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ABSTRAKT

Uvod: Na vzniku d&loznich myomi se spolupodileji faktory
genetické. Jednim ze studovanych genti je i gen pro
fumarathydaratazu (FH), jehoZ mutace se vyskytuji u dvou
syndromi: Multiple smooth muscle tumors of the skin and
uterus (MCULL1) a Hereditary leiomyomatosis and renal cell
cancer syndrome (HLRCC). U postizenych zen je typicky
vyskyt d€loznich myomd v nizkém veku.

Metodika: Stanovit aktivitu fumarathydratazy a provést
mutacni analyzu genu FH v lymfocytech u mladych pacientek
se sporadickymi myomy V porovnani se zdravymi kontrolami,
dale stanovit aktivitu a mnozstvi fumarathydratazy ve tkani
myomu u téchto pacientek.

Vysledky: U 41 pacientek ve véku do 30 let a diagnézou
sporadickych déloznich myomt byla stanovena aktivita
fumarathydratazy. Snizeni aktivity bylo zaznamenano ve 34,1
% ptipada. U 2 pacientek (4,9 %) byla mutacni analyzou
prokdzana germinalni mutace FH. Ve 22 vzorcich myomové
tkané byla v jednom pfipad€¢ zaznamenéana sniZzend aktivita a
mnozstvi fumarazy.

Zavér: Vyskyt mutaci FH u sporadickych myomi je relativné
nizky.

Klicova slova: délozni myom, leiomyom, fumarathydrataza,
fumaréza, gen FH



ABSTRACT

Introduction: The onset of uterine fibroids is influenced by
genetic factors. One of the genes in focus is the Fumarate
hydratase (FH) gene. Germinal mutations of FH gene cause
two syndromes: Multiple smooth muscle tumors of the skin
and uterus (MCUL1) and Hereditary leiomyomatosis and renal
cell cancer syndrome (HLRCC). Women affected by this
syndrome typically present with uterine fibroids at early age.

Methods: To measure the activity of Fumarate hydratase and
to perform mutation analysis of FH gene in lymphocytes in
young patients with sporadic uterine fibroids and to compare
the results with healthy controls. The further aim was to to
study the activity and amount of fumarase in a series of
samples of uterine leiomyomas.

Results: Activity of Fumarate hydratase was measured in 41
patients up to 30 years of age with the diagnosis of sporadic
uterine fibroids. Reduced activity was recorded in 34.1 % of
cases. In two patients (4.9 %) mutation analysis revealed FH
mutation. Reduced activity and amount of fumarase in
leiomyoma tissue was detected in one sample out of 22.

Conclusion: The incidence of FH gene mutations in patients
with sporadic fibroids is relatively low.

Key words: uterine fibroid, leiomyoma, Fumarate hydratase,
Fumarase, FH gene



Uvod

D¢lozni myomy piedstavuji nejcastéjsi nezhoubné
onemocnéni zenského pohlavniho traktu. Incidence
déloZznich myomu se popisuje mezi 30-40 % s vrcholem
vyskytu u zen po 40. roce zivota. Etiopatogeneze
déloznich myomi vSak neni do dneSni doby jednoznacné
objasnéna. Mezi rizikové faktory fadime casny nastup
menarche, pozdni vék vdobé prvniho téhotenstvi,
obezitu, etnicky ptuvod a v neposledni fadé¢ i faktory
genetické. Cytogenetickymi studiemi byly prokdzany az
u 50 % de¢loznich myomi chromozomalni abnormality.
Mezi nejCastéjsi patii aberace chromozomt 6, 7, 12 a 14.
Ve vyzkumu etiopatogeneze déloznich myoma je
v posledni dob¢é vénovana pozornost mutacim genu pro
fumarathydratazu (Hodge, 2007; Okolo, 2008; Parker,
2008).

Fumarathydrataza je kliCovym enzymem Krebsova
cyklu. Je lokalizovand v mitochondrialni matrix a
Vv cytosolu a katalyzuje pfeménu fumaratu na malat. Gen
FH je lokalizovan na chromozému 1q42.3-43 (Toro,
2003).

Germinalni heterozygotni mutace tohoto genu zplisobuji
2 syndromy: Multiple Smooth muscle tumors of the skin
and uterus (MCUL1) a Hereditary leiomyomatosis and
renal cell cancer syndrome (HLRCC), které jsou
charakterizovany kozni leiomyomat6zou, pfitomnosti



déloznich myomu u jedincti Zenského pohlavi a v ptipadé
HLRCC i rizikem rendlniho papilarniho karcinomu typu
II. Dé&lozni myomy se u postizenych zen typicky
vyskytuji mezi 20-30 rokem zivota, jsou silné
symptomatické a casto mnohocetné. U pacienti s mutaci
FH nachazime snizenou aktivitu fumarathydratazy
(fumarazy) v lymfocytech. V nadorech postizenych
jedinct se uplatiuje Knudsoniv ,,two-hit® model rozvoje
tumoru, kdy dochazi ke ztraté heterozigozity genu FH
(Eng, 2003; Tomlinson, 2002).

Hypotézy a cile prace

Ucelem této prace bylo prokéazat, zda se mutace FH ve
zvySené mife podili i na vzniku sporadickych myomd u
mladych pacientek. Vychazeli jsme zhypotézy, zZe
délozni myomy se u pacientek vramci syndromi
MCULI/HLRCC vyskytuji v niz§im veéku nez je vyskyt
popsany u obecné populace. Cilem bylo stanovit,
vV definované populaci pacientek s d¢loznimi myomy
diagnostikovanymi do 30 let véetné a negativni osobni a
rodinnou anamnézou na ostatni projevy
MCULL/HLRCC, aktivitu fumarazy v lymfocytech a
frekvenci mutaci FH. DalSim dil¢im cilem bylo stanoveni
aktivity a mnozstvi fumardzy ve tkéni leiomymu
ziskanych v rdmci myomektomie od téchto pacientek.



Material a metodika:

Do studie byly zatazeny pacientky s déloznimi myomy.
Jako kontrolni skupina byly pouzity pacientky s absenci
déloznich myomut. Vsechny zeny zatazené¢ do studie
vcetné kontrol podepsaly informovany souhlas se studii a
provedeni studie bylo schvaleno etickou komisi VFN a 1.
LF UK v Praze. Nabor pacientek probihal v letech 2009-
2010 retro- i prospektivné.

Pacientky zatazené do studie splinovaly vstupni kritéria:
veék v dobé diagnozy délozniho myomu do 30 let véetné,
velikost délozntho myomu nad 3 cm/nebo v piipadé
retrospektivné vybranych pacientek udaj v operacnim
protokolu o odstranéni myomu nad 3 cm a ultrazvukové
vySetieni prokazujici pfitomnost myomu(li), negativni
rodinna anamnéza na vyskyt kozni leiomyomatdzy a
renalniho papilarniho karcinomu.

Jako kontroly byly definovany zeny do 30 let
Snegativnim nalezem v malé panvi, tedy s absenci
déloznich myomt.

Stanoveni aktivity fumarathydratdzy

Aktivita fumarazy a kontrolnitho enzymu citratsyntdzy
byla V izolovanych lymfocytech stanovena
spektrofotometricky a porovnana s aktivitou zjiSt€nou
Vv lymfocytech zdravych kontrol. Jako vyznamna redukce



aktivity fumarathdratazy v lymfocytech bylo povazovano
snizeni nejméné na 50 % aktivity kontrol.

DNA analyza

DNA k analyze byla izolovana ze vzorku periferni krve
pacientek. VSechny exony a pfilehlé intronové oblasti
byly amplifikovany pomoci PCR a nasledné
sekvenovany v obou smérech na genetickém analyzatoru
ABI 3100 Avant (Aplied Biosystems). Analyza deleci
jednoho nebo vice genti byla provedena pomoci MLPA.

Stanoveni aktivity fumarazy ve tkani leiomyomui

Aktivita fumarazy a kontrolniho enzymu citratsyntazy
byla v tkani leiomyomu stanovena spektrofotometricky a
porovnana s aktivitou zjiSt€énou v kontrolnim vzorku.
Kontrolnim vzorkem byla tkdn myomu od starsi
pacientky.  Jako  vyznamna  redukce  aktivity
fumarathdratazy ve vzorku myomové tkané bylo
povazovano snizeni nejméné na 60 % specifické aktivity
zjisténé v kontrolnim vzorku.

Urceni mnozZstvi fumarazy ve tkani leiomyomii

Fumarathydrataza byla detekovana pomoci ,,Western
blotu* s naslednou imunodetekci. Jako kontrola mnoZstvi
nanaseného proteinu na gel byl pouzit protein f-aktin.



Statisticka analyza

Pro testovani kvantitativnich parametra (vek, pocet
myomii a velikost dominantniho myomu) byl pouzit
neparametricky test Mann-Whitneytv. Pro testovani
kvalitativnich parametri byl pouzit test zavislost X 2 (chi-
kvadrat) a pti malych Cetnostech Fishertv test. Hladina
vyznamnosti p byla povazovana za statisticky
vyznamnou pii1 hodnotach menSich nebo rovnych 0,05.

Vysledky

Stanoveni aktivity fumardzy a mutacni analyza FH v
lymfocytech

Do studie bylo zafazeno 41 pacientek s déloznimi
myomy. U vSech pacientek bylo provedeno méfeni
aktivity fumardzy a kontrolniho enzymu citratsyntazy v
lymfocytech a porovnano s aktivitami zjisténymi u
kontrolni skupiny (n=42). U 14 pacientek (34,1 %) byla
aktivita fumarazy snizena, u 11 z nich byl snizen i pomér
fumarézy a kontrolniho enzymu citratsyntazy.

Ve vsech vzorcich byla provedena muta¢ni analyza FH.
Mutace FH byla zjisténa u 2 pacientek (4,9 %). V jednom
piipadé¢ se jednalo o dosud nepopsanou mutaci ¢.892G>C
u pacientky ve veéku 28 let sdiagnézou 2 déloznich
myomu 0 priméru 50 a 20 mm. V druhém ptipadé byla
detekovana diive popsana mutace ¢.584.T>C. Jednalo se
0 30tiletou  pacientku s mnohocetnou  dé¢lozni
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myomatdzou s dominantnimi myomy o pruméru 160 a 65
mm. V parafinem fixovaném vzorku myomové tkan¢ této
pacientky byla tato mutace ptitomna v homozygotni
form¢. Ob¢ pacientky mély snizenou aktivitu fumarazy
v lymfocytech a zdédily mutace FH od svych matek.

Stanoveni aktivity a mnozstvi fumardzy ve tkani
leoimoymui

Ve 22 vzorcich myomové tkané ziskanych od pacientek,
které¢ ve sledovaném obdobi podstoupily myomektomii
na Gynekologicko-porodnické klinice VFN bylo
provedeno méfeni aktivity a mnozstvi fumarazy a
porovnano se vzorkem myomu od pacientky ve véku 38
let.

Snizend aktivita a mnozstvi fumardzy bylo prokazana
Vjednom vzorku. Tato pacientka méla také
V lymfocytech prokdzanou snizenou aktivitu fumarazy,
byla vSak mutacni analyzou vyloucena jako nosicka
germinalni mutace FH.

Diskuze

Penetrance mutaci FH je vramci syndromi
MCUL1/HLRCC vysoka, mutace jsou popisovany u 71-
93 % jedinci. Prvnim a nejcastéjSim projevem toho
syndromu byva kozni leiomyomatoza. U Zen s rodinnym
vyskytem téchto syndromll byl popsan nizsi vek vyskytu
déloznich myomil u nosi¢ek mutace FH (stfedni vek 28
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let) ve srovnani s zenami negativhimi na pfitomnost
mutace FH (stfedni vék 38 let). Studie symptomu
MCULI/HLRCC odhalila, ze 7 % FHy; pacientek
vykazuje délozni myomy jako jediny klinicky projev
tohoto syndromu a 9 % pacientd je klinicky zcela
némych. Vyskyt rendlniho papilarniho karcinomu je
Vv postizenych rodinach relativné nizky, do 10 % (Alam,
2005; Stewart, 2008; Toro, 2003).

Urceni frekvence vyskytu mutaci FH u pacientek se
sporadickymi myomy napti¢ celym v€kovym spektrem
se doposud vénovalo jen nékolik praci. Podil mutaci FH
na vzniku sporadickych déloZznich myomt je odhadovan
na 5 % (Barker, 2006).

Nas soubor je unikatni v tom, Ze systematicky analyzuje
vyskyt mutaci FH u mladych pacientek se
sporadickymi dé€loznimi myomy. Snizena aktivita
fumarazy v lymfocytech byla prokazana u 14 pacientek
ze souboru (34,1 %), u 11 znich byl snizen i pomér
aktivit ~ fumarédthydratdzy a kontrolniho enzymu
citratsyntazy. U téchto pacientek bude dale provedena
mutacni analyza promotoru genu FH a analyza cDNA na
pfitomnost moznych nestfihovych mutaci lokalizovanych
v intronech genu.

U dvou pacientek ze souboru (4,9 %) byly identifikovany
autozomalné dominantni heterozygotni mutace FH.

12



V piipadé pacientky 14 se jednalo o novou, dosud
nepopsanou mutaci ¢.892G>C. Mutace p.Ala298Pro je
lokalizovana v blizkosti aktivniho mista enzymu a
pravdépodobné¢  negativn¢  ovlivitluje  katalyticky
mechanismus (Picaud, 2011).

U druhé pacientky byla nalezena mutace ¢.584T>C diive
popsana v rodiné s hereditarni leiomyomat6zou (Toro,
2003). Mutace je lokalizovana v centralnich helixech a
ma vliv na stabilitu enzymu (Picaud, 2011). V dostupném
parafinem fixovaném vzorku leiomyomu byla mutace
€.584T>Cpftitomnd v homozygotnim stavu, naznacujicim
ztratu heterozygozity v leiomyomu, ktera je v souladu
s hypotézou aktivace pseudohypoxické odpovédi,
umoziujici rastovou vyhodu bunék s deficem fumarazy
(Lehtonen, 2004). Parafinem fixovany vzorek myomu u
pacientky 14 bohuzel nebyl dostatecny k provedeni
mutacni analyzy FH ve tkéni leiomyomu.

Ob¢ pacientky zdédily mutace genu FH od svych matek,
u kterych také doslo k rozvoji déloZznich myomi okolo
30. roku zivota a nebyl u nich zaznamenan vyskyt
ostatnich symptomi MCUL1/HLRCC.

Vzhledem K relativné nizkému popisovanému riziku
vzniku rendlnitho papilarniho karcinomu 1 v ramci
syndromu HLRCC a vysoké radia¢ni zatézi CT vySetteni
neni dosud jednoznaény konsensus 0 indikaci
pravidelného screeningu renalniho karcinomu u nosict

13



mutaci FH. Jako racionalni se jevi pravidelny screening
v ptipadé¢ vyskytu rendlniho papilarniho karcinomu
Vv rodinné anamnéze (Alam, 2005).

Ve 22 vzorcich myomové tkdné byla prokézana snizena
aktivita a mnozstvi fumarazy jen v jednom piipadé. Tato
pacientka méla také snizenou aktivitu fumarazy
v lymfocytech, byla vsak mutac¢ni analyzou vyloucena
jako mozna nosi¢ka heterozygotni germinalni mutace
FH.

Zaveér

Nasi praci se podatfilo prokazat, ze mutace FH se u
pacientek se sporadickymi déloznimi myomy, u nichz
dojde k rozvoji onemocnéni v mladém veku, vyskytuji
veeca 5 % pripadi. Zaroven jsme potvrdili ztratu
heterozigozity pro mutaci ¢.584T>C ve tkani leiomyomu.
Ukazali jsme, Ze nosi¢i mutaci FH mohou byt snadno
identifikovani pomoci stanoveni aktivity
fumarathydratazy v lymfocytech.
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