch (zdrode¢na mutace). Druha
alela pfislusSného genu je inaktivovana az v buice somatické. U vrozené mutace
(heterozygotni nosi¢) je tak zapotiebi pouze jednoho =zésahu k inaktivaci
tumor-supresorového genu.

Sporadickd forma nadorového onemocnéni vznikd po dvou nezavislych
somatickych mutacich, ke kompletni inaktivaci genu je tedy zapotiebi dvou zéasahl

8, 11,17, 18].

2. 2. 3 Mutatorové geny

Mutétorové geny (geny DNA reparace) kontroluji stabilitu bunééného genomu.
Odpovidaji za reparaci poskozeni (opravy chyb) DNA. Mutace nebo inaktivace téchto
gent vedou k hromadéni a udrzovani mutaci v buiice a k nestabilit¢ genomu. Zvysena
frekvence a kumulace mutaci v buiice je jednou z pfi¢in maligni transformace. Mutace

v reparacnich genech zvySuji 100x - 1000x frekvenci mutaci v genomu. Jednim typem



repara¢nich mechanizmt jsou opravy chybného parovani bazi. Mutace gent pro opravu
chybného parovani bazi (MMR - mismatch repair geny) se ve fenotypu projevuji
nestabilitou délky mikrosatelitovych lokusii. Mutace maji recesivni charakter [8, 9, 14].

O dilezitosti procesi DNA reparace v zachovani genomové integrity sveédci
i existence celé fady dédi¢nych chorob, které maji defektni geny kodujici proteiny
podilejici se na DNA reparaci. Jedinci, ktefi se narodi s takovymi mutacemi, maji
mnohonasobné vyssi riziko vzniku nadorového onemocnéni. Piikladem takového
onemocnéni je dédiény nepolypdzni karcinom tlustého stfreva (HNPCC — hereditary
nonpolyposis colon cancer syndrom). Toto onemocnéni je charakterizovano vznikem
rodinnych karcinomt stfeva, které postihuji predev§im cékum a vzestupny tracnik, ale
také endometrium, ovarium, Zaludek a uropoeticky trakt. Na rozdil od karcinomu
vznikajicich u pacientd se zarodecnymi mutacemi v APC genu (adenomatous polyposis

coli), nadory u NHPCC nevznikaji na bazi adenomat6znich polypt [11].

2. 2. 4 Dalsi mechanizmy onkogeneze

Za kriticky bod bunécné kontroly, stejn¢ jako mechanizmy proliferace
a diferenciace, je povaZovana i apoptoza. Selhani normalnich apoptotickych drah
ptispiva k procesu karcinogeneze tvorbou tolerantniho prostfedi pro genetickou
nestabilitu a akumulaci bodovych mutaci a podporuje rezistenci k cytotoxickym latkdm
a radiaci. Nadorové builky, které exprimuji vysokou hladinu bcl-2 (rodina apoptdzu
regulujicich proteind), zGstavaji zivotaschopné po delsi obdobi, coz ma za nésledek
zvySené prezivani n¢kterych klonti [11, 19].

Nédorové buniky exprimujici ribonukleoproteinovy enzym telomerazu maji dalsi
ucinny mechanizmus jak plsobit proti replikaénimu starnuti a nasledné smrti bunky —
tento enzym umoziluje udrZovat telomery (specifickd zakonceni eukaryontnich
chromozémil) v dostatecné délce, coz t€émto buitkdm zarucuje immortalitu [10, 20].

Vétsina nadorovych onemocnéni ma v populaci nahodny, sporadicky vyskyt.
Maligni transformace je vyvolana pouze somatickymi mutacemi. V nddorové tkéani
mohou byt mutovany jak protoonkogeny, tak tumor-supresorové geny nebo mutatorové
geny. Jestlize mutovany tumor-supresorovy gen nebo mutdtorovy gen je pirenesen
pohlavni buiikou jednoho z rodi¢ti a mutace druhé alely nastane v somatické butice, pak
mluvime o familiarnim (hereditarnim) vyskytu naddorového onemocnéni. Je dédéna

predispozice k urcitému typu nddorového onemocnéni [6, 7, 8, 9, 14, 17].



Pii vrozené dispozici k zvySenému vyskytu nadorti se uplatiuji také geny, které
nepiimo ovliviluji vznik nadorového onemocnéni. Mohou ovlivnit metabolizmus
chemickych latek (mutageni — napf. genetickd kontrola UCinkli enzyml pro
metabolizmus polycyklickych uhlovodikii cigaretového koufe) nebo reparaci DNA
(autozomaln€ recesivné dédénd chromozomalni instabilita podminénd vrozenymi
defekty reparace DNA).

Pii manifestaci nddorového onemocnéni s familidrnim vyskytem se déle
uplatiiuje fenomén zvany genomicky imprinting. Studie na molekuldrni irovni ukazaly,
ze imprinting souvisi s metylaci bazi genli. Metylace neovliviluje replikaci, ale gen je
nefunkéni. Genomicky imprinting je vysledkem odliSného stupné metylace genu na
materndlnim a paternalnim chromozému. Timto mechanizmem epigenetickych zmén je
mozné vysvétlit odchylky ve frekvenci vyskytu nekterych geneticky podminénych
neoplazii nalézané v rodokmenech [9, 14].

Genomicky imprinting, ovliviiujici expresi gend, je spolu s protoonkogeny,
tumor-supresorovymi geny a mutatorovymi geny povazovan za dalsi geneticky faktor

podilejici se na vzniku nddorovych onemocnéni.

2. 3. Prognostické faktory

VétSina autorli, ktefi se zabyvaji studiem prognostickych faktort u nadort
obecné, hodnoti pfedevsim ty charakteristiky, které se vztahuji k samotnému nadoru, t;.
stadium onemocnéni, histologicky typ, grading, hloubku invaze, postizeni lymfatickych
uzlin a nové¢ji 1 molekularné biologické parametry. Vyvoj nddorového onemocnéni na
druhé strané ovlivilyji také faktory bez pfimého vztahu k nddoru. Prognostické faktory
tak mlizeme rozdé€lit do tii skupin:

1. faktory tykajici se nadoru,

2. faktory tykajici se hostitele, tj. pacienta,

3. faktory tykajici se prostiedi, ve kterém se pacient nachézi.

2. 3. 1 Prognosticke faktory tykajici se nadoru

Prognostické faktory tykajici se nadoru zahrnuji ty parametry, které se vztahuji
k samotnému nadoru ¢i k disledkim jeho vlivu na organismus. K nim patii
histopatologicka klasifikace vcetné¢ ndadorové diferenciace, rozsah anatomického
postizeni a znéj vyplyvajici stadium onemocnéni, dale molekularné biologické

charakteristiky, jako jsou nddorové markery, hormondlni receptory, biochemické



markery, exprese proliferacnich markeri a celd fada novéjSich molekularné
biologickych ukazateli. Do této skupiny lze zatadit i pfiznaky vyplyvajici z pfitomnosti

nadoru v organismu — ubytek hmotnosti, bolest, anemizace.

2. 3. 2 Prognostické faktory tykajici se hostitele

Mezi prognostické faktory tykajici se hostitele — pacienta patfi vrozené
demografické charakteristiky - v€k, pohlavi, etnicka ptislusnost, iroven vzdelani a dalsi
znaky jako celkovy stav (performance status), pfidruZzené choroby a stav imunitniho
systému, ktery mize byt také ziskany. Bezvyznamné nejsou ani takové charakteristiky
jako je psychosocidlni reakce na nadorové onemocnéni, postoj k alternativnim
lécebnym metodam, abuzus drog, alkoholu, sndsenlivost a postoj k 1é¢bé. 1 kdyz se tyto
faktory bezprostiedné k nadoru nevztahuji, mohou vyznamné ovlivnit prabch

nadorového onemocnéni.

2. 3. 3 Prognostické faktory tykajici se prostiedi

Prognostické faktory tykajici se prostiedi pacienta zahrnuji zevni charakteristiky,
které rovnéZ mohou mit zasadni vliv na prubéh onemocnéni. Mohou byt individuélni,
tedy tykajici se konkrétniho pacienta, jako je socioekonomickd troven, postoj
k pacientim vysSiho veku, vybér a kvalita 1é€ebné metody, anebo platné pro Sirsi
skupinu nemocnych, kam patii systém zdravotni péce, jeji dostupnost a organizacni
zajisténi koncentrace pacientli do specializovanych center.

Ne&které prognostické faktory lze zaroven zatadit do vice skupin - naptiklad
celkovy stav pacienta miize byt ovlivnén jak pfidruzenymi nemocemi, tak i pokro¢ilym
nadorem samotnym. Podobné modalita a kvalita 1écby miZze byt ovlivnéna jak
pacientem - s ohledem na kontraindikace vyplyvajici z jeho celkového zdravotniho
stavu, tak i1 prostfedim, tj. dostupnosti a nabidkou zdravotni péce. Dalsim ptikladem je
anemie, kterd mize vyhovovat vSem tfem kategoriim — mize se jednat o disledek
pokrocilého nadoru, o chronické onemocnéni pacienta pfed vznikem nadorového
onemocnéni, ale mize byt také disledkem malnutrice typické pro urcité prostredi ¢i

socialni skupinu.

2.4 Vypovidaci hodnota prognostickych faktorii
Vyhodnoceni dostupnych prognostickych faktori umoziuje predpovédet

pravdépodobny vyvoj nadorového onemocnéni v konkrétnim cCase. Jednotlivé faktory



pfitom maji riznou vypovidaci hodnotu. Podle tohoto kriteria je lze rozdélit do téchto
skupin:

1. prognostické faktory zdsadniho vyznamu,

2. prognostické faktory doplitkového vyznamu,

3. nové aslibné prognostické faktory.

Prognostické faktory zasadniho vyznamu jsou takové, které maji rozhodujici
vliv na zvoleni 1é¢ebného postupu. Vyznam rozsahu anatomického postizeni nddorem je
znadm vice nez 70 let a je zaclenén do TNM a FIGO Kklasifikace. Dal§imi vyznamnymi
faktory jsou histopatologickd charakteristika vcetné gradingu, pfitomnost vaskularni
mikroinvaze, dynamika nadorovych markert. Vék pacienta u vétSiny nadortt jiz
v soucasné dob¢ nehraje pfi rozhodovani o 1é€ebném postupu zasadni roli.

Prognostické faktory doplikového vyznamu rozhodnuti o zplsobu lécby
zasadnim zpisobem neovliviiuji, mohou v8ak mit vliv na kone¢ny vysledek 1écby. Patii
sem napf. markery proliferani aktivity jako je exprese Ki-67( MIB-1) antigenu a
ploidie. Vétsina faktort tykajicich se pacienta - celkovy stav, komorbidita - ovliviiuji
moznosti operability, aplikaci vhodné chemoterapie ¢i radioterapie, ¢imZ nepiimo také
pusobi na kone¢ny vysledek. Podobny efekt maji i faktory zevniho prostiedi, kam patii
pfedevsim dostupnost kvalitni péce ve specializovanych centrech.

Expanzivni rozvoj molekuldrni biologie a genetiky v poslednich letech nabizi
celou fadu novych a nékdy velmi slibnych parametri (rGstové faktory, receptory
rastovych faktort, proteiny asociované s expresi genli vyznamnych pro bunéény cyklus,
markery angiogeneze atd.), jejichZ uplatnéni v prognéze nadorovych onemocnéni zatim

neni soucasti rutinni praxe, ale je provdzeno velkym oc¢ekavanim do budoucna [2, 21].

2.5  Zhoubné nadory ovaria

Zhoubné nadory ovaria patii mezi nejcastéjs$i pfi¢iny umrti na gynekologické
malignity a predstavuji pfiblizné¢ 30% vSech nadort Zenské reprodukéni soustavy. V
umrtnosti na vSechny zhoubné nédory Zen zaujimaji 4. misto. Nepfiznivym soucasnym
trendem je vzestup incidence. Ve vice nez 75% piipadl je toto onemocnéni
diagnostikovano v pokrocilych stadiich (IIT a IV), staging je ur€ovan klasifikaci TNM
s odpovidajicimi stadii podle FIGO. Zakladni 1é¢ebnou metodou je 1éc¢ba chirurgicka,
jejimz cilem je odstranéni maximalniho objemu nadoru. Ovarialni karcinomy patii mezi
nadory chemosenzitivni, ov§em ne chemokurabilni. Chemoterapie je aplikovana jako

lécba adjuvantni, neoadjuvantni anebo paliativni. I pfes vysoké procento l1éCebnych



odpovédi na primarni 1é€bu dochazi u vice nez 80% piipadi k recidivam. Ro¢né je ve
svété diagnostikovano piiblizné 190 000 novych piipadi ovaridlniho karcinomu,
114 000 Zen v souvislosti s timto onemocnénim ro¢né umira.

Pievéazna cast ovaridlnich zhoubnych nadora je ptivodem z povrchového epitelu,
patii mezi né¢ karcinom ser6zni, mucindzni, endometroidni, svétlebunécény, vzacny
Brennerv tumor a nediferencované karcinomy. Neepitelové nadory vcetné
germindlnich tumorl, nadorti ze zarodecnych pruhli a metastatické nadory jsou méné
Casté, tvori kolem 10% vSech zhoubnych nadort ovarii.

Ovarialni nadory se ve vétsin€ piipadi vyskytuji u Zen sporadicky, bez pozitivni
rodinné anamnézy. Maligni transformace je zde vyvolana pouze somatickymi
mutacemi. V nddorové tkani mohou byt mutovany jak protoonkogeny, tak tumor-
supresorové geny nebo mutdtorové geny. Geneticky podminéna je pouze mald Cést
nadort a tvoii asi 5-10%.

Celkové pétileté preziti Zen se zhoubnym nadorem ovaria (pro vSechna stadia)

predstavuje v Evropé 32%, u pokrocilych stadii ovsem nepiekracuje 20% [10, 22].

2. 5. 1 Hereditarni nadory.

Hereditarni ovarialni karcinom se vyskytuje jako soucast jednoho ze tfi
autozomalné dominantnich syndromu:

1.  vlastni familiarni ovarialni karcinom,

2. familiarni karcinom prsu a ovaria,

3.  syndrom hereditdirniho nepolypdzniho kolorektalniho karcinomu a

karcinomu ovaria (HNPCC)

Mutace tumor-supresorovych gentt BRCA1 a BRCA2 jsou zodpovédné piiblizné
za 90% hereditarnich ovarialnich karcinomt — asi v 70% BRCAI1, v 20% BRCAZ2.
Zbyvajici ptipady se tykaji mutaci ostatnich tzv. mutatorovych gentt ((WMSH2, hMLH]1,
PMS1, PMS2), zodpovédnych za opravu poskozené DNA a jsou vzacné.

Pritomnost alteraci predisponujicich genli s vysokou penetranci — BRCALI
a BRCA2 - souvisi také svice nez 85% piipadi hereditdrnich karcinoml prsu.
Zbyvajici malé procento hereditarnich karcinoml prsu souvisi nejspiSe se vzacnymi
genetickymi predispozicemi, jako je Li Fraumeniho syndrom (mutace tumor-
supresorového genu p53), Cowdenové nemoc (mutace PTEN genu), Peutz-Jegherstiiv

syndrom (mutace LKB1 genu), Mui-Torreho syndrom (varianta HNPCC -



hereditdrniho nepolypdzniho kolorektdlniho karcinomu, mutace genu MLHI1), ataxia
teleangiectasia (ATM gen) [8, 9, 10, 16, 17, 18, 23, 24, 25, 26].

Hereditarni etiologie nékterych zhoubnych nadort u Zen byla v minulém
desetileti potvrzena diky pokroku molekularné genetického vyzkumu. Jednim
z nejvyznamnéjSich objevli byla identifikace tumor-supresorovych geni BRCAI a
BRCA2 u HBOC syndromu (Hereditary Breast-Ovarian Cancer Syndrome) a hMLH1 a
hMSH MMR geni u HNPCC syndromu (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer —
Lynch II).

Zakladni principy, které odliSuji hereditarni karcinomovy syndrom od zvySeného
rodinného vyskytu karcinomi nejasné etiologie, jsou nasledujici:

1. casny vék v dobé stanoveni diagnozy karcinomu (obvykle o 15-20 let

diive nez je vyskyt stejného sporadického karcinomu),

2.  bilateralni vyskyt v ptipad€ karcinomii parovych organt (prs, ovarium),

3.  mnohocetné primarni karcinomy u specifickych hereditarnich

karcinomovych syndromd,

4.  autozomalné dominantni forma dédicnosti.

Pro hereditarni vyskyt nadort je charakteristické postizeni vice ¢lenli rodiny
stejnym typem nadoru a diivéjsi nastup onemocnéni ve srovnani se stejnym typem
nadoru vyskytujicim se nahodile. V téchto rodindch vyskyt jednoho nadoru muze
upozornit na riziko vzniku dal$iho nadoru [16, 17].

Gen BRCA1 byl lokalizovan v roce 1990 a klonovan v roce 1994. Nachézi se na
dlouhém raménku 17. chromozému (17q21), kde zaujima 81 kilobazi (kbp). Obsahuje
24 exonl, 22 znich je kodujicich (5592 nukleotidil). Patii k tumor-supresorovym
genim a je odpovédny za udrZzovani genomové stability. Dispozice k nddorovému
onemocnéni se pfenasi autozomalné dominantné.

Gen BRCA2 byl v roce 1994 lokalizovéan na dlouhém raménku 13. chromozému
(13q12-13), kde zaujima prostor 70 kilobazi. Sklada se z 27 exonl. Funkce jeho
transkriptu neni jeSté zcela definovéana, jednd se vSak opét o tumor-supresorovy gen
a pfedpoklada se stejny mechanizmus u¢inku jako u genu BRCAI. Riziko vzniku
karcinomu prsu u nositelky mutace je niz8i nez u genu BRCAI, u karcinomu ovaria
vyrazng nizsi.

Dosud bylo odhaleno nékolik set mutaci a sekven¢nich variaci genit BRCALI
a BRCA2 rozptylenych podél celé kodujici sekvence a podatfilo se identifikovat

iinaktivujici mutace postihujici sekvence nekodujici. V urcitych populacich byla



prokdzana vysokéd cetnost specifickych (fixnich) mutaci. Ptikladem je populace
askendzskych Zidi, kde jsou vice nez 2% jedincii postizena specifickymi mutacemi
odpovédnymi za vétSinu dédi¢nych karcinomu prsu a ovaria.

Na zéklad¢ studii v rodindch s hereditarnim karcinomem ovaria ¢i prsu bylo
zjiSténo, ze piitomnost mutace genu BRCA1 byla spojena s 28-44% kumulativnim
rizikem karcinomu ovaria do 70 let a s 87% kumulativnim rizikem karcinomu prsu.
Mutace genu BRCA2 byly spojeny s 27% rizikem ovarialniho karcinomu do 80 let véku
a s 84% rizikem karcinomu prsu. Detailni analyzou rodin s mutaci genu BRCA2 byla
nalezena téZ vyS$§i incidence jinych neoplazii — pankreatu, prostaty a kolorekta ve
srovnani s vyskytem v normalni populaci.

Celozivotni riziko onemocnéni karcinomem vajecniku, které se pohybuje pro
nositelky mutaci genit BRCA1 a BRCA2 kolem 20-40%, je pfiblizné¢ 10-20x vys$si nez
riziko bézné populace.

Pfi ndlezu mutovaného genu BRCA se obvykle pfedpoklada, Ze tato mutace
hraje klicovou roli pfi vzniku karcinomu a podceiiuje se vliv ostatnich faktord (jiné
genetick¢é mutace, pisobeni hormoni, vyziva a vlivy ze zevniho prostiedi primarné
asociované s karcinomy prsu a ovaria). V blizkosti oblasti BRCAl genu byla
lokalizovéna dvojice genti, jejichz aktivita fidi intenzitu lokdlni tvorby estrogenli
v cilovych tkanich. DalSimi geny Ucastnicimi se bun&tné proliferace jsou CYP17 a
CYP19, jejichz mutace zpomaluje metabolizmus estrogent.

Bylo prokazéano, Ze nositelky mutaci geni BRCA1 a BRCA2 maji u karcinomu
ovaria delsi disease-free interval nez kontrolni skupina se sporadickym karcinomem [8,

16, 17, 18, 23, 24, 26].

2. 5. 2 Genetické vySetreni u hereditarnich nadoru

Ke genetickému vysetfeni jsou indikovany ty skupiny osob, u nichZ je mozné

oc¢ekavat vyssi pravdépodobnost nosi¢stvi mutace nez u neselektované populace:

1.  nemocné osoby bez pozitivni rodinné anamnézy - karcinom prsu nebo
vajecniku diagnostikovany u Zeny do 35 let véku, karcinom prsu u muze
vznikly v kterémkoliv v€ku (po vylou€eni jiné pfi¢iny — napf.
Klinefeltertiv syndrom), nadorovéa duplicita karcinom prsu — vajecniku,
bilateralni karcinom prsu, prvni nador diagnostikovan do 40 let véku,

2. nemocné osoby s pozitivni rodinnou anamnézou (dvé piibuzné prvniho

stupné€ s nddorem prsu nebo vajecniku, alespon jedna diagnostikovana ve



véku do 50 let, tfi a vice karcinomtli prsu nebo vajeéniku u ptibuznych
prvniho 1 druhého stupné v jedné linii bez vékové limitace),

3. zdravi rodinni pfislusnici pozitivné testovanych osob, muZi i Zeny, od 18
let veéku.

Neni dosud jednoznacné urcena optimalni strategie pro nositelky mutaci BRCA

genu. Jejimi hlavni sméry jsou:

1. intenzivni dispenzarni péce, ktera zahrnuje klinické vySetfeni, vysetieni
zobrazovacimi metodami, vySetfeni tumorovych markert,

2. intenzivni sledovani, chemoprevence, profylaktické chirurgické zakroky

[10, 16, 17, 18, 23, 26].

2. 5. 3 Sporadické karcinomy.

Karcinogenezi sporadickych ovarialnich tumort ovliviiuji predev$im geny dvou
skupin: onkogeny a tumor-supresorové geny. Onkogeny jsou dominantni transformujici
geny, jejichz aktivace mlze byt zplsobena alteraci v jedné alele. Aktivace onkogenli
byva zpiisobena riznymi mechanizmy, jako je bodovd mutace, amplifikace, nadmérna
exprese a translokace, ovlivnéni virovym promotorem. Bylo popsano vice jak 60
onkogenll a n¢kolik z nich, jako K-ras, c-erbB-2(HER-2/neu), c-fms, c-myc a Akt-2
bylo studovano u ovarialniho karcinomu. I kdyZ onkogeny mohou ovliviiovat ovarialni
karcinom, je malo informaci o tom, jak a na jaké urovni onkogeny participuji v maligni
transformaci ovarialniho povrchového epitelu [6, 8, 9, 14].

Tumor-supresorové geny, na rozdil od onkogenii, jsou geny recesivni. To
znamena, ze ke zméné jejich funkce — kontrole bunééného déleni - je nutnd inaktivace
obou alel. Mechanizmem inaktivace je mutace, delece, hypermetylace promotoru.
Exaktni role téchto genil v patogenezi sporadického ovaridlniho karcinomu neni dosud
jednozna¢né vymezena a vyzaduje dalsi vyzkum.

Alterace tumor-supresorového genu p53 je jednou z nejcastéjSich genetickych
alteraci popsanych u vétSiny karcinomt, vcetné karcinomu ovaria. ZvySena exprese
mutovaného p53 genu je signifikantné vys$i v pokrocilych stadiich (40-60%) ve
srovnani s casnymi stadii onemocnéni (10-20%).

Tento gen se nachazi na chromozému 17p13.1 a je tvofen 11 exony. Kéduje
protein, ktery je transkripénim faktorem regulujicim bunéény cyklus. VétSina
somatickych mutaci je obsaZena v exonech 5-10, zatimco zarode¢né mutace jsou Castéji

detekované v exonech 7 a 8.



U Li Fraumeniho syndromu, hereditdrniho nddorového syndromu souvisejiciho
s ptitomnosti mutovaného genu p53, je kritickym mistem exon 7. Na rozdil od c-myc,
K-ras ¢i HER-2/neu, nadbytecnost p53 obvykle znamena ztratu funkce tohoto proteinu.
Nekteti autofi predpokladaji, Ze alterace genu p53 ptedstavuje Casny krok v ovarialni
karcinogenezi. VétSina studii se shoduje v tom, ze zvySena exprese p53 genu koreluje
s krats§i dobou celkového preziti. Dle vysledki nékterych studii se usuzuje, Ze ztrata
funkce p53 souvisi s chemorezistenci na platinové derivaty, protoze gen p53 hraje roli
v cytostatiky indukované apoptéze [6]. Jiné studie toto tvrzeni jednoznacné
neprokazaly, pfipousti se, ze gen p53 je jednim z mnoha faktorti ovliviiyjicich
chemosenzitivitu [2, 8, 9, 15, 19, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36]. Skutecnost, Ze
mutace v p53 genu jsou bézné u Sirokého spektra lidskych nadort, potvrzuje tlohu
ptirozen¢ho proteinu p53 v procesech ochrany organismu proti tvorbé nadort. Z celé
fady ziskanych poznatkil je ziejmé, Ze protein p53 pusobi jako ,,molekularni strazce*,
ktery brani rozsiteni geneticky poskozenych buné¢k [11].

Mezi dal$i tumor-supresorové geny zkoumané u ovaridlniho karcinomu patii
RB1, WT1 a PTEN. Mutace PTEN genu (zarodecné mutace charakterizuji syndrom
Cowdenové - vyskyt karcinomu prsu, papilarntho karcinomu S§titné Zlazy,
dysplastického cerebelarniho gangliocytomu) byly nalezeny u 20% endometroidniho
ovaridlniho karcinomu.

Asi u 15% ovarialnich karcinomti byla zjisténa homozygotni delece genu pl16
(CDKNZ2A), ktery je inhibitorem cyklin-dependentnich kindz.

Cytogenetické analyzy ovaridlnich karcinomi prokdzaly pfitomnost
komplexnich karyotypt se Sirokou Skalou numerickych a strukturnich pfestaveb jako
jsou vysoce fragmentované chromozomy, telomerické fize a komplexni pfestavby.
Ztrata chromozomu 6q je jednou z nejcastéji detekovanych zmén, mezi dalsi patii ztraty
3p, 1lp, 17q a 17pl.3. Tyto zmény ukazuji na roli tumor-supresorovych genl
lokalizovanych v téchto tusecich chromozdémi, které maji ziejmé vyznamnou roli
v patogeneze ovaridlniho karcinomu. Mezi tyto geny patii LOT 1 (transkripéni faktor),
OVCA 1, OVCA 2, CDKN2A, LKBI(STK11), Dab2/DOC2.

Dalsi vyzkum by mél vést k upfesnéni jejich role v karcinogenezi ovarialniho
karcinomu [6, 8, 9, 13, 37].

Studium genetickych zmén u gynekologickych malignit prokdzalo, Ze,

inaktivace tumor-supresorovych gent je zjiStovana Castéji nez aktivace onkogenti. Tato



skuteCnost miize souviset se snadnéj$i identifikaci tumor-supresorovych genti
v souvislosti s jejich podilem na hereditarnich syndromech.

Mezi geny, které se ucastni ristovych regulacnich pochodt a které byly popsany
u ovarialnich karcinomda, patii c-erbB3, c-erbB2 (HER-2/neu) (ovliviuji peptidové
rastové faktory), K-ras, akt-2 (cytoplazmatické faktory), c-myc (nukledrni faktory)
[9, 38, 39, 40].

Nadmérna exprese HER-2/neu byla zjisténa asi u tfetiny ovaridlnich karcinomt,
nékteré studie ji davaji do souvislosti s hor$im vysledkem celkového preziti.
Prognosticky vyznam HER-2/neu amplifikace a/nebo nadmémné exprese proteinu
zustava kontroverzni. Bylo prokdzano, ze transfekce HER-2/neu do normélnich
ovaridlnich bun€k mize indukovat maligni fenotyp in vitro. Monoklonélni protilatky,
které reaguji s HER-2/neu, jsou schopny omezit rist nddorovych linii téch karcinomi
prsu a ovaria, které ve zvySené mife exprimuji tento receptor [9, 38, 41, 42, 43].

Mutace ras gentl jsou vzacné u serdznich epitelidlnich karcinomt a vyskytuji se
asiu 50% mucinoznich karcinomu, které ovSem tvori mensi ¢ast ovarialnich karcinomu.
Na druhou stranu mutace K-ras jsou pfitomny u borderline ovaridlnich tumort v 20-
50%, coZz by mohlo podporovat teorii, Ze molekuldrni biologie borderline tumort je
odlisna od invazivnich nadoru [8, 9].

Amplifikace ¢i nadmérna exprese c-myc onkogenu byla prokazana u 26-37,3%
ovaridlnich karcinomil. Nebyla prokézana korelace mezi nadmérnou expresi a celkovou
dobou preziti. Amplifikace c-myc je béZnym nalezem u pokroc€ilych nadorovych stadii,
coz muze znamenat, Ze c-myc hraje zdsadni roli v progresi onemocnéni. Nékteré studie
prokézaly vyrazné zastoupeni c-myc u serdznich adenokarcinomd.

Jak c-myc alterace, tak podil K-ras na odpovédi na chemoterapii nejsou
jednoznaéné dokumentovany [8, 9].

Vice autori vénovalo pozornost vztahiim mezi vyskytem aberaci a klinickym
vyvojem onemocnéni. Statisticky vyznamnou se ukdzala agregace chromozomalnich
pfestaveb na deviti mistech (1pl, 1q2, 1p3, 3pl, 6p2, 11pl, 11ql, 1292 a 13pl), kterad
korelovala s hor$im celkovym ptezitim. Metodou regresni analyzy bylo dale zjisténo, ze
pouze prestavby v usecich 1pl a 3pl jsou nezavislymi faktory ve vztahu k celkovému
preziti [44, 45].

Byla zjisténa asociace mezi ztratou chromozému 4 a dobfe diferencovanymi
tumory a mezi nadbytkem genetického materidlu 3q26, 8q24, 20ql3 a malo

diferencovanymi tumory [46].



LOH (loss of heterozygosity — ztrata heterozygozity) useku 11g23.3 byla
vyznamné spojena s horSim celkovym prezitim, zatimco LOH tuseku 11q24-25
korelovala s vy$§im stupném klinického stadia, ser6znim histologickym typem, ale ne
s celkovou dobou pteziti [47].

Prognosticky vyznam jednotlivych genetickych parametrti, spolu s dal§imi
dostupnymi molekularné biologickymi i klinickymi ukazateli neni v souc¢asné dobé pro

pouziti v klinické praxi jednoznaéné vyhodnocen [2, 24, 26, 32, 48, 49, 50, 51].

2.5. 4 , Lowgrade* a ,, high grade‘ ovarialni karcinomy

Vysledky molekularnich analyz ovaridlnich karcinomt v poslednich letech,
i pfes nckteré stale nejednoznacné interpretace, vedly k novému pohledu na ovaridlni
karcinonogenezi.

Nasledna integrace klinickych, morfologickych a molekularnich udaji tak
vyustila v odliSnou klasifikaci ovarialnich karcinoml vychézejici z dualistického pojeti
dvou riiznych nadorovych podskupin. V soucasné dobé¢ tak rozliSujeme dva zakladni
typy ovaridlnich karcinom: nddory typu I oznacované jako ,low grade“, které se
vyznacuji postupnym sekvenénim vyvojem z benignich a borderline tumori, a nadory
typu II ,high grade®, pro které je typicky rychly rlist pfimo z ovarialniho epitelu, bez
znamého prekurzoru.

Pro nadory typu I je pfizna¢na pomalejsi progrese a vysSsi pétileté preziti (55%
vs. 33% u typu II). Prekurzory ,JJow grade* ser6zniho, mucindézniho, endometroidniho,
clear cell karcinomu a maligniho Brennerova tumoru jsou pfislusné cystadenomy,
adenofibromy, bordeline tumory a intraepitelialni karcinomy, u endometroidniho a clear
cell karcinomt je uvadéna také jako prekurzor endometridoza. Z molekularniho hlediska
je pro tyto nadory typicky nédlez mutace onkogenti K-ras a b-raf zjiStovan az u dvou
tietin pfipadi. U Brennerova maligniho tumoru molekularni charakteristiky nejsou
jednoznacné. U endometroidnich ,low grade* karcinomt jsou dale Castym nélezem
pozitivita B-kathetinu a vimentinu, navic i mutace tumor-supresorového genu PTEN,
ztrata heterozygozity ¢i mikrosatelitarni instabilita. Mikrosatelitarni instabilita je Casto
pozorovana i u clear cell karcinomt.

U nadori typu II, které jsou oznacovany jako ,high grade®, nezndme jednotliva
vyvojova stadia. Pfedpoklada se, Ze vznikaji pfimo z povrchového ovarialniho epitelu
nebo kortikalnich inkluznich cyst na zédkladé mutaci ovliviiujicich mitotickou stabilitu

bunky.



V soucasnosti neni znama léze charakteru prekurzoru téchto nadorti. Uvazuje se,
ze by to mohla byt ovaridlni intraepitelialni neoplazie, charakterizovanéa vyraznou atypii
postihujici povrchovy epitel nebo epitel kortikalnich inkluznich cyst. ,High grade®
nadory jsou vysoce agresivni nddory, které i pies dobrou primarni odpovéd’ na
chemoterapii ve vétsiné pripadii vedou k ¢asnym recidivam a terapeutickym selhdnim.

Z morfologického hlediska do této skupiny patii ,high grade serdzni
karcinomy, nediferencované karcinomy a maligni smiSeny mezodermalni nador
(karcinosarkom).

Typickym molekularnim markerem této skupiny nédord je pfitomnost mutace
tumor-supresorového genu p53, kterd se u serdézniho ,,high grade* karcinomu vyskytuje
v 50-80%, u maligniho smiSeného mezodermalniho naddoru ve vice nez 90% pftipadi.
DalSimi typickymi molekuldrnimi nalezy pro ,,high grade* ovarialni karcinomy, kromé
Jiz zminéné mutace p53, je zvySena exprese Her/2-neu, MIB-1, bcl-2, c-kt, AKT1 a také
inaktivace tumor-supresorového genu pl6.

Tato klasifikace ¢aste¢né pripomind rozdéleni karcinomii délozniho téla na typ I
a II, které bylo nejdfive pozorovano klinicky a posléze potvrzeno i na molekularni
urovni.

Pfipousti se, Ze ani toto rozdé€leni neni absolutni a je mozné, ze v ojedinélych
pripadech se ,Jlow grade* nador miize transformovat do ,,high grade* nadoru, stejné jako
,high grade* nddor mize vzacn€ vychdzet z borderline tumoru [52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61].

Management ovaridlnich zhoubnych nadorii je v soucasnosti zatim stejny pro
ob¢ skupiny. Piiklad nadorti prst, kde jiz molekuldrni geneticky profil nadoru je
v nékterych piipadech soucasti rozhodovaciho procesu pii sestavovani terapeutickéoho
planu, je pfislibem do budoucna i pro pacientky s jinymi zhoubnymi nddory, vcetné

karcinomu ovaria.

2.6  Prognoza ovarialniho karcinomu
Z uvah o prognéze ovaridlniho karcinomu vyplyvaji tfi zdsadni okruhy:
1.  prognoza celkového preziti,
2. progndza léCebné odpovedi,

3. progndza 1éCby druhé a dalsi linie u recidivujiciho néddoru.



2. 6. 1 Prognoza celkového preziti

Jednim z nejvyznamnéjSich faktorG ovliviiujicich celkové pieziti pacientek
s ovaridlnim karcinomem je stadium onemocnéni. Staging ovaridlniho karcinomu je
chirurgicky, s cilem co nejvétsiho az Gplného odstranéni naddorovych hmot (tumor
debulking) a urceni skute¢ného rozsahu postizeni. Stadium je povaZzovano za nezavisly
prognosticky faktor.

Zcela zasadnim prognostickym faktorem je rozsah primarniho chirurgického
zakroku a velikost nadorového rezidua. Néazory na jeho velikost se nékdy lisi,
v souCasné dobé je pokldddna za optimalni nepfitomnost makroskopického rezidua.
Rozhodujicim pro uplatnéni tohoto pozadavku je nejenom samotny nador a jeho
technicka pfistupnost, ale také celkovy stav pacientky a moznosti a zkuSenosti dané¢ho
pracovisté, kde je zdkrok provadén. U pacientek s minimdlnim nadorovym reziduem po
chirurgickém zakroku je prognéza pitimo imérna mnozstvi nadorovych implantati [1, 2,
62].

Vek, komorbidita a celkovy stav rozhoduji nejenom o rozsahu chirurgického
zakroku, ale také o moznosti ndsledné¢ absolvovat adekvétn¢€ agresivni a toxickou
adjuvantni 1écbu.

Vzhledem ke komplexnosti onkologické 1ééby ma pro vSechny pacientky
s ovaridlnim karcinomem prognosticky vyznam skutecnost, ze 1éCba probihd ve
specializovaném onkologickém centru.

Vysledky publikovanych metaanalyz jednozna¢né prokazuji, Ze pro prognozu je
dilezita spravné indikovand adjuvantni chemoterapie obsahujici platinovy derivat.

U ovariadlnich karcinomli ¢asnych stadii hraje vyznamnou roli histologicky
grading. Riziko umrti pacientek Casnych stadii se stfedn¢ a Spatné diferencovanymi
nadory je dvojnasobné ve srovnani s pacientkami s dobfe diferencovanymi nadory.

Prognosticky vyznam gradingu u pokrocilych stadii ovaridlnich karcinomt je
mensi nez u Casnych stadii. Z fady studii vyplyva, Ze stupeil diferenciace ma vétsi
prognostickou vyznamnost nez histologicky typ nadoru. Pacientky s dobie
diferencovanymi nadory maji vyrazn¢ dels§i median pieziti. Vzhledem k tomu, Ze
pocetné studie ukédzaly vysoky stupeil variability v hodnoceni gradingu, nebyl dosud
grading pevné zafazen jako nezavisly prognosticky faktor [2, 63].

Histologicky typ neni povazovan za jednoznacny prognosticky faktor. Prognéza

pokrocilych stadii ser6znich a endometroidnich karcinomi je podobna.



Mirné¢ horS§i progndéza je pozorovdna u mucindznich a svétlebunéénych
karcinomi, tato skute¢nost vSak neni povazovédna za prognosticky dulezitou. Obecné
plati, ze u ¢asnych stadii ma typ naddoru vyrazn€ mensi prognosticky vyznam [2, 63].

DNA ploidie je vétSinou autorli povazovéana za nezavisly prognosticky faktor.
Pacientky s nddorovou aneuploidii maji hor$i prognézu nez ty s diploidnimi tumory.
Tyka se to jak casnych, tak 1 pokrocilych stadii ovaridlnich karcinomt [63, 64, 65].

Prognosticky vyznam postizeni lymfatickych uzlin u ovaridlniho karcinomu neni
jednoznaéné potvrzen z divodu omezenych informaci v souvislosti s pievazujicim
vyskytem pokrocilych stadii. U téchto pacientek se predpoklada nizs$i doba celkového
pteziti na rozdil od pacientek, kde jsou lymfatické uzliny bez nadoru [2].

Hladiny CA 125 jsou zvySeny u 75-90% piipadl ovarialniho karcinomu. Obecné
plati, ze hladina CA 125 signalizuje velikost tumoru. Pfedopera¢ni hladiny CA 125
mohou byt povazovany za nezavisly prognosticky faktor u Casnych stadii tohoto
onemocnéni a v multivariani analyze maji nejvétsi vypovédni hodnotu. Toto vSak
neplati u pfedoperacnich hladin pokrocilého onemocnéni, které s pfezitim pacientek
dobfe nekoreluji. Zde je povazovan za dulezity prediktivni faktor vysledku lécby
pokles, eventualné rychlost poklesu od vychozi hladiny. Pokles CA 125 na polovinu za
dobu krats$i nez 20 dni je pokladan za signifikantni marker lepSiho celkového pieziti
a naddorové regrese (odpoveéd’ na chemoterapii) [63, 66, 67].

I pfes kompletni klinickou remisi a negativni hodnoty CA 125, ve studiich
vyuzivajicich second look chirurgickych revizi bylo prokdzéno, Ze az u 30-40%
pacientek je pfitomna subklinicka perzistence nadorové nemoci. Recidivy u téchto
pacientek jsou neptedvidatelné, jenom polovina z nich pfeziva pét let. Management
pacientek s patologickou kompletni remisi a jejich identifikace je pifedmétem
probihajicich studii [2].

Ultraradikalni chirurgicky zasah (v€etné splenektomie) je piinosem pouze
u pacientek s nepfitomnosti nadorového rezidua. Nazor na lymfadenektomii neni
jednoznacny, nepopiratelny je jeji diagnosticky pfinos v pifipad€ pozitivnich
lymfatickych uzlin a upfesnéni stadia nemoci s nasledné adekvatn€ indikovanou
adjuvantni 1é¢bou.

Celkové pteziti zen stadia IIIC bylo signifikantné vys$Si ve skupiné pouze
s postizenim lymfatickych uzlin nez téch, kde bylo pfitomno Sifeni nadoru v dutiné

brisni [2].



Chemoterapie v kombinaci platinovy derivat + taxan se ukazala jako vyhodna
pro pacientky jak ve skupiné¢ optimalng, tak i suboptimalné operovanych, celkové
pteziti je vyssi nez u pacientek lé€enych kombinaci platiny a cyklofosfamidu [1].

Piiblizn€ 5 - 10% pacientek s ovaridlnim karcinomem ma hereditarni podklad.
Za vétSinu  pfipadl  hereditarniho  karcinomu  jsou  zodpovédné mutace
tumor-supresorovych geni BRCA1l a BRCA2. Nékteré studie prokézaly u téchto
pacientek delsi dobu celkového preziti, jiné studie toto nepotvrdily [2, 22, 63].

Zkoumani markert proliferacni aktivity v nadorovych buikéch - MIB-1 (Ki-67),
AgNOR (silver-stain nucleolar organizer region associated protein) nepfineslo
jednoznacné zavéry s moznosti implementace do klinické praxe. Neni zcela jasné, zda
AgNOR odrazi proliferacni aktivitu nebo spiSe nadorovou ploidii. Byly prokazany
vysoké hodnoty AgNOR v pokrocilych stadiich nediferencovanych karcinomt,
u pacientek s parcidlni odpovedi na chemoterapii, recidivujicim onemocnénim a kratkou
dobou celkového pieziti. Pfesto jeho role jako nezavislého prognostického faktoru
zUstava spornd [68, 69].

Zvysena proliferacni aktivita zjiStovand pomoci monoklonélni protilatky MIB-1
vyznamné koreluje se stupném nadorové diferenciace, nebyla vSak prokazana
vyznamnéj$i korelace se stadiem nemoci ani s histotypem [70].

Zvysené hodnoty CSF-1 (colony stimulating factor), nalezené v séru a ascitu
pacientek s ovaridlnim karcinomem, byly spojeny s hor$i prognézou. Dalsi cytokiny,
ristové faktory, antiapoptotické geny - bcl-2, HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 (ze
skupiny heat-shock protein) jsou korelovany s dobou celkového preziti, vysledky nejsou
jednoznacéné [2].

Mutace p53 a nadmérnd exprese produktl mutovaného genu p53 byla zjisténa
daleko casté&ji v nddorech pokrocilych stadii (40%-60%) nez v nddorech Casnych stadii
(15%). Nékteré studie predpokladaji, ze nadmérna exprese mutovaného genu p53 je
spojena se sniZzenim celkového Slet¢ho preziti u pacientek stadia III-IV, a to o 10-20%
[2, 63].

Exprese mutovaného tumor-supresorového genu p53 spolu s EGF (epidermal
growth factor) byly ve vice pracich vyhodnoceny jako nezavislé prognostické faktory
vyznamné korelujici s nddorovou diferenciaci a DFS (disease-free survival). Asociace
s nadmérnou expresi K-ras méla vliv na prognézu endometroidniho karcinomu, ne vSak

svétlebunééného karcinomu [71, 72, 73].



Exprese p21 je pokladana za prognosticky faktor horsiho pribéhu nemoci, a to 1
v ptipadech se sniZzenou expresi p53 [63].

Castym nalezem je ztrata heterozygozity (LOH) RB genu, potvrzeni
nepiiznivého efektu na celkovou dobu preziti u nizsich stadii vyzaduje dalsi studie.

Studovdna je celd ftada dalSich gent: onkogenii ( c-erbB2, ras, myc),
tumor-supresorovych gent, genti apoptotické kaskady (bcl-2, bax), adheznich molekul
(integriny, kadheriny), protedz (uPA), metastatickych supresorti (nm23), ale potvrzeni
jejich vyznamu jako nezavislého prognostického faktoru vyzaduje dalsi studie [6, 15,
28, 74].

Nadorové buiiky ovaridlniho karcinomu exprimuji fadu ristovych faktort
a jejich receptort, jejichz zvySend exprese koreluje s hor$i celkovou prognoézou.
Nejvice praci je vénovano EGF (epidermal growth factor). Receptor EGF c-erb2/HER-
2-neu vykazuje nadmeérnou expresi u 20-30% ovarialnich tumort, kde byva dasledkem
genové amplifikace a je spojovan s horSi prognézou. Nadmérnd exprese c-erbB-3
receptoru je spojovana s borderline tumory a ¢asnou nadorovou invazi a také s lepsi
diferenciaci tumort. Hor$i progndza je spojovdna s nadmérnou expresi c-erbB-4
receptoru.

Dulezitym reguldtorem normalniho ovarialniho epitelu je TGF-f (transforming
growth factor-f), jehoz autokrinni rlstovd inhibice muze chybét u ovarialnich
bunéénych linii. Nadmérmad exprese izoformy TGF-B3 je spojovéna s pokrocilym
stadiem a zkracenym celkovym pfezitim, coZ by mohlo znamenat, Ze vliv tohoto faktoru
na angiogenezi a nadorovou progresi je vyznamnéjsi neZ inhibicni vliv na bunéény rust.

Do rodiny TGF-f patfi i inhibin a MIS (Miillerian inhibiting substance). Inhibin
je produkovéan granulézovymi ovaridlnimi buiikami s cilem inhibice sekrece FSH. Je
vhodnym markerem u nadoru z bunck granuléozy. Ve studii na epitelidlnich
karcinomech bylo prokdzano, ze u Zen se zvySenymi hodnotami inhibinu bylo celkové
preziti az pétkrat vyssi ve srovnani se skupinou zen neprodukujicich inhibin.

VéEtsi nadorova agresivita a horsi celkové preziti je spojovano také s nadmérnou
expresi IGFBP-1 a IGFBP-2 (insulin-like growth factor binding protein), PDGF-A
PDGF-B (platelet-derived growth factor), FGF (fibroblast growth factor).

Potencialnimi angiogennimi faktory jsou PDEGF ( platelet-derived endothelial
growth factor) a VEGF (vascular endothelial growth factor). Zvysena exprese VEGF je

spojovana s hor§i celkovou prognézou jak u pokrocilych, tak 1 casnych stadii



ovaridlniho karcinomu a s vét$im vyskytem metastdz mimo panev. Frakce VEGF-D je
pokladana za nezavisly prognosticky faktor [11, 75, 76, 77, 78].

Prognosticky vyznam lymfatické infiltrace nddorové tkdné, dendritickych bunék
makrofagl, T-lymfocyti a NK bun¢k je studovan [2].

IDS operace (interval debulking surgery) se zda byt nezavislym prognostickym
faktorem, tzv. vdzanym k prostiedi, ktery vede k redukcim rizika Umrti o tfetinu.
Intraperitonedlni aplikace platinovych derivatl u nemocnych s peritonedlni nadorovou
diseminaci m& velmi dobré vysledky, vliv na celkovou dobu pfeziti se ale zda

nevyznamny [1, 2].

2. 6. 2 Prognoza lécebné odpovédi

Byla srovnavéana odpovéd’ ve skupiné pacientek s nadorovym reziduem, stadia
IIIC a IV a skupin¢ pacientek optimalné¢ operovanych, stadia IIIA, IIIB. Bylo
prokézano, ze stadium, z hlediska celkového preziti, je vyznamnéj$i prognosticky
ukazatel nez odpoveéd’ na chemoterapii [1, 2].

Vek a celkovy stav ovlivitovaly vybér a trvani chemoterapeutickych rezim.
Rada genil a/nebo proteinii je zkouméana s cilem predpovédét citlivost & rezistenci na
cytostatika. Mezi nimi jsou (ve skupin¢ CRPs - chemoresistance-related proteins)
mutovany p53, GSTpi (GST-pi, glutathion S-transferase pi), LPR (lung related protein),
P-gp (P-glycoprotein), MDR1 (multidrug resistance), bcl2/bax. Vysledky vyzkumu

zatim nemaji bezprostfedni dopad pro klinickou praxi [2, 79].

2. 6.3 Prognoza odpovedi na sekundarni lécbu (salvage therapy) u recidivujicich

karcinomui.

Utinnost chemoterapie druhé linie vychazi z inicialnich charakteristik pacientky
s nddorovym onemocnénim. Rozhodujici je predev§im odpoveéd na primdrni 1écbu.
Z tohoto hlediska rozliSujeme pacientky

1.  bez odpovédi na primarni 1é¢bu,

2. s casteénou odpovedi,

3. skompletni odpovédi a recidivou vrizném intervalu od ukoncené

primarni 1écby

Uc€innost chemoterapie druhé linie je predpokladana pouze ve skupiné

s kompletni odpovédi, v zavislosti na délce intervalu, ktery uplynul od ukonceni



chemoterapie. Jako pifiznivy nezavisly prognosticky faktor se ukazuje ser6zni histotyp,
pocet nadorovych lozisek méné€ nez 2, nejvétsi rozmeér nadorové 1éze mensi nez 5 cm.
Ze zkoumanych molekularnich markeri byla nalezena korelace mezi expresi Ki-

67 a odpovédi na chemoterapii druhé linie [2].

2.7 Dalsi zkoumané parametry s moznym prognostickym vyznamem

Existuje celd fada dalSich zkoumanych parametr, u kterych, podle dosavadnich
vysledkl, je ofekdvan v budoucnu piinos pfi vyhodnocovani prognézy nadorového
onemocnéni.

Hogdall et al. prokazali ve studii se 160 Zenami s ovaridlnim karcinomem, Ze
ztrata heterozygozity X chromozému (mikrosatelitni oblast DXS454, Xq21-q23)
vyznamné koreluje se sniZzenim doby celkového pieziti. Jako nezavislé prognostické
faktory byly vtéto studii vyhodnoceny radikalni chirurgicky zakrok a hladiny
tetranektinu v séru [80].

Je obecné piijato, Ze progresi onemocnéni ovliviluje dynamika angiogeneze.
Hata et al. prokazali, Ze genova exprese angiopoetinu-1 (Ang-1) a angiopoetinu-2 (Ang-
2) mohou predstavovat vhodny diagnosticky nastroj k identifikaci pacientek high-risk
skupiny [81].

Skupinou Fujimoto et al. byl u pacientek s ovaridlnim karcinomem zkouman gen
ETS-1 - protoonkogen a transkripéni faktor nadorové angiogeneze, ktery hraje
podstatnou roli vrdstu, invazi a metastazovani solidnich nadorfi. Byla zjiSténa
signifikantné vyznamna korelace mezi zvySenymi hodnotami ETS-1 mRNA a sniZenou
dobou celkového pteziti. Je zde predpokladéna funkce angiogenniho mediatoru
a aktivace invaze ovarialniho karcinomu produktem onkogenu [82].

Vhodnym markerem k urceni nddorové neovaskularizace je endotelidlni marker
CD 34, ktery v kombinaci se zvysSenou expresi COX-2 (cyclooxygenase-2) rovnéz
koreloval se snizenou dobou celkového preziti pacientek s pokrocilym ovaridlnim
karcinomem.

Nadmérna exprese COX-2 je spojovana se zvySenou proliferaci, angiogenezi
a redukci apoptozy. Nadmerné exprese COX-2 signifikantné koreluje s hor§im piezitim
pacientek se Spatné diferencovanymi pokrocilymi stadii ovarialniho karcinomu a nizkou

odpovédi na standardni 1é¢bu [83, 84, 85].



Potencialnim sérovym markerem pro ¢asnou detekci a monitorovani choroby se
zda byt osteopontin (produkt regulacnich gentl), ktery je detekovatelny v séru pomoci
DNA microarray a PCR. Jeho vyznam je pfedmétem dal$ich studii [86].

Y-box protein patii do rodiny ,.cold shock proteins®, které se podileji na
transkripcnich a transla¢nich kontrolnich pochodech pii bunééné proliferaci. Zvysena
exprese tohoto proteinu reflektuje progresi onemocnéni. Zda se, Ze nejvetsi vyznam ma
pro stanoveni chemorezistence a nasledn¢ tedy pro vybér adjuvantni chemoterapie,
protoze YB-1 protein se podili na pleiotropni rezistenci na cytostatika plisobici na
urovni DNA. Vyhledové tedy piedstavuje cilovou molekulu pro rozvoj nového ptistupu
k ptfekonani mnohocetné lékové rezistence u protinddorové chemoterapie [87].

PLK (polo-like kinase) pfedstavuje tii serin/treonin isoenzymy (PLKI1, 2, 3),
které participuji v signalni transdukci. ZvySend exprese PLK1 a PLK3 v buiikach
ovaridlnich karcinomi je indikdtorem zvySené mitotické aktivity a mé dopad na
prognézu pacientky. Jeji inhibice by mohla vést k novému cilenému pfiistupu
v chemoterapii [88].

Skupinou Losch et al. byla prokdzana, jako nezévisly prognosticky faktor pro
délku DFS (disease free survival), stromalni exprese katepsinu D. Nebyla prokazéna
korelace mezi expresi katepsinu D a délkou celkového pieziti [89].

Holzmayer et al. prokazali, ze exprese genu (i velmi nizkd) MDR1 mRNA
(multidrug resistance P-glycoprotein) inverzné koreluje s odpoveédi na 1éCbu taxany
a pfezitim pacientek s ovaridlnim karcinomem [90].

Simojiki et al. prokazali prognosticky vyznam metabolitii kolagenu I a kolagenu
III, které jako soucést extracelularni matrix jsou zodpovédné za strukturalni integritu
tkani. Pro maligni proliferaci je typickd zvySend exprese téchto metaboliti (PINP,
PIIINP) stejné jako markeru degradace PINP - karboxyterminaltelopeptidu (ICTP)
v okoli malignich 1ézi. Koncentrace ICTP v séru, jak ptedoperacné, tak i v pritbéhu
follow-up v ptipadech klinické remise, vyznamné korelovala s pribéhem a prognézou
nemoci a je tak velmi perspektivnim markerem do budoucna [91, 92].

Degradace extraceluldrni matrix vyzaduje aktivaci proteinaz. Hlavni proteindzy
produkované buiikami ovaridlniho karcinomu jsou aktivatory plazminogenu a MMPs
(matrix metaloproteindz). Jejich zvySena exprese je rovnéZ v korelaci s hor§i prognozou.

Novym markerem, dle studie provedené skupinou Davidson et al., se zd4 byt
EMMPRIN (extracellularmatrix metalloproteinase inducer), ktery reflektuje Spatnou

prognézu u serdznich adenokarcinomi. EMMPRIN spolu s expresi PEA3 mRNA



proteinem (transkripéni faktor) a FGF (fibroblast growth factor) zaujima vyznamné
misto v procesu nadorové progrese [93, 94].

Skupinou Franke et al. byl prokdzan prognosticky vyznam fibronektinu, ktery se
podili na neovaskularizaci a metastazovani, brani apoptdéze a md& imunosupresivni
ucinky. Exprese fibronektinu vyrazné korelovala s nddorovym stadiem a rstovou frakci
nadorovych bun¢k. Stupent exprese koreloval s dobou celkového preziti i po vylouceni
ostatnich prognostickych faktord. Tato zjiSténi by mohla vést k uplatnéni novych
lécebnych piipravki s mechanizmem antagonistti fibronektinu [95].

Intratumorélni steroidogeneze je pokladana za dulezity biologicky faktor ve
vyvoji ovaridlnich karcinoml. Abd-Elaziz et al. studovali stav nukledrnich
transkripcnich receptorti ucastnicich se regulace steroidogeneze DAX-1 a Ad4BP/SF-1
v korelaci se steroidnimi receptory a enzymy. Imunoreaktivita DAX-1 je povaZovana za
novy nezavisly prognosticky faktor Spatné progndézy u pacientek s ovaridlnim
karcinomem [96, 97]. Chovani tumoril s niz§im poctem receptori je agresivnéjsi nez
v ptipadech s vysokou receptorovou aktivitou. Rovnéz je prokazana lepsi odpovéd na
chemoterapii u tumord s obsahem steroidnich receptori nez u tumorii receptor
negativnich [63].

Kyriakopoulou et al. prokdzali ve studii se 125 ovaridlnimi karcinomy, Ze
zvySend exprese KLK 7 (human kallikrein gen) souvisi s hor§i prognézou pacientek
s ovaridlnim karcinomem, a to pfedevsim v pfipadech s niz§im gradingem a optimalni
debulking operaci [98]. Na druhé strané, Scorilas et al. prokazali pozitivni vyznam
exprese KLK 13 proteinu, kdy pacientky s hK 13 pozitivnimi tumory jsou castéjsi
v nizSich stadiich a maji signifikantné¢ vyss$i PFS (progression free survival) a OS
(overall survival) nez pacientky s hK 13 negativnimi tumory [99].

Eder et al. studovali expresi atypické PKCiota (protein kinase Ciota)
u pokrocilych ovaridlnich karcinomi a zjistili, Ze spolu se zvySenymi hodnotami
cyklinu E nadmérna exprese tohoto proteinu koreluje se snizenou dobou celkového
preziti [100].

Farley et al. prokazali, Ze nezavislym prognostickym faktorem je nadmérna
exprese regula¢niho proteinu cyklinu E zplisobend amplifikaci E genu, kterd je spojena
s horsi prognézou [101]. Podobné vysledky ve studii s cyklinem D publikovali také
Barbieri et al. [102].

Ristovy faktor YKL-40 (human cartilage glycoprotein-39, chitinase 3-like

proteine 1) je produkovan nadorovymi buitkami ovarialniho karcinomu a jeho zvySené



plasmatic hodnoty vyznamné koreluji s krat§i dobou celkového pieziti. Tento faktor,
spolu s radikdlnim chirurgickym zakrokem, byl ve studii skupiny Hogdall et al.
vyhodnocen jako nezavisly prognosticky faktor, zatimco vek, histologicky typ a sérové
hladiny CA 125 nemély nezavislou vypovidaci prognostickou hodnotu [103].

Vysoké hladiny plazmatického bikuninu (multifunkéni glykoprotein, ktery
ovliviiuje supresi nddorové invaze a metastdzovani) jsou spojeny se signifikantné vyssi
dobou celkového pieziti a jeho pfedoperacni hladiny tak mohou byt vyznamnym
nezavislym prognostickym faktorem. Nizkd bikunin mRNA exprese ovarialnimi
bunkami miZe tak identifikovat skupinu pacientek s vysokym rizikem recidiv a Spatné
prognozy [104, 105, 106].

Shigemasa et al. studovali expresi proteinu Skp2 a zjistili, ze nadmérnéa exprese
v bunikdch ovaridlnich karcinomi pozitivné, jako nezéavisly prognosticky faktor,
koreluje s krat8i dobou celkového preziti. VEk a histologicky typ nemély prognosticky
vypovidaci hodnotu [107].

Denkert et al. studovali expresi MKP-1 (mitogen-activated protein kinase
phosphatase-1) a zjistili, Ze zvySena exprese je prognostickym znakem kratsi doby PFS
(progression free survival), nebyl vsSak prokdzan vliv na dobu celkového pieziti.
Vyznam tohoto markeru pro hodnoceni odpovédi na chemoterapii je studovan [108].

Jazaeri et al. porovnavali profil genové exprese u 21 primarné
chemosenzitivnich a 24 primarné¢ chemorezistentnich nadorti. Zjistili statisticky
vyznamné rozdily v obou skupinach, coz vede k pfedpokladu, Ze profil genové exprese
muze odlisit nadory chemosenzitivni od chemorezistentnich, vcetné téch se sekundarni
chemorezistenci. Tyto vysledky pifedstavuji vychodisko jak pro dalsi vyzkum v této
oblasti, tak i pro potencialni terapeutické intervence [109].

Vyznam regula¢niho proteinu ze skupiny serpinll - maspinu - byl studovan u 80
ovarialnich invazivnich karcinomil. ZvySend exprese maspinu koreluje s vysokou
diferenciaci ovaridlnich nadorti, vyS$$im stadiem, pfitomnosti ascitu, suboptimalnim
debulking zdkrokem a krat§i dobou celkového pieziti. Jeho role v progndze neni
jednoznacéné stanovena [110].

Kaiser et al. zjistili u 80 pacientek s ovaridlnim karcinomem pfitomnost
receptorit retinoidl. Jejich zvySend exprese korelovala svysSim stadiem, vékem
a akumulaci p53. Nekorelovala s klinickymi vlastnostmi nadoru. Tato studie tak
poskytuje molekuldrni zaklad pro terapeutické vyuziti retinoidi u ovaridlniho

karcinomu [111].



2.8  Studium genetickych alteraci a jejich vyznam

V literatufe je popsdno vice nez 200 gend, jejichz variabilni alterace jsou
pfitomny v riznych typech lidskych karcinomi. Problematika cytogenetickych
a molekularné-cytogenetickych zmén je u solidnich nadort prostudovana daleko méné
neZ u hematologickych malignit [4, 10].

Jejich studium umoznil rozvoj a zavedeni do praxe molekularné-
cytogenetickych metod, jako jsou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) s pouzitim
lokus-specifickych a centromerickych sond a také dvoubarevna a vicebarevnd FISH.
Dale je to metoda komparativni genomové hybridizace (CGH) vcéetné arrayCGH, které
patfi mezi nejmodernéj$i metody vyzkumu genomu nadorovych bunék. Ke stanoveni
ztraty €i zisku sekvenci DNA vyuzivda CGH metoda analyzu obrazu a matematickou
statistiku [64, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119].

Rada genetickych alteraci se ukazuje jako nezbytna pro rozvoj jak sporadickych,
tak i hereditarnich ovaridlnich karcinomu. Nizké zastoupeni mutaci BRCA1 a BRCA2
genl ve sporadicky se vyskytujicich nddorech ovaria znamena zfejmou genetickou
rozdilnost hereditarnich a sporadickych nadorti [16, 120].

Invazivni ovaridlni karcinom je obvykle monoklondlni onemocnéni vychazejici
z povrchového epitelu. Na druhé stran¢ bylo zjisténo, Zze nékteré serdézni borderline
tumory a peritonealni karcinomy u pacientek s pfitomnosti mutace BRCA1 genu mohou
byt polyklonalni.

VétSina  ovariadlnich  karcinomi je charakterizovana vysokym stupném
genetickych zmén, manifestujicich se jak na chromozomalni, tak i molekuldrni tirovni
(121, 122, 123).

Chromozomalni odchylky, ve smyslu Ubytku resp. zmnoZeni genetického
materidlu, detekované metodou komparativni genomové hybridizace (CGH), slozité
strukturalni pfestavby, ztrata heterozygozity (LOH) svéd¢ici o deleci specifickych
lokusti byly nalezeny ve vysokém poctu na vice chromozoémech, predevsim 6q, 11p,
13q, 14q, 17p, 17q, 18q, 22q, Xp. Neni zcela jasné, jestli tato Siroka Skala genetickych
alteraci odrazi inaktivaci tumor-supresorovych gent, ¢i je spisSe disledkem vSeobecné
genomové instability. ZmnoZeni genetického materidlu bylo vyznamné zastoupeno na
chromozoémech 3q, 8q a 20q, coz mlize predstavovat amplifikaci onkogenti ucastnicich

se procesu transformace.



Karyotypy ovaridlnich nadorovych bun¢k pfedstavuji celou Skalu raznych
nalezi - od minimdlnich s postizenim jednoho chromozému az k tém postihujicim
téméf vSechny chromozoémy, s riznym stupném ploidie, od aneuploidie k tetraploidii
[29, 47, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134].

Jak CGH, tak LOH studie prokazaly, ze pokrocild stadia maji vétsi pocet
genetickych zmén nez ¢asna stadia. Tato skute¢nost miize znamenat jak vétsi akumulaci
genetickych zmén v souvislosti s progresi a vyvojem od casnéjsitho k pokroc¢ilému
stadiu, tak i fakt, Ze Casné a pokrocilé ovaridlni karcinomy predstavuji spiSe rozdilna
onemocnéni nez jednotlivé kroky v rozvoji maligniho procesu [6, 9, 28, 135].

Mnozstvi genetickych alteraci zjiSténych u ovaridlniho karcinomu a
odpovidajicich jak aktivaci onkogend, tak ztrat¢ funkce supresorovych gent, zlstava
zatim bez jednoznacného stanoveni klinického vyznamu téchto nalezi.

V soucasnosti je vice nez ziejmé, Ze klinicka heterogenita zhoubnych nadori se
odviji od genomu nadorovych bun€k a patologické exprese jeho genil. Rozdily
v léCebnych vysledcich pacientek se stejnymi diagnostickymi a prognostickymi kriterii
a/nebo jednotnou lécbou mohou byt zplisobeny pravé skute¢nosti, Ze do stejnych skupin
jsou zafazovany karcinomy s odliSnym molekularnim profilem a biologickym
chovanim. Histopatologickd klasifikace je stdle zaloZzena na morfologickych
parametrech a prognostické systémy zohlediuji pouze velmi limitovany pocet
molekularnich markerd.

Na nepfiznivé progndéze nékterych karcinomti se tak podili nejenom jejich
agresivni vlohy, ale rovnéz i dosavadni 1éebny piistup, ktery nezohlediiuje existenci
prognostickych a prediktivnich faktord, ani nenabizi cilenou 1écbu téchto nadorti. Proto
je realny predpoklad, ze v piipadé¢ uplatnéni individudlniho postupu mize nastat
zlepSeni 1écebnych vysledkd, jak se to napf. jevi u nékterych pacientek s karcinomem
prsu.

Terminem ,,predikce” rozumime vymezeni ve smyslu predikce odpovédi na
lécbu a ,,progndzou” preziti nebo udalost spojenou s relapsem ¢i progresi choroby.
V fad¢é publikaci jsou ovSem tyto pojmy dnes zastupitelné a uZivaji se bez vyse
uvedeného vymezeni.

Predikce vyvoje nddorového onemocnéni a stanoveni rizika relapsu na zakladé
profilu genové exprese pfinasi nové rozdéleni, které se vice blizi pfirozenému prabéhu

choroby a je pfesnéjsi nez dosavadni klinicko-anatomické prognostické systémy.



Vysledky DNA cipovych analyz dale jednoznacné dokazuji, ze aktivovanou
genovou vybavu, realizujici metastaticky potencial, mohou mit nadorové buiiky jiz od
pocatku svého vzniku. Pro klinickou praxi lze tak lépe vymezit skupinu pacientek
s rozdilnym terapeutickym planem, kde se stavajici klinicko-patologické prognostické
systémy jevi Casto jako nedostatecné.

Da se predpokladat, ze existuje celd fada dalSich, dosud neidentifikovanych
vyznamnych genl s méné penetrantnim fenotypem. Jde piedev§im o geny ovliviiujici
odpovéd’ na stres, geny kontrolujici kyslikovy metabolizmus a detoxikaci xenobiotik,
které mohou hrat roli kofaktorli v nddorovém procesu. Mnoho biologickych alteraci
navic zfejmé neni detekovatelnych na urovni DNA. Zmény vedouci k rozvoji nadoru
mohou vychazet z modifikovanych RNA, =z proteinovych struktur v korelaci
s epigenetickymi vlivy. Vedle prikazu exprese jednotlivych gent se tak odkryva celé
pole moZznosti studia proteinovych struktur (proteomika), jejich dynamiky a interakce
s cilem dal$iho prohloubeni znalosti o vyvoji nadorovych onemocnéni. Tyto poznatky
by mély pfispét, v korelaci s dal§imi informacemi o nadoru — molekularné biologického
1 klinického charakteru - k vytvofeni prediktivniho modelu a individualizaci lécebného
postupu [136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143].

Cilem do budoucna je vytvofeni expresniho molekularniho profilu nadoru, ktery
by jej charakterizoval pfedevSim z hlediska invazivnich vlastnosti, metastatick¢ho
potencidlu a rezistence na b&ézn¢ pouzivana cytostatika. Ziskany expresni profil by
zapojenim do standardniho diagnostického schématu umozioval, spolecné
s proteomickymi metodami a ostatnimi pouZzivanymi diagnostickymi kriterii, pfesnéjsi
klasifikaci, vice korelujici s klinickym stavem pacienta a biologii nadoru, odhad
pravdépodobnosti relapsu onemocnéni, parametrti celkového pieziti a citlivosti
nadorovych buné€k k riznym chemoterapeutickym rezimtm.

Klinické vyuziti profili genové exprese by tak znamenalo dalsi krok vedouci
k individualizaci 1é¢by a dispenzarizace pacientek a tim zlepSeni vysledkli onkologické

péce.



3. CILE PRACE

Vyzkumny projekt, jehoz vysledky jsou v této praci predkladany, sledoval pti

svém zahajeni n¢kolik cil.

Jednalo se predevS§im o zavedeni molekularné-genetickych metod pti vyzkumu
solidnich zhoubnych nadort do praxe cytogenetické laboratoie a nasledné porovnani

jednotlivych metod z hlediska vytéznosti, finan¢ni naro¢nosti i uspéSnosti.

V cilové skupiné sporadickych ovaridlnich karcinomii bylo snahou nalézt
typické aberace, které charakterizuji tento nador. Nasledné porovnat tyto nalezy s témi,
které byly ziskany vySetienim jiné skupiny gynekologickych malignit, a to karcinomut
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 i laboratorni povahy
u pacientek s karcinomem ovaria si kladlo za cil odhalit vyznamné korelace mezi
jednotlivymi sledovanymi parametry a vyhodnotit jejich piipadny prognosticky
vyznam.

Hypotéza ¢. 2. Existuji statisticky vyznamné zavislosti testovanych parametrii,
véetné statisticky signifikantnich korelaci mezi ndlezem chozomadalnich prestaveb a

ostatnich sledovanych parametru klinické, histopatologické i molekularni povahy.



4. MATERIAL A METODIKA

4.1  Soubor pacientek

Do studie bylo zahrnuto 60 pacientek s ovaridlnim karcinomem a také 20
pacientek s cervikalnim karcinomem, diagnostikovanych a lé¢enych na Gynekologicko-
porodnické klinice 1. LF UK a VFN v Praze.

Vzorky primarnich nadort vaje¢niku a délozniho hrdla byly ziskavany piimym
odbérem pti chirurgickém zakroku (laparotomii) ¢i biopsii u cervikalnich nédort
v prubé¢hu tfi let (2002-2004). Zaznamenavany byly veSkeré klinické informace
a vysledky laboratornich vySetfeni, vcéetné nadorového markeru CA 125 u pacientek
s ovaridlnim karcinomem. Tyto udaje byly rozdéleny do dvou skupin, podle
kvantitativnich a kvalitativnich parametrti, jak je uvedeno v kapitole o statistickém

zpracovani.

4.2  Histopatologické a imunohistochemické vysSetreni

Vzorek nadoru byl vySetien histopatologem s cilem urceni histologického typu a
nadorové diferenciace (gradingu).

Dale byl proveden imunohistochemicky prukaz p53 a proliferacniho markeru
MIB-1 metodou stanoveni tzv. HSCORE dle Mc Cartyho et al., cozZ je semikvantitativni
postup berouci v tvahu procento pozitivnich nadorovych bunék a intenzitu pozitivity
kvantifikovanou do ¢tyf stupnit (0-negativni, 1-pozitivni slabé, 2-pozitivni distinktné,
3-pozitivni siln€). Vycisluje se tzv. HSCORE dle vzorce HSCORE = ZPi (i+1), kde je i
nektery ze 4 uvedenych stupni a Pi kolisd od 0 do 100%. Vysledkem je Ciselny udaj
dosahujici hodnot od 100 do 400. Zcela negativni ndlez ma hodnotu HS 100, nejvyssi
hodnotou je pak HS 400. Vypocet imunopozitivity (miniméalné¢ 200 naddorovych jader)
byl proveden pomoci systému obrazové analyzy LUCIA [144].

Vysetieni provedli pracovnici Ustavu patologie 1. LF UK a VFN v Praze.

4.3  Genetické vysetieni

PredloZzené¢ vysledky byly ziskdny pomoci cytogenetickych i molekularné-
cytogenetickych metod, a to v cytogenetické laboratofi Ustavu biologie a lékaiské
genetiky 1. LF UK a VFN v Praze.

Ve studii byly porovnavany jednotlivé metody - konvencni karyotypizace

(navzdory omezenim stdle pouzivand 1 vdneSni dob¢€) spiimym zpracovanim



a kratkodobou kultivaci a metody molekuldrné-cytogenetické, tj. fluorescencni in situ
hybridizace a komparativni genomova hybridizace. Porovnani metod bylo zaméteno na
vytéznost, asovou narocnost, financni zatizeni a netispésnost [145, 146, 147, 148, 149].

Fluorescen¢ni in situ hybridizace byla pouzita ke specifikaci genetickych alteraci
v ptipadech uspéSnych kultivaci, komparativni genomova hybridizace byla pouZzita
i tam, kde kultivace byly netispésné.

Pocet studovanych mit6z se pohyboval od 3 do 30. Cilem bylo vyhodnotit
vSechny nalezené aberované mitdzy - pfi nalezu patologické mitdzy jsme zhodnotili
vSechny dal$i mitézy vzorku, v pfipadech normélnich cytogenetickych nélezi jsme
standardné zhodnotili 30 mit6z.

Pfi popisu chromozémi a karyotypli jsme respektovali mezinarodni
nomenklaturu (International System for Human Cytogenetic Nomenclature - ISCN

1995), v souladu se zdvaznou mezinarodni normou [150].

4. 3. 1 Konvencni karyotypizace

Ke zjistovani chromozomalni nestability nadorovych bunc¢k bylo pouzito
cytogenetického vyhodnoceni karyotypu s pouzitim pocitatové analyzy obrazu. Pfi
pfipravé chromozémovych preparath bylo pouzito jak pifimého zpracovani, tak
i kratkodobé kultivace, sndslednym konvenénim zpracovanim a G-pruhovanim.
Nédorova tkan byla kultivovana paralelné ve dvou médiich — v jednoslozkovém médiu
Bio-Amf 2 (WKS-Diagnostik, Némecko) a ve dvouslozkovém médiu AmnioMAX-
C100 (Invitrogen Corp., USA) v termostatu pii 37° C a 4% CO,. Sklicka pro
cytogenetickou analyzu byla pfipravena konvencnim zptisobem. Mitdzy byly sklizeny
po 3,5 hodinové blokaci kolchicinem, uvolnéni bunék bylo provadéno standardné smeési
trypsinu a verzenu. Hypotonicky roztok 0,75 M KCl byl pouzivan 45 minut, provadély
se 3 metanoloctové fixace, kapani bunéné suspenze pro co nejlepsi rozprostieni bunék
se provadelo na mokra chlazena podlozni sklicka.

Metoda G-pruhovani spociva v barveni chromozémii Giemsovym barvivem po
jejich pfedchozim natraveni trypsinem. Pruhovani vznika v disledku heterogenity
chromatinu, ktery se vyskytuje ve dvou formach — heterochromatin a euchromatin.
Pruhovaci techniky tak umoznuji identifikaci jednotlivych chromozémi a stanoveni

ptipadnych cytogenetickych odchylek.



4. 3. 2 Fluorescencni in situ hybridizace

K uptfesnéni aberaci byla na n¢které konkrétni mitdézy po jejich cytogenetickém
zhodnoceni pouzita metoda FISH (fluorescenéni in situ hybridizace), s pouzitim
jednotlivych celochromozémovych malovacich sond. Princip hybridizaéni metody je
zalozen na schopnosti jednotetézcové DNA (sondy) se vazat s komplementarnimi Gseky
cilové DNA. Sonda muze byt genovd (lokus specifickd - predstavujici sekvenci
vySetfovaného genu), nami pouzivana chromozoémova neboli paintingova (sekvence
celého chromozému) ¢i alfa-satelitni (obsahujici centromerické nebo telomerické
oblasti). Preparaty se sondami oznaenymi fluorochromy je mozné po hybridizaci
vyhodnotit na fluorescenénim mikroskopu vybaveném pfisluSnymi filtry a imerznim
objektivem. K upfesnéni strukturdlnich ptestaveb bylo potieba pouzit malovacich sond,
tzn. sond, které¢ hybridizuji s mnohocetnymi chromozémovymi sekvencemi. Malovaci
sondy nelze vyuzit pfi sledovani nedélicich se bunék, protoze signal jednotlivych
chromozomu je v interfazi disperzni podle domény, kterou zaujimaji v jadie. Tato
metoda tedy vyzaduje kvalitni mitdzy ziskané pfimym cytogenetickym zpracovanim
nebo po predchozi kratkodobé kultivaci.

Vzhledem k nedostate¢nému piistrojovému vybaveni pracovisté nebylo mozné
pouzit metody m-FISH (multicolor — mnohobarevna FISH), ktera umozni barevné
odlisit prestavby vSech chromozémti na téze mitdze.

Pii fluorescen¢ni 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 doporuc¢enym vyrobcem.

Preparaty byly vyhodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX
51 (Olympus Co., Japonsko), vybaveného transmisnim filtrem pro UV/DAPI (360 nm),
Orange and Green (Vysis Inc., USA).

4. 3. 3 Komparativni genomovd hybridizace

Dalsi pouzitou metodou byla CGH (komparativni genomova hybridizace). Tato
metoda je zaloZena na in situ hybridizaci odliSn€¢ znacené celkové genomové nadorové
DNA a referencni genomové DNA normalnich metafdzickych chromozomu.
Vysetirovana DNA je obvykle znacena zelenym fluorochromem, referenéni DNA se
znaci Cervené. Pomér intenzity fluorescencnich signdli naddorové a referenéni DNA

méfeny v kazdém lokusu udava numerické zmény v DNA. Vysledkem snimani pomoci



fluorescen¢niho mikroskopu a vyhodnocenim pomoci pocitacové analyzy je grafické
znazornéni profilli jednotlivych chromozémt v podobé kiivek, z nichz je zfejmé, zda
a v jakém rozsahu jsou pfitomny ztraty, resp. nadbytek genetického materidlu, a to
jednotlivé u kazdého chromozému. Z izolované nadorové DNA Ize tak pfimo detekovat
nebalancované ptestavby (amplifikace, delece) vSech chromozémi, a to bez naro¢né
pfedchozi kultivace. Metoda ovSem neodhali balancované piestavby (translokace,
inverze) a pomoci ni také nelze odlisit diploidni a tetraploidni tumory, coz vyplyva
z principu samotné metody. Dal$i omezeni predstavuji zmény v telomerickych
oblastech chromozémi a v heterochromatinovych pericentrickych oblastech
chromozému 1, 9, 16 a Y, které nelze spolehlivé pomoci metody CGH vysetfit.

CGH umoznuje vysetfeni celého genomu v jedné hybridizaéni reakci. To
znamena, ze tato metoda odhali ztraty (delece, losses) a nadbytek (amplifikace, gains)
genetického materidlu vSech chromozémut bunky v jedné mitéze, coz je technicky
nemozné pii pouZiti jednotlivych malovacich FISH sond. Dalsi pfednosti metody je
potieba minimalniho mnozstvi vyizolované DNA.

Izolace DNA v nasi studii byla provedena pomoci QIAamp® DNA Mini Kitu
(Qiagen Inc., USA) dle postupu doporuceného vyrobcem, pti samotné hybridizaci bylo
vyuzito reagencii fy Vysis Inc., USA, v souladu s doporuc¢enim vyrobce.

Pro pocitacovou obrazovou analyzu byl pouzit software LUCIA-CGH
(Laboratory Imaging, Ceska republika). Preparaty byly vyhodnoceny pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX 51 (Olympus Co., Japonsko).

4.4  Statistické zpracovani

Cilem statistického zpracovani bylo vyhodnotit vztahy sledovanych
kvantitativnich a kvalitativnich parametrii ve skupindch ovaridlnich i cervikalnich
karcinomd, s dirazem na vztahy chromozomalnich piestaveb k ostatnim parametrim.

V obou skupinéch, tj. ovaridlnich i cervikalnich karcinomi, jsme pfi statistickém
zpracovani vyuzili analyzu rozptylu a test chi-kvadrat (y°). Vzhledem k velkému
mnozstvi proménnych, testovani priméru pouze mezi dvojicemi skupin bylo provedeno
s Bonnferroniho korekci hladiny vyznamnosti pro vicendsobnd porovnani dvojic
souboru.

Pii statistickém zpracovani (ANOVA, test chi-kvadrat (%) byl pouzit SPSS 13.0

software.



Zpracovani ve skupiné€ ovarialnich karcinomt bylo nasledujici:

1.

testovani 4 kvantitativnich proménnych (vek, CAI125 pted 1é¢bou, MIB-1
HSCORE, p53 HSCORE) pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) s d¢lenim do
skupin podle 9 kvalitativnich parametri: stadium (I, II, III, IV), histologie
(endometroidni, mucinézni, serdézni adenokarcinom), grading (G1, G2, G3),
operacni reziduum (ne, ano), lymfadenektomie - LE (ano-, ano+), 1é¢ebna
odpovéd’ — response rate RR (CR — complete response, PR — partial response,
PD — progression of disease), CA125 po 1écbé (negativni, pozitivni), p53
HSCORE (negativni, pozitivni), ptfestavba (z4dnd, mala, velkd). SD (stable
disease) nebyla u téchto pacientek zaznamenana.

testovani vyse uvedenych kvalitativnich parametrii mezi sebou testem zavislosti

chi-kvadrat (*).

Zpracovani ve skupiné cervikalnich karcinomt bylo nasledujici:

1.

testovani 3 kvantitativnich proménnych (v€k, MIB-1 HSCORE, p53 HSCORE)
pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) s délenim do skupin podle 6 kvalitativnich
parametrt: stadium (I, II, II, IV), histologie (dlazdicovy, dlazdicovy
nerohovéjici, dlazdicovy rohovéjici), grading (G1, G2, G3), 1é€ebnd odpoveéd —
response rate RR (CR — complete response, PR — partial response, PD-
progression of disease), prestavba (ano, ne) a p53 HSCORE (negativni,
pozitivni). SD (stable disease) nebyla u téchto pacientek zaznamenana.

testovani vyse uvedenych kvalitativnich parametrii mezi sebou testem zavislosti
chi-kvadrat (*).

Pocet statisticky vyhodnocenych piipadii byl u jednotlivych parametri rizny,

klinické informace, histologické nalezy vcetné nadorové diferenciace byly k dispozici
u vSech pacientek. Imunohistochemické vySetieni (MIB-1 HSCORE, p53 HSCORE)
nebylo provedeno v n¢kolika ptipadech z diivodu Spatné fixace tkané urcené pro toto

zpracovani. V disledku technickych zavad, nedostatecného mnozstvi nadorové tkané

a v nekterych pifipadech 1 neuspé&$né kultivace, chromozomalni pfestavby byly

hodnoceny u 20 pacientek ve skupiné cervikalnich karcinoml a u 47 pacientek ve

skupiné¢ ovarialnich karcinomil.

Koncentrace DNA byla extrémné nizkd u 13 pacientek ze skupiny ovarialnich

karcinomd, tyto ptipady byly vylouceny z genetického testovani.

Vesker¢ ziskané tidaje byly kompletné zohlednény pfi statistickém zpracovani.



5. VYSLEDKY

5.1  Skupina ovaridlnich karcinomii

Vek pacientek ve skupiné ovarialnich karcinomti se v dob¢ stanoveni diagnozy
pohyboval od 39 do 81 let (median 61 let). Rozdé€leni podle stadii (FIGO) a histologie
(v€etné gradingu) je uvedeno v Tab. 1.

Tti pacientky ze skupiny ovaridlnich karcinomt byly vySetfeny na pifitomnost
mutace genit BRCAL, 2, vybér pacientek se tidil prislusSnymi metodickymi pokyny [4].
Mutace BRCA1 genu byla pfitomna u jedné pacientky.

Pozitivni rodinnd anamnéza z hlediska onkologickych onemocnéni byla
zaznamenana u 7 pacientek (11,7%) — u ptibuznych 1. stupné se vyskytoval karcinom
plic, karcinom pankreatu, hematologické malignity a mozkové tumory. U 6 pacientek
(10%) byl jiz pted stanovenim diagndzy ovaridlniho karcinomu zjis$tén jiny zhoubny
nador — u 3 pacientek se jednalo o karcinom prsu (ve véku 60, 77, 73 let), u 1 pacientky
se vyskytoval kolorektalni karcinom (52 let) a u 2 pacientek byl diagnostikovan
endometroidni karcinom d€lozniho téla (vék 43 a 67 let).

Konvenéni cytogenetickd karyotypizace byla GspéSna u 35 pacientek ze 40
testovanych (87,5%). Scilem porovnat vysledky ziskané rGznymi metodami
a vyhodnotit vyhody a nevyhody jednotlivych metod, byla u 6 pacientek (10% z celé
skupiny) s predchozi tspéSnou konvenéni karyotypizaci pouzita metoda FISH. CGH
metoda byla uplatnéna u 12 pacientek (20%) s neuspésSnou konvencni karyotypizaci.
Koncentrace DNA byla extrémné nizkd u 13 pacientek ze skupiny ovaridlnich
karcinomd, tyto ptipady byly vylouceny z genetického testovani.

Veskeré udaje byly kompletné zohlednény pfi statistickém zpracovani.

5. 1. 1 Genetické nalezy.

Numerické a strukturalni aberace byly nalezeny u 63% ovarialnich nadorovych
bunck. NejcastéjSimi aberacemi byly nebalancované translokace a delece. Pocet
chromozoému se pohyboval od 63 do 85. Pti pouziti metody CGH byly delece CastéjSim
nalezem nez amplifikace, coz miZze souviset se skutecnosti, Ze delece urcitych
chromozoéml odrazeji roli tumor-supresorovych genii umisténych ve specifickych

oblastech.



Amplifikace, typické pro skupinu ovaridlnich karcinomi, byly nalezeny na
chromozomech 1q — 17 ptipadi (36,2%), 3q — 8 piipadd (17%) a 20q — 8 piipadl
(17%).

Delece 22q byla nalezena v 17 ptipadech (36,2%), tento ndlez je dle dostupné
literatury pomérné vzacny. Obr. 1.

V 17% vySetfovanych piipadl byla zjisténa delece 4p a 4q, v 8,5% ptipadi se
vyskytovala delece 18p, 18q a 19q. Tab. 2.

Izolovana balancovana translokace t(10;15) byla nalezena ve dvou ptipadech
(4,3%). Nalez byl ptitomen ve vSech vySetfovanych butikach, konstituéni translokace
byla vyloucena vySetfenim periferni krve. Obr. 2.

Ostatni nélezy se vyskytovaly v méné nez 5% ptipada: 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, 159. Ve 32% pfipadi byly nalezeny rozsahlé zmény, pocet aberantnich
chromoz6ému ptesahoval sedm. Obr. 3A, 3B. Obr. 4A, 4B.

V 37% ptipadl byl nalezen diploidni karyotyp.

5. 1. 2 Korelace mezi klinickymi, histopatologickymi a molekularnimi parametry
Statisticky vyznamnou zavislost se podafilo prokdzat pro tyto kvantitativni
proménne:
1. Zeny s dg. stadiem I byly statisticky vyznamné (p<0,01) star$i nez Zeny ve
stadiich II, III, IV. Tab. 3. 1.
2. Zeny s gradingem GI mély statisticky vyznamné (p<0,05) niz&i hodnotu
MIB-1 HSCORE (141) oproti zendam s G2 (209) a G3 (195), nebyla
zjiSténa zavislost na histologickém typu. Tab. 3. 2, Tab. 3. 3.
3. Zeny s gradingem Gl mély statisticky vyznamné (p<0,05) niz&i hodnotu
p53 HSCORE (126) oproti Zendm s G2 (236) a G3 (173), rovnéZ nebyla
zjiSténa zavislost na histologickém typu. Tab. 3. 2, Tab. 3. 3.
4.  Zeny spozitivnim nalezem p53 HSCORE mély statisticky vyznamng
(p<0,001) vyssi primérnou hodnotu MIB-1 HSCORE (217) oproti Zenam
s negativnim p53 HSCORE (157). Tab. 3. 4.
5. Zeny s velkou chromozomalni pfestavbou byly statisticky vyznamné (ale

jen p<0,1) mladsi oproti zendm s malou a zaddnou piestavbou. Tab. 3. 5.



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

1.  stadium nddorového onemocnéni a grading (p<0,001). Tab. 4. 1. Zavislost

na histologickém typu nebyla prokézana. Tab. 4. 2.
2. Stadium nadorového onemocnéni a operacni reziduum (p<0,001). Tab. 4.
3.

3.  Stadium nadorového onemocnéni a LE (lymfadenektomie) (ano-, ano+)
(p<0,05) . Tab. 4. 4. Nebyla prokazéana zavislost mezi stadiem nadorového
onemocnéni a RR (response rate). Tab. 4. 5.

Histologie a grading (p<0,05). Tab. 5. 1.

Grading a operacni reziduum (p<0,001). Tab. 5. 2.

Grading a RR (response rate) (p<0,01). Tab. 5. 3.

Grading a p53 HSCORE (negativni, pozitivni) (p<0,01). Tab. 5. 4.
Operacni reziduum a LE (lymfadenektomie) (p<0,05). Tab. 5. 5.

X 2w ok

Operacni reziduum a RR (response rate ) (p<0,05). Tab. 5. 6.

10. Operacni reziduum a CA 125 (p<0,05). Tab. 5. 7.

11. RR (response rate) a CA 125 (p<0,001). Tab. 5. 8.

Mezi ostatnimi zbyvajicimi dvojicemi parametrii se statisticky vyznamnou

zavislost nepodaftilo prokézat.

5. 1. 3 Chromozomdlni prestavby a jejich vztah k hodnocenym parametrum.

Vzhledem k tomu, Ze studie byla zaméfena na genetické zmény v nadorovych
buiikach, byla nase pozornost soustfedéna na mozné vztahy mezi chromozomalnimi
pfestavbami a vySe zminénymi parametry kvantitativni a kvalitativni povahy.

Podskupinu pacientek s ovaridlnim karcinomem jsme rozdé€lili 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. v¢etné téch nalezii, které nejsou detekovatelné napf.
pomoci CGH metody). Tyto tii skupiny byly korelovany s vékem, stadiem,
histologickym typem, gradingem, lécebnou odpovédi (RR — response rate), hladinou
CA 125, MIB-1 HSCORE a p53 HSCORE, ponechanym chirurgickym reziduem
a pfitomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach. I pfes n¢které pozitivni ndznaky zadné

statisticky vyznamné zavislosti, krom¢ jiz vySe zminénych (ve skupiné kvantitativnich



proménnych — vék, Tab. 3. 5), nalezeny nebyly. Tab. 6. 1, Tab. 6. 2, Tab. 6. 3, Tab. 6.
4, Tab. 6. 5, Tab. 6. 6.

Nebyla vyhodnocena korelace mezi vyskytem genetickych alteraci a dobou
celkového preziti, vzhledem ke kratké dobé sledovani nékterych pacientek tiastnicich

se studie (jeden rok).

5.2 Nalezy ve skupiné cervikalnich karcinomii.

Pacientky ve skupiné cervikalnich karcinomti byly v dob¢ diagnézy ve véku od
39 do 84 let (median 52 let). Rozdéleni dle stadii onemocnéni a histologickych nélezi,
véetné gradingu je uvedeno v Tab. 7.

U vSech Zen v této malé skupiné piedchézelo stanoveni diagnézy cervikalniho
karcinomu posledni gynekologické vySetieni pied 5-20 lety. VSechny zeny byly
kuracky cigaret a mély z onkologického hlediska negativni rodinnou anamnézu.

Konvenéni cytogenetickd karyotypizace byla Gspé$na u 17 pacientek (85%).
FISH metoda byla aplikovdna zaroven u 6 pacientek (30%) s ptedchozi uspésnou
konven¢ni karyotypizaci. CGH metoda byla uplatnéna u 4 pacientek (20%) této skupiny
(tf1 ptipady netispésné a jeden piipad GspéSné konvencni karyotypizace).

Numerické a strukturalni aberace byly nalezeny u 29% cervikalnich nadorovych
bun¢k. Pocet chromozomi se pohyboval od 44 do 82.

NejcastéjSimi nalezy ve skupin€ cervikélnich karcinomd byly amplifikace 3q,
které byly prokazany ve 12 ptipadech (60%) a izochromozém 5p v 8 piipadech (40%).
Mén¢ Castymi nalezy byly: amplifikace 5p — 4 ptipady (20%), delece 13q a 2q ve 4
pripadech (20%). Rozsahl¢ numerické a strukturdlni pfestavby byly typickymi nélezy
u pokrocilych cervikalnich karcinomti: amplifikace 3p v 8 ptipadech (40%), 5p ve 4
ptipadech (20%), 20p ve 4 ptipadech (20%), 22q ve 4 piipadech (20%) a delece 13q ve
4 ptipadech (20%), 6q ve 4 piipadech (20%) a izochromozom S5p v 8 piipadech
(40%). Tab. 8.

V pfipadech vySetfovanych v nasi studii byly déle nalezeny vzacné amplifikace
chromozému 2p a 2q, a také delece chromozémua 10p,10q, 11p a 21q. V 71% ptipadi
byl nalezen diploidni karyotyp. Obr. 5, Obr. 6.

Ve skupiné cervikdlnich karcinoml se podafilo, jako statisticky vyznamné,
prokazat tyto zavislosti pro kvantitativni proménné:

1.  Zeny s dg. stadiem IV (ale byly jen 2) byly statisticky vyznamné (p<0,05)

star$i nez zeny se stadii I, II, ITII. Tab. 9. 1.



2.  Zeny s gradingem G2 mély statisticky vyznamné (pouze p<O0,1) vyssi
hodnotu p53 HSCORE (136) oproti zenam s G3 (110). Tab. 9. 2.

Mezi vSemi moznymi dvojicemi 6 kvalitativnich parametrti se statisticky
vyznamnou zavislost nedafilo prokazat.

To neznamend, Ze zavislost neni; muze byt, ale nepodatfilo se ji prokazat,
pfedevS§im pro velmi maly celkovy pocet Zen skarcinomem cervixu a tim
1 v jednotlivych kategoriich sledovaného parametru.

Podobné jako ve skupiné ovaridlnich karcinomil, i ve skupiné€ cervikalnich
karcinomii byly vyhodnoceny vztahy mezi chromozomdlnimi pifestavbami
a sledovanymi parametry kvantitativni a kvalitativni povahy.

Ve skupiné pacientek s cervikidlnim karcinomem jsme rozliSovali dvé
podskupiny — s piftomnosti nebo nepiitomnosti chromozomalnich piestaveb. Zadné
statisticky vyznamné zavislosti mezi genetickymi ndlezy a proménnymi, jak

kvalitativni, tak kvantitativni povahy, nalezeny nebyly.

5.3 Srovnani nalezii ve skupindach ovarialnich a cervikalnich karcinomii.

Chromozomalni aberace v obou skupinach ovarialnich i cervikélnich karcinomu
jsou rozdilné a postihuji jiné chromozoémy, jak bylo uvedeno vyse.

Priméarni aberace nebyla nalezena v Zadné skupiné.

Vyssi pocet diploidnich nadori v nasem souboru mize souviset se zplisobem
odbéru nadorové tkané, kdy makroskopicky zjevny tumor obsahuje také podstatnou
fibrézni slozku s klonem bunék s normélnim karyotypem.

Primérné hodnoty MIB-1 HSCORE byly podobné jak ve skupiné ovarialnich,
tak i cervikdlnich karcinomi (187,8; 209,3). Primémd hodnota p53 HSCORE byla
vyznamné vysS§i v buiikdch ovaridlnich karcinomil ve srovnéni s buitkami cervikalnich
karcinomd (180,5; 119,2). Zd4 se, ze p53 HSCORE je dulezitéjsim markerem nez MIB-
1 HSCORE, coz vyplyva i zvysledki korelaci obou parametrii s kvantitativnimi
a kvalitativnimi proménnymi v obou skupinéch.

Genetické alterace ve skupiné cervikélnich karcinomi, ve srovnéani se skupinou
ovaridlnich karcinomd, jsou méné extenzivni. MizZe to souviset se zpusobem odbéru
nadorové tkan€, mensim poctem pacientek ve skuping, zaroven vSak také s odliSnym
zplisobem cervikalni karcinogeneze. Posledné zminény nézor podporuje i odliSny nalez

genetickych alteraci u obou nadort.



6. DISKUZE

6. 1  Nadorovd cytogenetika
Znalost genetického profilu naddoru a nékterych jeho dalSich molekularné

biologickych charakteristik by méla ptispét k predikci pribéhu a prognézy nadorového

onemocnéni a zaroven piispét i k individualizaci léebnych modalit a monitoraci
aktivity nddorového procesu. Pfesné genetické analyzy by vyhledové mély urcit cilové
geny pro budouci cilenou terapii nadoru.

Bunééné populace zhoubnych nadorii jsou sestaveny z vice ¢i méné
heterogennich bunék. Podle zakladniho konceptu progrese nddorového procesu miize
byt heterogenita vysvétlovana labilitou malignich bun¢k a selektivnimi mechanizmy
pusobicimi na ty populace, které byly pivodné derivované od jedné transformované
buniky. VétSina zmén, které nachazime v nddorovych bunkach, jsou klonélni.
Chromozémové zmény v nddorovych bunikach jsou ziskané a musime je odliSovat od
zmén konstitu¢nich, které jsou vrozené a jsou ve vétsin€ piipadd ve vSech buiikéch téla.
Kromé patologického klonu miize byt v nddorech piitomen i klon bunék s normélnim
karyotypem. U solidnich nadorii mohou mit normalni karyotyp naptiiklad buiky
fibroblastt, které jsou ve vzorku pfitomny.

Az do doby zavedeni pruhovacich technik bylo mozné u nadort popisovat pouze
pocetni odchylky nebo velké prestavby chromozémi. S rozvojem laboratornich technik
byly v pozdéjsich letech nalezeny dalsi, specifické odchylky, které se staly dalezitym
diagnostickym kriteriem pii vySetfeni hematologickych malignit i solidnich nadort.

Pro soucasnou onkocytogenetiku jsou charakteristické predevsim dva pfistupy:

1. zavedeni novych systémi kultivace a synchronizace bunééného déleni  bunck
in vitro, které ptispély k vyraznému zlepSeni kvality chromozdémovych preparatt
a tim 1 ke zvySeni rezoluce cytogenetickych metod; disledkem jsou nalezy
dal$ich, dfive neidentifikovanych  piestaveb, jako jsou translokace malych
¢asti chromozomu, inverze, duplikace, delece a inzerce, znichz mnohé
povazujeme za zcela specifické ndlezy pro urcity typ nadoru,

2. aplikace metod rekombinantni DNA analyzy, hybridizace in situ a studium
bunék v interfazi, které ptindseji stale nové informace o biologickém vyznamu
chromozémovych zmén v malignim procesu [145].

PrestoZze pomoci klasické cytogenetiky lze analyzovat cely genom v jednom

vySetieni, jeji rozliSovaci schopnost je relativné mala. Rada submikroskopickych zmén



zustava neodhalena. Cytogenetickd analyza musi byt dale dopliiovana citlivéjSimi
metodami jako jsou metody molekuldrni cytogenetiky a poskytovat tak co nejptesné;si

podklad pro praci molekularnich genetiki.

6. 1. 1 Metody molekularni cytogenetiky

Metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se stala rutinni metodou, ktera
dovoluje hodnoceni genovych numerickych zmén i na nedélicich se bunkach -
interfdznich jadrech, ale pouze ke stanoveni poctu chromozomi, nikoli k hodnoceni
chromozomalnich strukturnich pfestaveb. Vysetieni metodou FISH miZeme indikovat
jen tehdy, zndme-li dopfedu cilovy gen ¢i chromozdémovou oblast, kterou chceme
analyzovat.

Rozlisit barevné kazdy jednotlivy péar autozomti a pohlavni chromozémy je
mozné dalsi variantou FISH metody, pifi které jsou péti fluorochromy oznaleny
jednotlivé pary autozoOmi 1 pohlavni chromozémy (metoda mnohobarevného
karyotypovani). Vysledny obraz je analyzovéan pocitatem, ktery na zéklad¢ prométeni
intenzity fluorescencnich signala ptifadi k pfislusSnym chromozémim tzv. pseudobarvy
(t). klasifikaéni barvy). Metoda mFISH je velmi vhodna pifi uréovani pavodu
tzv. marker chromozdémil, a to jak v klinické, tak i nadorové cytogenetice. Na podobném
principu je postavena také metoda mnohobarevného pruhovéni s vysokou rozliSovaci
schopnosti — mBAND [145, 151].

Cely genom dovoluje v jednom experimentu analyzovat komparativni genomova
hybridizace (CGH). Tato metoda byla plivodné vyvinuta pro uréovani zmén u solidnich
nadort, u nichz byva cytogenetické vysetieni Casto netispésné.

I tato metoda ma nicméné svd omezeni. Pomoci ni nelze naptiklad urcit
chromozomové 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 dal§ich novych postupii. Byly tak vyvinuty
technologie genomovych microarray neboli ¢ipové technologie pro aplikace metody
CGH.

Metoda array CGH, oznacovana také jako matrix CGH, je zaloZena na stejném
principu jako klasickd CGH, avSak cilem hybridizace nejsou normalni chromozémy, ale

klonované DNA segmenty gent (napi. ve form¢ tzv. BAC — bakteridlnich arteficidlnich



chromozéml). Na c¢ipu mize byt umisténo nékolik desitek ale i tisic rliznych
jednotetézcovych vlaken genu, jejichz zmnoZeni nebo naopak ztraty v nddorovém
genomu chceme sledovat. Cip méa podobu podlozniho skla s upravenym povrchem
s jednofetézcovymi vlakny DNA. Vzorky normalni a nddorové genomové DNA jsou
pomoci molekularné genetické metody random priming PCR oznaceny rozdilnymi
flurorochromy a takto rozdiln¢ znaCené DNA hybridizuji s ¢ipem obsahujicim
fragmenty genomové DNA vybranych gend. Pomoci specidlniho ¢teciho zatfizeni lze
zméfit pritomnost nebo chybéni piehybridizovaného vldkna DNA daného genu.

Array CGH slouzi ke zvySeni pfesnosti, rozliSeni a rozsahu zmén ve srovnani
s klasickou metodou CGH a méfeni miize byt porovnano piimo k pozici na genomové
sekvenci.

Vyznamnym faktorem, ovliviiujicim vysledek jiz na pocatku hybridizace, je
kvalita a kvantita vySetfované DNA.

Pro urceni balancovanych zmén byla vyvinuta modifikace metody array CGH a
byla oznacena array painting. Array painting vyuziva pratokové cytometrie k sortovani
a separaci abnormalnich chromozémi, které jsou vysledkem translokace nebo inverze,
pomoci zmény velikosti a poméru part bazi. Po izolaci DNA z téchto abnormalnich
chromozomi, DNA obou aberantnich chromozémi jsou oznaceny rozdilnymi
fluorochromy a hybridizuji s ¢ipem. V ptipadé balancované translokace rozdilné
znacené DNA dvou derivovanych chromozému ukazuji sekvence, které jsou proximalné
vzhledem ke zlomu jednou barvou, zatimco sekvence, které jsou distalné ke zlomu, jsou
znaceny jinou barvou. Kombinaci metod array CGH a array painting je mozné stanovit

jak zmény poctu kopii DNA, tak balancované translokace [152, 153, 154, 155].

6. 1. 2 Laserova mikrodisekce

K izolaci cilovych nadorovych bun¢k z komplexu tkané pro jejich néslednou
molekularni 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. Nafezané tkan€ jsou upevnény na standardni podloZni sklicko a termoplasticka
membrana je umisténa nad dehydratovany preparat. Ohniskem laserového mikroskopu
se aktivuje termoplastickd membrana, ktera je navazana k identifikované cilové buiice
v mikroskopované ¢asti preparatu. Laser roztavi termoplastickou folii v daném mist¢,

kde je navazéna cilova bunka. V zavislosti na pouzZitém materidlu je moZzno



z mikrodisekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny v dobré kvalité, a to
iz biologického materidlu s minimalnim obsahem nadorovych bun¢k [156, 157, 158,

159].

6. 1. 3 Vyuziti jednotlivych postuptii

Cytogenetické vysetieni solidnich nadori se v Ceské republice provadi zatim
jenom sporadicky a vétSinou k vyzkumnym ucelim. Jako samostatnd laboratorni
metoda se tento pfistup zacal rozvijet az v poslednich letech, a to u détskych nadort,
nadort mozku a u né¢kolika malo dalSich epitelialnich i mezenchymovych nadort.

V nadmi piedlozeném projektu se jednd o prvni systematickou studii
gynekologickych malignich tumort v Ceské republice.

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 postup.
Konvenéni cytogenetické metody jsou nejméné narocné, co se tyce pfistrojového
vybaveni a materidlovych ndklad. Jsou naro¢né na Cas a profesiondlni zkuSenost
pracovnika. FISH metody jsou ndrocné na pfistrojové i materidlové vybaveni, financné
nejnaro¢néjsi je mFISH, kterd v na$i studii nebyla pouzita. CGH metoda se ve svém
konecném dusledku ukazala jako nejefektivnéj$i a nejlevnéjs$i v pfepoctu na jedno
vySetieni. V soucasné dob¢ se tedy jevi jako nevhodnéjsi postup metoda komparativni
genomové hybridizace, kterd je doplnéna stanovenim karyotypu cytogeneticky nebo
molekularné-cytogeneticky.

Metody molekuldrni cytogenetiky kladou vysoké pozadavky na kvalitu
a kvantitu vyizolované DNA, problémy se ziskanim potfebného mnozstvi DNA se
mohou objevit u formalinem fixovanych tkani nebo u parafinovych fezu.

Je tfeba vzit do uvahy, Ze moZnosti porovnavanych laboratornich metodik jsou
limitovany, stejné¢ tak jako je kvalitativné i kvantitativné omezen vzorek odebrané
nadorové tkang, zejména u cervikalnich karcinomt. Zplisob odbéru mize byt jednim z
divodua vyssiho poctu nalezenych diploidnich naddort v predlozené studii.

Pro rutinni izolaci cilovych nadorovych bunck se jako nejvhodnéjsi soucasna

metoda jevi metoda laserové mikrodisekce, kterd v nasi studii nebyla pouzita.



6. 2 Cytogenetické nalezy u ovarialniho karcinomu

Pocet publikovanych praci vénujicich se molekularné¢ biologickému pozadi
ovarialniho karcinomu se v posledni dob¢ stile zvySuje a vzhledem k jeho malo
objasnéné etiopatogeneze je tématu vénovana stale vétsi pozornost.

Rada praci je vénovana vyzkumu mutaci geni BRCAIL/2, jejichz role u
dédi¢nych karcinomii prsu a ovaria je dnes jiz dobfe zndma. Role téchto genl
u sporadickych karcinomtl, kterych je vétSina, neni tak docela jasna. U zen - nosicek
mutované¢ho genu BRCA1, se karcinom ovaria obvykle, ve srovnani s ostatnimi Zenami,
objevuje v mladSim ve&ku. Dle zavéri néckterych studii se zdd, Ze pfitomnost
mutovaného genu BRCAI1 je spojena slepSim piezitim u pokrocilych ovaridlnich
karcinomi [2, 160, 161, 162, 163].

V nasi studii byla mutace genu BRCAI prokazana u jedné pacientky, pacientka
s diagnostikovanym onemocnénim karcinomu ovaria ve stadiu IVB pfeziva vice nez 5
let.

Z hlediska genetickych alteraci, ovaridlni karcinomy ptedstavuji Sirokou variaci
nalezl, jejichz interpretace je stale pfedmétem pokracujiciho vyzkumu.

Amplifikace typické pro epitelidlni ovarialni nadorové bunky jsou popisovany
na chromozémech 1q, 3q, 8q a 20q, delece se vyskytuji predev§im na chromozémech
4q, 13q, 16q a 18q. Typickym nalezem u pokrocilych stadii je ztrata chromozoému 4.

Za aberace spojené s horsi prognézou jsou pokladany amplifikace 6p, 7q, 13q a
delece 15q, 17p, 18q a21q[133, 164, 165].

Inaktivace tumor-supresorovych geni se vyskytuje castéji nez aktivace
onkogenll; neni zcela jasné, zda je to dusledek pouzitych laboratornich metod ci
obvyklejSiho kroku v karcinogenezi. Srovnani Casnych stadii s pokrocilymi odhalilo
rozdily mezi obéma skupinami: delece se vyskytuji u Casnych stadii Castéji nez
amplifikace. Typické delece jsou nasledujici: 2q, 4q, 5q, 6q, 13q a 18q.

Na druhé stran¢, amplifikace jsou daleko castéjSim nalezem u pokrocilych
stadii - na chromozoémech 3q, 8q, 11q, 12p, 17q a20q [166, 167].

Pomérné cCasty ndlez izochromozému 5p u nékterych tumorl je popisovan
u ovaridlnich tumort spise vzacné [168].

Pti nadbytku 6p je popisovan cCastéjsi vyskyt chemorezistence [169]. DalSim
vyznamnym nalezem u chemorezistentnich nadort je ztrata 13q32.1 a 8p2l.1, tyto

nalezy by mohly byt potencidlnim prediktivnim markerem [170].



Byly nalezeny vztahy mezi po¢tem aberaci a dobou celkového pieziti, vyssi
poCet chromozomalnich pfestaveb je Casto spojen s dalSim nepfiznivym faktorem,
kterym je nizkd nadorova diferenciace. Pacientky s tumory obsahujicimi 7 a méné
aberaci maji delsi dobu celkového pteziti [S1].

Rozdilné histologické typy nejsou spojovany se specifickymi aberacemi;
komplexni aberace jsou vzadcné u mucindznich a endometroidnich karcinoml. Méné
aberaci je popisovano u dobfe diferencovanych nadort, zatimco komplexni ptrestavby
jsou typické pro nediferencované tumory. Serdzni tumory v pokrocilych stadiich
obsahuji dvojndsobné mnozstvi aberaci ve srovnani s tumory nizSich stadii. U téchto
nadorl byly nalezeny amplifikace 3q, 6p, 7, 8q a 20, delece 4q, 6q, 12q, 13q a 16q.
Spolecné aberace pro rizné histologické typy jsou amplifikace 3q, 6p a delece 4q. VEtsi
riziko recidiv je spojovano s vyskytem amplifikaci 1p, 10p, 20q a deleci 5q [28, 30, 33,
171, 172, 173, 174, 175].

Nédory snizkym malignim potencidlem a invazivni karcinomy se lisi
ptitomnosti rozdilnych aberaci. Toto miiZze souviset s faktem, Ze se jedné o dvé rozdilné
subpopulace ovaridlnich nadorti [164, 176, 177].

Nejcastéjsi aberace nalezené u borderline tumort jsou ztrata chromozomi 17,
20q a 18p, nadbytek 12p13 a nadbytek chromozdému 8 s podobnou frekvenci jako u
invazivnich tumort. Neni zcela jasné, zda jsou tyto aberace markerem casnych
seroznich karcinomt ¢i ukazatelem potencidlu k progresi a rozvoji malignity
v podskupiné borderline tumort [178].

Obecné srovnani borderline tumorti, benignich tumorti a malignich tumorQ
ukazuje, Ze border line tumory maji blize k benignim nez k malignim tumortim [179].

Srovnani priméarnich a metastatickych nadorit odhalilo vice aberaci ve skupiné
primérnich nadort [180].

Ocekavany kli¢ovy vyznam genti lokalizovanych na chromozémech 6q a 20q se
v pozdégjsich pracich jednoznaéné nepotvrdil [172, 177].

Snaha o definovani genového profilu naddort s vysokym malignim potencialem
a molekularnim pfedpokladem k metastazovani, recidivam ¢i chemorezistenci, je patrna
z celé tady praci, které se této problematice vénuji. Nadmérna exprese gent kodujicich
rastové faktory, jejich receptory a regulacni proteiny byva spojovana s vy$§im malignim
potencidlem, a to také u nekterych nadora histologicky hodnocenych jako borderline.
Validace téchto nalezi je pfedpokladem k jejich implementaci do klinické praxe

prediktivni onkologie [141, 181, 182, 183, 184].



6.3  Nalezy u karcinomu délozniho hrdla

Karcinom dé¢lozniho hrdla pfedstavuje druhy nejcastéjsi zhoubny nador u zen
v celosvétovém méfitku. Roéné je diagnostikovano piiblizné 470 000 novych ptipadi
onemocnéni, 230 000 zen v souvislosti s timto onemocnénim umird. Pé&tileté preziti
dosahuje az 70% Zen, v rozvojovych zemich pouze 40% Zen [10].

I presto, ze existuji dobfe definovana, relativné dlouho se vyvijejici a 1é€itelna
predstadia a pomérné spolehlivé a dostupné metody jejich detekce (kolposkopie,
onkologicka cytologie), velky pocet nadorti je diagnostikovan v pokroc€ilych stadiich.
Incidence nadoru v Ceské republice je mnohem vys§i nez v jinych vyspélych zemich.

Cytogenetické ndlezy u cervikalnich karcinomd, jak byly referovany z riznych
laboratofi, odhalily celou fadu strukturalnich a numerickych aberaci, primarni aberace
vSak stale neni znama.

Amplifikace v cervikdlnich nadorovych butnikach jsou nejcastéji popisovany na
chromozoémech 1q, 3q, 5p, 8q, 17q a 20q, delece na chromozdémech 2q, 3p, 4p, 69, 11q,
13q, 17q, 18q a Xq. Aberace byly nalezeny v nadorech rGznych stadii, vcetné
premalignich 1ézi - CIN (cervikélni intraepitelidlni neoplazie). Tato skute¢nost muize
souviset s vy$§im malignim potencidlem té€chto 1ézi a vysokou pravdépodobnosti jejich
prechodu do invazivnich karcinomu [185, 186, 187, 188].

Nejcastéji popisovanym nalezem v cervikdlnich nadorovych bunkach je
amplifikace 3q (3q24-3g28), stejné jako v bunikach premalignich 1ézi a 1€ézi s inicidlni
invazi. Je to oblast genu hTR pro RNA-telomerdzu s vyznamem pro immortalizaci
bunék ve smyslu genetického markeru pro pfedpovéd rizika. Nadbytek 3q je typickym
nalezem u Zen s premaligni 1¢zi, kterd pozdéji ptesla do invazivniho karcinomu [189,
190, 191, 192]. Horsi prognoéza onemocnéni cervikalnim karcinomem je spojena se
ztratou tumor supresorového genu na chromozdémech 3p, 9p, 11p a 18q [193, 194].
Delece 3p je dalSim typickym nalezem v buiikdch invazivniho metastazujiciho
cervikalniho karcinomu [195].

Vyznam a asociace inaktivovaného tumor supresorového genu p53 (17p13.3)
vrozvoji cervikdlniho karcinomu ptedpokladd koexistenci HPV (human papilloma
virus) infekce, 1 kdyZ samotnd pfitomnost infekce neni dostate¢nym faktorem k rozvoji
nadoru. Nebyla nalezena specificka geneticka alterace asociovand s HPV infekci [196].

Horsi pritbéh onemocnéni byva spojovan s ptitomnosti deleci 11p a 18q [197]. Dal§im



typickym nalezem detekovanym v buiikdch cervikalnich karcinoml je pfitomnost
izochromozoému 5p [198].

Nejcastéji se vyskytujicim néalezem ve skupiné¢ cervikalnich karcinomd,
zjiSténym v nasi studii, byla amplifikace chromozému 3q, Sp a delece 13q. Toto zjiSténi
koresponduje s vysledky ostatnich studii. Pokrocila stadia byla spojena s vyskytem
vy$$iho poctu chromozomalnich aberaci, v nasi studii nebyl tento ndlez statisticky
vyznamny.

V na$i studii jsme také zaznamenali vzécnou deleci chromozému 10 a dalsi

vzacny nalez - amplifikaci chromozému 2 v ¢asném stadiu cervikdlniho karcinomu (IB).

6. 4  Porovnadni publikovanych nalezii s vysledky ziskanymi ve viastni studii.

Cytogenetické vysSetieni ovarialnich nédorti v nasi studii odhalilo pfitomnost
celé fady chromozomalnich pfestaveb.

Pocet diploidnich nadorti byl vysoky zejména ve skupiné cervikalnich nadort,
coz mize souviset také se zplisobem odbéru nadorového vzorku.

Skute¢nosti ovSem je, Ze klonalni chromozomalni aberace v z&dné z citovanych
praci, které se této problematice vénovaly, nebyly nalezeny ve 100% vySetiovanych
bunék, a to 1 pfi pouziti zachytné laserové mikrodisekce a nasledné aplikace Cipovych
metod. Toto odpovida jiz vySe zminované heterogenité nadorové tkang.

Pocet genetickych piestaveb ve skupin€ ovarialnich karcinomi v naSem souboru
byl signifikantné vyssi ve skupiné mladSich Zen. I pfes maly pocet zkoumanych Zen
miZze mit tento fakt vyznam zhlediska mozné predikce maligniho potencidlu
vySetfovanych nadort.

Vek neni jednoznacné pokladan za nezavisly prognosticky faktor, dle literdrnich
udaji vék pacientek koreluje s delsi dobou celkového pieziti - toto ovSem nejspiSe
souvisi s vy$§im poctem vyskytu casnych stadii, lepS§im PS (performance status —
celkovy stav) a moznostmi radikélniho chirurgického vykonu u mladSich pacientek
[199].

Incidence sporadickych ned&di¢nych malignit vykazuje zavislost na véku v tom
smyslu, zZe jsou onemocnénimi postreprodukéniho obdobi, kdy postupné klesa efektivita
ptirozenych protinadorovych mechanizmli (reparace mutaci, apoptdza, imunologické
mechanizmy). Mutace pfinasi bunkam pouze urCitou selekéni rastovou vyhodu.
K dosazZeni pln€ rozvinutého maligniho fenotypu (nezavislost na externich riistovych

signalech, necitlivost k externim protiristovym signaliim, unikani apoptdze, schopnosti



nekonecné replikace, podpora neoangiogeneze, invazivita a metastaticka schopnost) je
tieba, aby se v buiikach klonu nahromadilo v priméru minimélné 6-7 dal§ich mutaci ,,za
nador odpoveédnych® genl (onkogenil, tumor-supresorovych genti véetné reparacnich
gentl) a dalSich tzv. epigenetickych udalosti.

Hromadi se stale vice diikazii, ze kazdy tumor je individudlni. Pozornost je
zaméfena na modifikujici geny a DNA polymorfizmy, které nepochybné ovliviiuji
individualni povahu vzniku a rozvoje nadorového onemocnéni. K jedine¢nosti kazdého
nadoru navic podstatné piispivaji velmi spletité, dosud v podstaté neodhalené interakce
mutovanych gent i interakce normalnich genidt nddorovych i okolnich bunék [143].

Vyskyt vétsiho poctu chromozomalnich aberaci v nddorech mladsich Zen v nasi
studii je, i pfes malo pocetnou vySetfovanou skupinu, diivodem zaméteni se pravé na
tuto vékovou kategorii. Pravé u mladsich Zen ziejmé pusobi dalsi dosud ne zcela
objasnéné mechanizmy karcionogeneze, které neodpovidaji vySe zminovanému
nahromadéni mutaci za delsi ¢asovy usek Zivota.

Pozornost by méla byt vénovana této kategorii i s ohledem na nov¢jsi klasifikaci
ovaridlnich nadord na ,high grade® a low grade* typy a jejich rozdilné molekularni
charakteristiky, které patrné souvisi s neobjasnénymi cestami karcinogeneze.

I presto, ze pocty hodnocenych Zen v nasi studii nejsou vysoké, jsou srovnatelné
s poCty hodnocenych ptipadi, jak jsou uvadény v literatute. Tento pocet souvisi
s Casovou, ale hlavné s financni a technickou naro¢nosti nékterych vySetfovacich
postupi. Jednotlivé prameny uvadéji vysledky vychézejici z vySetieni 10-68 piipadi
ovaridlnich karcinomt, vyjimkou je prace Taetleho et al. z roku 1999, kdy kombinaci
konvencnich cytogenetickych metod a FISH bylo vySetfeno 244 primarnich ovarialnich
adenokarcinomtl s nalezem chromozomalnich aberaciu 201 vySetfovanych piipadi [44,
122].

V nasi studii nebyly nalezeny dal$i korelace mezi rozsahem chromozomalnich
nalezi a p53 HSCORE, stadiem onemocnéni, histologickym typem, 1é¢ebnou odpoveédi
¢i poklesem CA125 po 1écbé. Signifikantni korelace byly nalezeny pouze mezi n€kolika
parametry histopatologického a klinického charakteru.

Aktivita proliferaéniho markeru MIB-1 byla signifikantné vyssi u Zen s vysokym
p53 HSCORE. Aktivita protilatky Ki-67 byla prokazéna jako signifikantni prediktor
preziti také Ceskymi autory [200]. Typ mutaci genu p53 je dalSim pfedpokladanym
faktorem ovliviiujicim dobu celkového preziti u pacientek léCenych pro pokrocily

ser6zni adenokarcinom ovaria [73, 201].



VétSina cytogenetickych nalezi popsanych v nasi studii odpovidala literarnim
udajim.

Na druhé strané¢ byly, v obou ndmi zkoumanych skupinach, tj. ovarialnich
i cervikalnich karcinomd, zjistény nékteré vzacnéjsi nalezy - delece chromozomu 11p,
21p, vzacna delece chromozému 10 a amplifikace chromozému 2 v buikach
cervikalnich karcinomd, izolovand balancovana translokace t(10;15) a amplifikace 1p,
delece 19q delece 22q v bunikach ovaridlnich karcinomtl.

Vzacny nalez delece 22q byl v na$i studii nalezen v 36% ptipadi. Syndrom
delece 22q11.2 je popisovéan jako chromozomalni odchylka u imunologickych defektt
s riznou fenotypickou expresi, kterd postihuje az 70% téchto jedincd, nezavisle na
klinickych projevech. Geneticky zaklad syndromu je komplexni a neni plné objasnény.
Asociace mezi piitomnosti delece 22q11.2 a predispozici k nddorim byla nedévno
popséna u malignich rhabdoidnich tumort, karcinomu pankreatu a dlazdicobunééného
karcinomu dé¢lozniho hrdla [202, 203, 204, 205].

Rozdilné nalezy ve skupindch ovarialnich i cervikalnich karcinomt, prokézané
vnasi studii odpovidaji literd&rnim udajim a patrné souvisi s rozdilnymi cestami
karcinogeneze.

Interpretace, ve srovnani s literaturou, vzacnych nélezl je diivodem ke zkoumani

vyse uvedenych aberaci na molekularni Grovni.



7. ZAVER

Ptedlozené vysledky ptedstavuji vyzkumny projekt systematicky se veénujici
vyzkumu chromozomalnich aberaci u gynekologickych zhoubnych nadori a jejich
korelaci s dostupnymi parametry molekularné biologické a klinické povahy.

Do laboratorni praxe pracovisté, kde se vyzkum provadél, byla zavedena metoda
CGH (komparativni genomova hybridizace), ktera je do budoucna vychodiskem pro
metody array CGH a array painting.

Porovnanim pouzitych metod - konvencnich cytogenetickych a molekularné-
cytogenetickych byly vyhodnoceny ptinosy jednotlivych postupti. V soucasné dob¢ se
jevi jako nevhodngjsi postup metoda komparativni genomové hybridizace, ktera je

doplnéna stanovenim karyotypu cytogeneticky nebo molekularné-cytogeneticky.

Reseni hypotézy ¢. 1.

Analyzy provedené ve skupiné pacientek s ovaridlnim karcinomem zaznamenaly
fadu strukturdlnich chromozomalnich pfestaveb. Byly zjiStény charakteristické
amplifikace pro ovaridlni karcinom na chromozémech 1q, 3q a 20q, dale delece na
chromozoémech 4p, 4q, 18p, 18q a 19q.

Nejcastejsimi nalezy ve skuping cervikalnich karcinomil byly amplifikace 3q, 3p
a izochromozom 5p.

Pii srovnani nalezli u cervikdlnich a ovaridlnich karcinoma byly zjistény
rozdilné nalezy jak z kvantitativniho, tak z kvalitativniho hlediska, coz podporuje tezi o
rozdilech v karcinogenezi téchto zhoubnych nadort.

Na druhé strané, byly v obou ndmi zkoumanych skupinéch, tj. ovarialnich 1
cervikalnich karcinomtl, zjiStény nckteré vzacnéjsi nalezy - delece chromozomui 11p,
21p, vzacna delece chromozému 10 a amplifikace chromozému 2 v buikach
cervikalnich karcinomt, dale izolovana balancovana translokace t(10;15), amplifikace
Ip, delece 19q a delece 22q v builkdch ovaridlnich karcinomi. Uvedend delece 22q,
kterd je v literatufe popisovdna ojedinéle, byla v naSem souboru nalezena v 36%
ptipadu.

Primarni aberace nebyla nalezena ani v jedné z vysetfovanych skupin.



Reseni hypotézy ¢. 2.

U ovaridlnich karcinomi se v hodnoceném souboru testovanim kvantitativnich
proménnych (v€k, hodnota CA 125 pied 1écbou, MIB-1 HSCORE, p53 HSCORE)
pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) sdélenim do skupin podle 9 kvalitativnich
parametrl (stadium, histotyp, grading, operacni reziduum, provedeni lymfadenektomie,
response rate, pokles CA 125 po 1écbé, pS3 HSCORE, chromozomalni pfestavba) jako
statisticky vyznamné podaftilo prokazat zavislosti v kategoriich stadium, vek, grading,
MIB-1 HSCORE a p53 HSCORE. Signifikantni zavislost velikosti chromozomalni
pfestavby byla prokazana pouze ve vztahu k véku vySetfovanych zen.

U cervikalnich karcinomt se ve zkoumaném souboru testovanim kvantitativnich
proménnych (vék, MIB-1 HSCORE a p53 HSCORE) pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA) s délenim do skupin podle 6 kvalitativnich parametri (stadium, histotyp,
grading, response rate, chromozomalni ptestavba a p53 HSCORE) podaftilo prokazat
jako statisticky vyznamné zavislosti v kategoriich vék, stadium, grading a p53
HSCORE.

Bylo zjisténo, Ze ovarialni karcinomy mladSich Zen se vyznacuji vyznamnéjSimi
nalezy jak na Urovni cytogenetickych zmén, tak i z hlediska aktivity proliferacnich
markert, coz obvykle koreluje s hor§im klinickym prabéhem.

Dalsi ocekévané statisticky vyznamné zavislosti mezi chromozomalni
pfestavbou a zkoumanymi parametry kvantitativni i1 kvalitativni povahy v nasem

projektu nebyly prokazany.

Ziskané poznatky z cytogenetiky gynekologickych malignich nadori predstavuji
vychodisko pro podrobnéjsi vyzkum na molekuldrni trovni, véetné zaméteni na cilovou

skupinu mlads$ich Zen a na nélezy vzacnéjSich aberaci zjiSténych v této studii.



8. SOUHRN

Molekularné biologické parametry, v€etné genetickych alteraci, pfedstavuji novy
prvek a perspektivni smér v oblasti diagnostiky, predikce prognodzy, monitorovani
pribéhu 1 moznych terapeutickych zasahti u onkologickych onemocnéni. Predlozené
vysledky predstavuji vyzkumny projekt zamétfeny na vyskyt genetickych piestaveb
v karcinomech ovaria a dé¢lozniho 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 a proliferacniho markeru MIB-1.

Chromozomalni aberace byly zjisStovany pomoci cytogenetickych (konven¢ni
karyotypizace) a molekularné-cytogenetickych metod (fluorescenéni in situ hybridizace,
komparativni genomova hybridizace).

Statistické zpracovani (analyza rozptylu a chi-kvadrat test) bylo zamétfeno na
vztahy vybranych parametrli kvantitativni i kvalitativni povahy, kam patfily vek,
stadium nemoci, histologicky typ, grading, CA 125 ptfed a po lécb€, MIB-1, p53,
operacni reziduum, lymfadenektomie, 1é¢ebnd odpoveéd a velikost chromozomadlni
pfestavby.

Ve skupiné ovarialnich karcinomu byly zjistény, pomoci genetickych analyz,
typické amplifikace na chromozomech 1q, 3q a 20q, dale delece na chromozdémech 4p,
4q, 18p, 18q a 19q. NejcastéjSimi nalezy ve skupiné cervikédlnich karcinomi byly
amplifikace 3q a izochromozém 5p. V obou zkoumanych skupinach bylo daéle
zaznamenano, ve srovnani s literarnimi udaji, nékolik vzacnéjSich nalezl. Zajimavou se
jevi delece 22q, kterd se ve skupiné ovaridlnich karcinomi vyskytovala az ve 36%
pfipadl, v literatufe je popisovana jako chromozomalni odchylka souvisejici
s imunologickymi defekty.

Statistickym vyhodnocenim sledovanych proménnych kvantitativni i kvalitativni
povahy byly mezi n€kterymi z nich prokézany signifikantni vyznamné zavislosti v obou
vySetfovanych skupinach. Velikost chromozomalni pfestavby ve skupiné ovarialnich
karcinom signifikantné korelovala pouze s vékem vySetfovanych Zen. Bylo zjisténo, ze
pro ovarialni karcinomy mladSich Zen jsou typické vyznamnéjsi nalezy jak na trovni

cytogenetickych zmén, tak i aktivita proliferacnich markert.



9. SUMMARY

Molecular biological parameters, including genetic alterations, present new and
perspective direction in diagnostics, prediction of prognosis, monitoring and possible
therapeutic approaches in oncological disease. The results presented have to do with the
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 into the study. The histological type and grade, MIB-1 and p53
(using immunohistochemical method) were estimated by histopathologist.

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 y” 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 in ovarian cancer group revealed typical amplifications
on chromosomes 1q, 3q and 20q; and deletions on chromosomes 4p, 4q, 18p, 18q, and
19q. The most frequent findings in cervical cancer group there were amplifications 3q
and isochromosome 5p.

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 cell, just as activity of proliferative
markers, seems to be typical important finding, especially when associated with

younger age.



10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AgNOR
ANOVA
CGH

CIN
COX-2
CR
CSF-1
DFS
EGF
EMMPRIN
FGF
FIGO
FISH
FSH

G
HBOC
HNPCC

HPV
IDS
IGFBP
ISCN
LCM
LE
LOH
LUCIA
MDR
MIS
MMR
MMP
mFISH

silver-stain nucleolar organizer region

analysis of variances (analyza rozptylu)

comparative genomic hybridization (komparativni genomova
hybridizace)

cervikalni intraepitelidlni neoplazie

cyklooxygenaza 2

complete response (Uplnd odovéd’ na 1écbu)

colony stimulating factor

disease-free survival

epidermal growth factor

extracellularmatrix metalloproteinase inducer

fibroblast growth factor

International Federation of Gynecology and Obstetrics
fluorescence in situ hybridization (fluorescencni in situ hybridizace)
folikulostimula¢ni hormon

grading (stupen diferenciace)

hereditary breast-ovarian cancer

hereditary nonpolyposis colon cancer (hereditarni nepolypdzni
kolorektalni karcinom

human papilloma virus (lidsky papilloma virus)

interval debulking surgery

insulin-like growth factor binding protein

International System for Human Cytogenetic Nomenclature
laser capture microdissection (laserova zachytnd mikrodisekce)
lymfadenektomie

loss of heterozygosity (ztrata heterozygozity)

Laboratory Universal Computer Image Analysis

multidrug resistance

Miillerian inhibiting substance

mismatch repair (genes) (mutatorové (geny))

matrix metalloproteinase (matrix metaloproteinaz)

multicolor FISH (mnohobarevna FISH)



OS
PCR
PD
PDGF
PDEGF
PR

PFS

TGF-B
TNM
VEGF

overall survival (celkové preziti)

polymerase chain reaction

progression of disease (progrese onemocnéni)

platelet-derived growth factor

platelet-derived endothelial growth factor

partial response (¢astecnd odpoveéd’ na 1écbu)

progression free survival

response rate (odpovéd’ na 1écbu)

transforming growth factor-f3

klasifika¢ni systém nddort — tumor, nodus lymphaticus, metastasis

vascular endothelial growth factor
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