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Suhrn

Integritu a riadenie biologickych pochodov pre spravne fungovanie 'udského organizmu
zabezpeCuje mnozstvo buniek, ktoré sa navzajom odliSuju tvarom, velkost'ou a funkciou.
Bunky, ktoré st tvarovo a funkéne podobné sa organizuju do vySSich stiborov a tvoria
tkanivové Struktury. Deje aprocesy, ktoré vV bunkach prebiehaju byvaju striktne
kontrolované regulaénymi mechanizmami 2z jadra. V pripade naruSenia genetickej
regulacie sa bunky zacinaji spravat neadekvatne, dochddza k zvySenej bunkovej
proliferacii, rezistencii voc¢i apoptoze (programova bunkova smrt’) a K vzniku masivneho
tkaniva — nadoru (tumoru).

Medzi rakovinové ochorenia svysokou frekvenciou umrti patri plucny karciném.
V minulosti sa rakovina pl'uc tykala prevazne muzov a faj¢iarov, v poslednych rokoch je
zaznamenavany postupny narast vyskytu u zZien a taktiez U nefajéiarov. NajpocetnejSim
typom rakoviny plic je z hladiska mikroskopického vzhladu buniek nemalobunkovy
karciném plic (NSCLC, non small cell lung cancer), ktory prestavuje priblizne 75-80 %
pripadov.

Na zaklade pribudajucich poznatkov sa do klinickej praxe zaviedla cielena biologicka
liecba namierena voci konkrétnym molekularnym cielom (biomarkerom) Vv nadorovych
bunkach. Podstatou biologickej lie¢by je zacielenie terapeutika len na nadorové bunky.
Bolo identifikovanych niekol’ko biomarkerov v ramci NSCLC, proti ktorym sa podarilo
vyvinat' a tspe$ne zaviest do praxe cielené preparaty. Rutinne vySetrovanymi sa stali
mutécie v géne EGFR a génovej rodine RAS, prestavby génu ALK a ROS1. Gendmové
testovanie prispelo k objavu molekularnych zmien v prestavbach génu RET, amplifikacii
MET a aktiva¢nych mutéacii génov BRAF a HER2, ktoré sa javia ako potencialne
biomarkery pre buduce terapie.

Cielom tejto bakalarskej prace bola analyza molekularnych biomarkerov u pacientov s
NSCLC, ktoré by prispeli k navrhnutiu efektivnej liecby. V klinickej praxi sa bezne
Kk vySetreniu genetickych alternacii pouziva metéda FISH (fluorescen¢na in situ
hybridizacia), ta bola uplatnena pri vysetreni génov EGFR, ALK a ROS1 u 40 pacientov.
Prinosom prace bolo vysetrenie potencialnych prediktivnych biomarkerov RET a NTRK1
a posudenie korelacie medzi zistenymi mutaciami génov a klinicko-patologickymi datami

pacientov.



Summary

Integrity and managing of biological processes for right functioning of human organism
guard high amount of cells, which differ in form, size and function. Cells, that are formally
and functionally similar, are organized into higher systems and they create tissue
structures. Many processes, which conduct in cells, are strictly controlled by regulatory
mechanisms from core. In case of disruption of genetic regulation cells begin to behave
inadequately, what leads to higher cell profileration, resistention against apoptosis

(programmed cell death) and origin of massive tissue - tumour.

Lung carcinoma belongs to cancer diseases with high frequency of death. In the past, lung
carcinoma was connected mainly with men and smokers. In recent years there has been
higher cancer presence by women and non-smokers. The most numerous kind of lung
carcinoma is from microscopical point of appearance of cells non small cell lung cancer,

they make up approximately 75-80 % cases.

Based on the latest knowledge about tumours cytogenetics, targeted biological therapy
against particular molecular targets (biomakers) in tumour cells has been adopted in
clinical praxis. Essence of targeted treatment consists in influencing only tumours cells and
increasing surviving rate of patients with lung carcinoma. Several biomakers have been
identified in NSCLC against which it was managed to develop and implement in praxis
targeted preparations. Mutations of EGFR gene and RAS gene family, gene transformation
of ALK and ROS1 have became routinely investigated. Genomic testing has contributed to
discover of further molecular changes in gene transformation of RET, amplification MET
and activing BRAF and HER2 mutations, which seem to be like potential biomakers for
further therapies.

The main aim of bachelor thesis was analysis of molecular biomakers by patients with
NSLC, which could propose effective treatment. The method FISH (fluorescence in situ
hybridization) is commonly used in clinical practice to examine genetic alternations. This
method was implemented by examinations of genes EGFR, ALK and ROSI by 40 patients.
The gain of this thesis was examination of potential predictive biomakers RET and
NTRK1 and also advisement of correlation between identified mutations of genes and

clinical-pathological data of patients.
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1. Uvod

Ludsky organizmus je neustale vystaveny vplyvu mnohych exogénnych a endogénnych
¢initel'ov, ktorych G¢inok moéze byt priaznivy alebo naopak negativny. Velkou skupinou
¢initelov roznej povahy, ktoré Skodlivo pdsobia na ¢loveka st mutagénny. Vplyvom
akéhokol'vek mutagénnu moéze dojst’ k zmene genetickej informacie. Po nahromadeni
zmien v somatickych bunkach organizmu sa stava, ze tieto zmeny vedu k transformacii
buniek v nadorové. Pokial sa bunky nasledne vymkna spod kontroly regula¢nych
mechanizmov vo vysledku méze dochadzat’ k zvySenej proliferacii a vyvoju nadorového
ochorenia.

Medzi nadorové ochorenia s najhorsou progndzou a celosvetovo najvyssou mortalitou patri
plicny karcindm. Znovo diagnostikovanych rakovinovych ochoreni tvori pllcny
karcinom az 14 % (www.cancer.org). Rakovina pl'uc je povazovana za ochorenie vysSicho
veku, priemerny vek pacientov pri stanoveni diagnézy je okolo 70 rokov, avSak ani
pripady mladsich pacientov nie su ojedinelé. Zhubné nadory vyrastaju najcastejsie z buniek
prieduskovej sliznice, zo zliaz v stene priedusiek alebo z plicnych alveol. Nepriazniva
progndza je spdsobena faktom, ze v Case diagndzy st pacienti vicsinou v pokrocilom
Stddiu ochorenia. Vo vicSine pripadov je neskoré stanovenie diagnozy zapriinené
zanedbanim prvotnych priznakov zo strany pacienta. Pociatoéné priznaky st casto
nendpadné a vyrazne sa neodliSuji od priznakov beznych nenadorovych ochoreni
dychacich ciest a pl'uc. Typicky ide o chronicky kasel’, zapal priedusSiek, dusnost’, bolest’
na hrudniku &i stazené prehitanie.

Pocetné vyskumy preukazali, ze najdolezitejSou pri¢inou vzniku rakoviny pluc a jej
rapidneho vzostupu v priebehu niekol’kych dekad je fajéenie cigariet. Az 90 % pacientov,
ktori karcindmu pl'ic podl'ahli boli silni fajéiari. Vyznamny vplyv mé inhal4cia skodlivych
organickych a neorganickych zlucenin z prostredia, ale aj dedi¢né faktory.

V pripade mozZnosti sa ako liecebny postup voli chirurgické odstranenie nadorového
tkaniva, zakladnymi postupmi st tiez ozarovanie (radioterapia) a konven¢na chemoterapia.
V poslednych rokoch sa upriamuje velka pozornost’ na cielenti biologickt lie¢bu. Tento
postup vyuziva najmodernejSie poznatky =z oblasti molekularnej bioldgie bunky
a cytogenetiky. Princip cielenej liecby v idedlnom pripade spociva v ucinku lie¢iv na
molekularne ciele Specifické pre dané ochorenie. Ovplyvnené by mali byt len nadorové
bunky a minimalne zvy$né bunky organizmu. Problémom cielenej liecby je vysoka

heterogenita v ramci pripadov s rovnakou diagnézou a pozitivna odpoved’ na lieGbu byva
prip g p p yv



evidovana u 30 % pacientov (Foretova et al., 2014). Cielent lie¢bu nemozno aplikovat’
plosne, pretoze pacienti vzhl'adom na odliSny geneticky profil by z nej nemali rovnaky
profit. Molekularnymi ciel'mi V pripade karcindbmu plic st mutacie génu EGFR
a prestavba génu ALK a ROSL, proti ktorym su v Klinickej praxi pouzivané Specifické
preparaty, takzvané tyrozinkinazové inhibitory (TKI).

Ciel'om st¢asného vyskumu v oblasti nadorovej cytogenetiky je identifikacia a potvrdenie
novych molekularny biomarkerov, ktoré by naSli uplatnenie pri predikcii a zvySeni

ucinnosti liecby réznych typov malignit.



2. Ciel’ prace

Teoreticka ¢ast’

Spracovanie literarnej reSerSe pojedndvajucej o cytogenetickych zmenach na urovni
chromozémov aich vplyve na rozvoj nddorového ochorenia. Opisanie konkrétnych
chromozomovych aberacii identifikovanych u NSCLC, ich vyznam a analyza pri

diagnostike a cielenych terapeutickych postupoch.

Experimentalna cast’

Osvojit’ si metédu FISH ako pristupu k detekcii chromozomovych aberacii u pacientov
s karcinomom pluc. Pripravit a overit' dudlnu, fluorescenéne znaceni, DNA probu
CEP7/EGFR pri analyze mutacii génu EGFR. Vysetrit' subor 40 pacientov s NSCLC na
moznll pritomnost’ alternacii v rutinne vySetrovanych génoch EGFR, ALK, ROS1
azaroven génov RET aNTRK1 ako potencialnych prediktivnych biomarkerov pri
diagnostike. Zhodnotit’ dosiahnuté vysledky a pokusit’ sa najst’ korelacie medzi vysledkami

a klinicko-patologickym profilom pacienta.



3. Sucasny stav rieSenej problematiky

3.1 Molekulirna genetika

Aj napriek tomu, Ze sa molekuldrna genetika radi medzi relativne mladé vedné odbory,
rozsah poznatkov a informacii, ktoré zahfiia nie je vobec zanedbatel'ny a za par desiatok
rokov ich nadobudla fascinujuce mnoZzstvo. Vyvoj molekularnej genetiky je tesne spity
srozvojom samotnej molekularnej biologie, preto je mnohokrat v odbornej literatare
uvadzana ako jej odnoz. V molekularnej bioldgii a rovnako aj v molekularnej genetike sa
pozornost’ upriamuje na funkciu, Struktaru, usporiadanie a spravanie takzvanych
informa¢nych makromolekal. Pojem informaéné makromolekuly oznacuje nukleové
kyseliny a proteiny, ktoré vo svojich primarnych $truktarach uchovavaji vsetku informaciu
0 zivom systéme. Samotny pojem cytogenetika je Vv sucCasnosti skor chapany ako
dynamicky sa rozvijajice odvetvie genetiky, zamerané na S$tadium evoldcie, poctu
a morfologie buniek abunkovych Struktur, primarne chromozomov ako nositel'ov
genetickej informacie zakodovanej v molekule DNA. V pripade numerickych alebo
Struktirnych zmien na chromozémovej urovni sa hovori 0 chromozdémovych aberaciach.
Chromozomové aberacie v jadrach buniek mozu mat’ za nasledok problémy asociované s
vyvinom, rastom, biologickymi funkciami organizmov, dokonca s infertilitou a v pripade
¢loveka mozu zohravat' zasadnu rolu pri rozvoji konkrétnej choroby. Potvrdenie korelacie
medzi zmenami na urovni chromozémov arozvojom urcitého ochorenia viedlo
v nedavnych rokoch Kk zvySenému zaujem o tito vednu disciplinu a vyskumné aplikacie
v oblasti cytogenetiky zacali rychlo napredovat. Zaroven vzniklo niekolko
SpecializovanejSich odvetvi, zameranych na problematiku konkrétneho odboru, ktoré maju
cytogeneticky zaklad. S nimi uz spominand molekuldrna, humanna, klinicka ¢i nddorova

cytogenetika.

3.1.1 Nadorova cytogenetika

Jedno z najdodlezitejSich uplatneni a vyznam nasli cytogenetické analyzy vzhladom na
kvalitu zivota c¢loveka Vv medicinskych odboroch. Na popredné miesto odborov
vyuzivajicich cytogenetické metddy patri onkoldgia. Nevyhnutnost analyz a

dolezitost’ ziskanych poznatkov spojenych s nadorovymi ochoreniami viedli k zaloZeniu



samostatnej discipliny, ktorou je dnes onkogenetika alebo tiez nadorova cytogenetika.
Nadorovéa cytogenetika je definovana ako obor zamerany na chromozémové zmeny
V bunkach transformovanych na nadorové. lde hlavne o ziskané a klonalne zmeny, ktoré
stvisia s uré¢itym typom nadorového ochorenia a st pritomné ako u solidnych (pevnych)
tumorov, tak vrovnakej miere aj uhematoonkologickych malignit. NajcastejSie Sa
vyskytujice numerické chromozémové aberacie, ktoré odpovedaju tymto typom ochoreni
su aneuploidie. Na Struktirnej Grovni su to delécie a translokacie, a pokial’ ddjde k
zmnozeniu ur¢itého génu ide o amplifikacie (Halling et al., 2007).

V pripade solidnych tumorov st zmeny na chromozémovej urovni znakom génovej
dysregulacie a genomovej nestability (Albertson et al., 2003). Postupny rozvoj
cytogenetickych metdd viedol Kk urychleniu a spristupneniu analyz nie len v oblasti
klinického vyskumu, ale hlavne v diagnostike. V poslednych rokoch nadobudli
molekularno-genetické analyzy eSte vac¢si vyznam, pretoze okrem diagnostickych stratégii
¢i klasifikacie nadorov a prevencie sa Coraz Castejsie presadzuju v stanoveni prediktivnych
biologickych biomarkerov. Na zaklade tychto biomarkerov je u onkologickych pacientov
nasledne indikovany vhodny lieCebny postup a neskor pomocou nich moze byt sledovana

odpoved’ na nastavenu liecbu (Albertson et al., 2003).

3.1.2 Transformacia buniek

Transformacia bunky na nadorovu sa typicky odohrava prostrednictvom dysregulacie
génovej expresie, dosledkom ¢oho bunka prestava reagovat’ na podnety zo svojho okolia
a nadobuda zvySenu schopnost’ preZivat’ a nekontrolovane proliferovat’. Charakteristickym
znakom nadorovej bunky je schopnost vo velkej miere exprimovat’ proteiny, ktoré jej
udel’uja rezistenciu voc¢i apoptoze. Vacsina solidnych tumorov je vysledkom delenia jednej
malignej bunky. Medzi gény podiel’ajice sa na transformacii bunky v nadorovu a procese
karcinogenézy patria protoonkogény, tumor-supresorové gény a gény regulacné, kodujuce
opravné mechanizmy. Komplexné genetické prestavby stoja Casto za aktivaciou
protoonkogénov a tym prispievaju K rozvoju nadorového ochorenia (Sandberg et Meloni-
Ehring, 2010). Inym mechanizmom byva potlacenie spravneho fungovania tumor-
supresorovych génov urcitou mutdciou, casto deléciou, ¢im nadobudaji onkogénny
potencidl. Alternacie tumor-supresorovych génov su Casto identifikované u hereditarnych

foriem malignit.



3.1.3 Chromozomové prestavby spojené s rozvojom nadorového ochorenia

Vyznamnym objavom z hl'adiska humannej cytogenetiky bolo potvrdenie z roku 1956, ze
I'udské somatické bunky obsahuji vo svojich jadrach 23 parov chromozomov, teda dokopy
46 chromozomov (Tjio et Levan, 1956). Spravne stanovenie diploidného poctu l'udskych
chromozomov umoznilo v nasledujticich rokoch lepSie porozumiet' a preukazat vztah
medzi abnormalitami na chromozémovej urovni anddorovym bujnenim. Prva
chromozoémova prestavba asociovana S onkologickym ochorenim bola identifikovana
u chronickej myeloidnej leukémie (CML) a predstavovala reciproka translokaciu medzi
chromozémom 9 a 22, ktora viedla k vzniku Struktiry znamej pod nazvom ,,Filadelfsky
(Ph) chromozém* (Nowell et Hungerford, 1960). Vysledkom prestavby je fizny gén
BCR/ABL1, ktory koduje protein stimulujuci bunky myeloidnej linie k zvySenej
proliferacii.

Nador byva povazovany za genetické ochorenie. Aneuploidie ako dosledok straty,
fragmentacie alebo rearanzovania chromozémov mozno detegovat’ u va¢siny malignit. Na
urovni chromozémov moéze dochadzat’ k zisku alebo strate genetického materialu, vtedy sa
hovori o chromozémovych duplikaciach alebo deléciach. Ak dochadza k prestavbe
genetického materialu, ale zaroven ostava kvantitativne zachovany ide o balansované
translokacie. Vysledkom takychto translokacii je typicky fuzny protein indukujici
nadorovu transforméciu buniek.

Od polovice 70. rokov bolo identifikovanych mnoho chromozémovych alternacii, ktoré
umoziuju charakterizovat’ Specifické subtypy onkologickych malignit. V sucasnosti je
znamych niekol’ko stoviek génov zhrnutych v Mitelmanovej databaze (Mitelman Database
of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer), ktoré st dosledkom

chromozdémovych aberacii a pomahaj urcit’ konkrétny novotvar.



3.2 Molekularne metddy v cytogenetickej analyze

Cytogenetické pristupy Studia na Grovni chromozomov a konkrétnych génov ziskali
dolezité postavenie pri diagnostike a analyze l'udskych ochoreni. Hlavnym ciel'om je urcit
poziciu génov na chromozomoch, umoznit' vySetrenie akéhokol'vek tkaniva (vratane
nadorového), identifikovat’ bunky, u ktorych doslo k strate alebo zisku chromozémov ¢i
kopii génov. Zaroven je potrebné zistit’, ¢i sa v bunkach nevyskytla translokacia, ktora
zahrnula urcitu skupinu chromozémov.

Zhubné nadorové ochorenia s vazny celospolocensky problém a ¢as od zachytu ochorenia
a stanovenia vhodnej lieCby hra u pacientov podstatnii ulohu. S tymto narokom rastla
potreba poznat’ mechanizmus karcinogenézy a patofyzioldgie nadorovych ochoreni, ¢o sa
odzrkadlilo na zdokonaleni technologickych postupov. Vysledkom je postupné aplikovanie
novych metod Studia do praxe v oblasti genetiky, molekularnej biologie a chémie.
Zavedenie hybridiza¢nych in situ (ISH) technik sa stalo spolo¢nym zakladom sucasnych
metod pri cytogenetickom vysetreni. Ich princip spo¢iva vo vyuziti moznosti denaturacie
molekuly DNA a spitnej renaturacie jednovlaknovych DNA na zaklade komplementarity
dusikatych baz. Pri in situ hybridizacii dochadza pri vhodnych podmienkach k denaturacii
cielovej DNA a naslednej hybridizacii s jednovlaknovymi tisekmi DNA (pripadne RNA)
nazyvanymi DNA proby (DNA probes). DNA proby rozpoznavaju konkrétne sekvencie na
vySetrovanej DNA a s vysokou $pecifickostou s nimi hybridizuja priamo v bunke alebo na
histologickom reze fixovanom na skli¢ku (in situ). Pred samotnym procesom hybridizacie
je nevyhnutné vhodne oznadit hybridizaéné proby. Z pociatku sa proby znacili
radioaktivne pouZitim izotopov tricia, jodu ¢&i siry anasledne sa vizualizovali na
fotografickej emulzii. Metoda zavedena od konca 60. rokov bola prvykrat aplikovana na
cytologickych preparatoch s pouzitim radioaktivne znacenej repetitivnej DNA proby (Gall
et Pardue, 1969). Mala citlivost, moznost lokalizovat' len vysoko repetitivne a
amplifikované sekvencie a dlha doba expozicie pri detekcii u radioaktivne znacenych prob,
to a dalsie limity viedli k nahradeniu prvotnych postupov za postupy neradioaktivneho
znacenia. Hybridizaciu prob je tak mozno vizualizovat' nepriamou alebo priamou

imunofluorescenciou pomocou fluorescencnych mikroskopov.



3.2.1 Fluorescenc¢na in situ hybridizacia (FISH) a jej modifikacie

Fluorescenéna in situ hybridizacia, ktora je modifikaciou ISH, sa zameriava na
molekularno-cytogeneticku charakterizaciu chromozémov V jadrach buniek vySetrovaného
tkaniva. Principidlne spociva v hybridizécii jednej, alebo viacerych fluorescencne
znacenych DNA prob na segment cielovej] DNA alebo vySetrovany gén. Je to velmi
citlivy spésob analyzy s vysokou S$pecifickostou, umoznujaci hodnotenie karyotypu,
detekciu numerickych a Struktarnych zmien metafaznych, ale aj interfaznych
chromozomov V nedeliacich sa jadrach buniek (Cremer et al., 1986). Pouzitim FISH moze
byt vySetrené Siroké spektrum biologickych vzoriek. Metéda FISH sa zacala pouzivat’ od
konca 80. rokoch minulého storocia, jej podstatou je identifikcia bunkovych jadier s
konkrétnu DNA sekvenciu pomocou fluorescencie (Rudkin et Stollar, 1977).

Fluorescencné signaly znacenych prob sa nasledne vizualizuji nepriamym, alebo priamym
sposobom. Pri detekcii nepriamym sposobom sa do DNA proby vélenenia chemicky
zmenené nukleotidy (tymin nahradeny dUTP), na ktoré sa kovalentne viaze biotin alebo
digoxigenin a imunodetekcia je uskuto¢nend pomocou protilatok konjugovanych s
prislusnym fluoroforom (anti-DIG a anti-biotin protilatky). Pri priamej metode detekcie sa
do DNA proby véleneni dUTP s viazanym fluoroforom a cielovy tisesk DNA mozno
vizualizovat' bezprostredne po hybridizacii pomocou fluorescenéného mikroskopu

s pouzitim filtrov odpovedajtcich vinovej dizke excitacie fluoroforu.

Typy fluorescencne znacenych prob:

e Lokusovo (génovo) Specifické proby (LSI, locus specific identifier) hybridizuju
na jedinecné sekvencie (vybrany lokus) vysetrovanej DNA. Sluzia k stanoveniu
poctu kopii uritého génu, jednotlivych oblasti chromozomov a k detekcii

Struktarnych aberécii, primarne delécii a duplikacii.

e Préby zamerané na alfa-satelitné sekvencie centromér (CEP, centromeric
enumeration probes) atelomér rozpoznavaji tandemové repeticie za sebou
nasledujucich identickych alebo podobnych sekvencii DNA. CEP préby umoziuji
stanovenie poctu kopii daného chromozomu a vyuzivaju sa ako referen¢né proby k
analyzam aneuploidii a polyploidii, ktorych vysledkom byvaji klamné pocty

signalov. Ich pouzitie je vhodné aj pri analyzach v nedeliacich sa interfaznych



jadrach (interfazova FISH, I-FISH) a v kombinacii s LSI probami sluzia k detekcii

straty genetického materidlu z urcitého chromozomu.

e Proby hybridizujuce s mnohopocetnymi chromozémovymi sekvenciami oznacuju
celé chromozomy alebo ich jednotlivé ramena. Nazyvané aj celochromozémové
alebo malovacie préby (WCP, whole chromosome painting) sa pripravuju
z rekombinantnych DNA kniznic a su pouzité za ucelom identifikécie Struktarnych

prestavieb chromozdmov.
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Obrazok ¢. 1: Princip metody FISH. a, DNA proba a cielova DNA vstupujuce ho hybridiza¢nej
reakcie. b, Stratégie znacenia DNA proby. Pri nepriamom znaceni su proby oznacené
modifikovanymi nukleotidmi s naviazanym hapténom a pri priamom su inkorporované priamo
modifikované nukleotidy s naviazanym fluoroforom. ¢, Denaturacia dvojvlaknovych prob
acielovej DNA. d, Kombinacia jednovlaknovej proby s jednovlaknovou DNA vedie
Kk vzajomnému pripojeniu na zaklade komplementarity. e, Pri nepriamom znaceni je zaradeny krok
navyse, potrebny k vizualizacii pomocou emzymatického, alebo imunodetekéného systému. Zdroj:

Prevzaté od Speicher et Carter, 2005.



Mnohofarebna karyotypizacia 'udskych chromozémov (M-FISH, multicolor FISH) je
jedna z najnovsich modifikacii hybridizaénych metdd, umoziujica odlisit’ 22 autozomov
aX, Y chromozomov. OdliSenie je zabezpeCené rozdielnymi farbivami v jednej
hybridiza¢nej reakcii, k ¢omu sta¢i kombinacia 5 fluoroforov (Schrock et al., 1996;
Speicher et al., 1996). Pouziva sa pri identifikicii drobnych, komplexnych
interchromozémovych prestavieb atakzvanych marker chromozémoch. Marker
chromozémy su vicSinou Struktrne abnormalne, nadpocetné chromozoémy, ktoré
najcastejSie vznikaju désledkom zlomu vécsich chromozomov.

Podobnou skriningovou metddou je spektralna karyotypizacia (SKY) schopna farebne
rozlisit’ jednotlivé pary autozémov a pohlavnych chromozémov. Pri tejto metéde dochadza
k hybridizacii mitotickych chromozémov na preparate so zmesou 24 Specifickych
celochromozomovych prob, ktoré su znacené piatimi rozne kombinovanymi fluoroformi.
Kazdu probu charakterizuje emisné spektrum, ku ktorému pocitacovy program priradi
urciti ,,pseudofarbu®, ¢im identifikuje dany chromozom. Vyuziva sa pri analyzach
komplexnych chromozémovych abnormalit, prednostne translokacii (Nanjangud et al.,

2002).

3.2.2 Komparativna genomova hybridizacia (CGH) a jej modifikacie

Komparativna genémova hybridizacia (CGH) je metdéda zaloZzena na principe FISH
a umoziuje v jednom kroku detekciu nebalansovanych chromozémovych aberacii v ramci
celého gendmu. Principom je rozdielne fluorescenéné znacenie testovanej a referencnej
genomove] DNA, ktoré sucasne hybridizuji na referencné metafazne chromozomy.
Vyhodnotenim sa ziska vzajomny pomer intenzity signalov medzi dvoma porovnavanymi
genémami. Opisany postup bol prvykrat pouzity v roku 1992 (Kallioniemi et al., 1992).
Oblasti delécii, duplikacii, amplifikacii st zvyraznené rozdielnou farbou homologov, ktora
sposobi zmena pomeru intenzity fluorochrémov. Hlavnou nevyhodou je neschopnost
detekcie reciprokych translokacii, inverzii a inzercii, ked’ sa nemeni pomer poctu kopii
sekvencii DNA.

Zdokonalenim CGH metddy je array-CGH, tiez oznacovana matrix CGH, ktorej rozdiel
spoCiva Vtom, Ze podklad pre hybridizaciu tvoria jednotlivé oligonukleotidy, ktoré
predstavuju Casti DNA alebo vybranych génov (Solinas-Toldo et al., 1997). Tie su
nasledne roboticky ,,natlacené¢ na podloznom sklicku (mikro¢ipy). Na preparaty je

hybridizovana rozdielne znacend kontrolnd a vySetrovana DNA a vysledné sfarbenie
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policka je dokazom pritomnosti ¢i nepritomnosti génu, alebo Casti chromozomu. Napriek
finan¢nej naro¢nosti ma array-CGH technika velky potencial v klinickej diagnostike, uz
dnes sa vyuziva pri sledovani vrodenych subtelometrickych delécii a sa pripravované
mikroCipy K identifikacii zmien u vybranych vrodenych genetickych syndromoch a v rade

leukémii.
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3.3 PPucny karcin6m

Rakovine pltc patri kazdoro¢ne popredné miesta V celosvetovych Statistikach imrtnosti
zapri¢inenych nadorovym ochorenim. Podl'a Statistiky z roku 2016 bolo v USA najviac
umrtni na rakovinu zapri¢inenych prave plicnym karcindmom. U muzov umrtnost
dosiahla 27 % a u zien 26 % Gmrtni v dosledku rakoviny (Cancer Statistics 2016, dostupné
na Www.cancer.org).

Vysoké frekvencia mortality spdsobend tymto typom ochorenia je evidovand hlavne
umuzov, ale za posledné roky dochadza k evidentnému vzostupu vyskytu aj u zien.
Pri¢inou nelichotivej prognozy je skutoCnost, Ze vidcSinou sa rakovina zachyti v
pokroc¢ilom $tadiu (Stadium IIT — 1V), ked’ radikalne chirurgické odstranenie tumoru uz nie
je mozné. Tento trend ma za nasledok, zZe miera prezitia pacientov je aj napriek modernym
terapeutickym postupom vel'mi nizka. Viac ako polovica pacientov po stanoveni diagnézy
umiera v priebehu roka a prezitie do piatich rokov je len v 17,8 % pripadov (National
Cancer Institute, seer.cancer.gov). Plucny karcindm je povazovany za ochorenie vyssieho
veku, najéastejsia vekova skupina pacientov je 70-79 rokov, v kategorii osob nad 80 rokov
je incidencia az 14 % (Owonikoko et al., 2007).

Muzi Zeny

314,290 281,400

Lung & bronchus 27% 26% Lung & bronchus

Prostate 8% 14% Breast
Colon & rectum 8% 8% Colon & rectum
Pancreas 7% 7%  Pancreas
Liver & intrahepatic 6% 0
bile duct 5% Ovary
o :
Leukemia 4% 4%  Uterine corpus
o :
Esophagus 49 4% Leukemia
o : : :
Urinary bladder 4% 3% L"’;Ire&d‘l:’;ahepat‘c
Non-Hodgkin 4% 3% Non-Hodgkin lymphoma
lymphoma

2% Brain & other nervous
system

24% All other sites

Brain & other nervous 3%
system

All other sites 24%
Obrazok ¢. 2: Odhadované percenta umrtni v dosledku rakovinového ochorenia za rok 2016

vramci USA. U muzov mortalita 27 % au zien 26 % odpoveda karcindmu plic a priedusiek.
Zdroj: Prevzaté z Cancer Statistics 2016, dostupné na wWww.cancer.org.

12


http://www.cancer.org/

C33,C34 - ZN pridufnice, pridufky a plice -4 Incidence
Wivoj W Gase - HMortalita

ASRCW
(=1

zde dat Dzls EF:

15 T T T T T T T 1

SSSLEFLELLILELEEEEELIEESSHISEOBISSH
Analyzovana data: Niinc)=229491, Nimorl=204744 http: ffwww.swod.cz

Graf €. 1: Incidencia a mortalita spojend so zhubnymi nddormi prieducnice, priedusiek a pl'ic na
tizemi Ceskej republiky za obdobie rokov 1997-2014. Zdroj: Prevzaté a dostupné na www.svod.cz.

3.3.1 Rizikové faktory

Na rozvoj rakoviny pl'ic ma vplyv §iroké spektrum socio-enviromentalnych, ale aj pocetné
mnozstvo genetickych faktorov. Hlavnym rizikovym faktorom v rozvoji plucneho
karcinomu je fajéenie cigariet, ktoré je najmenej u 80 % pacientov zaroven pri¢inou smrti
(Zappa et Mousa, 2016). Rizikové je tiez pasivne fajéenie u osob, ktoré nikdy nefajcili, ale
pracuju aziju vo faj¢iarskom prostredi. Podla U.S. Department of Health & Human
Services spoluzitie s fajé¢iarom zvySuje u nefajéiara pravdepodobnost’ rozvoja rakoviny
plic 020 — 30 % (surgeongeneral.gov). ZvySena nachylnost na rozvoj plucneho
karcindmu suvisi aj s ur€itymi profesiami, v ktorych dochadza k expozicii radonu, chloru,
vinylchloridu, beryliu, arzénu, niklu a ich zlu¢eninam. Bola preukazana spojitost medzi
pouzivanim azbestu v priemyselnej vyrobe a stavitel'stve SO zvySenou incidenciou
mezoteliomu a plucneho karcinomu (Hodgson et Darnton, 2000). Rovnako aj
Vv priemyselnych regionoch velkych miest a v oblastiach s hustou dopravou, kde dochadza
k dlhoro¢nej akumulacii emisii a k znecisteniu ovzduSia zliceninami polycyklickych
aromatickych uhl'ovodikov je preukazané vyssie riziko rozvoja rakoviny. V neposlednom
rade netreba zabudat’ ani na vplyv geneticky podmienenych faktorov. Prinosom v tejto
oblasti bola americké Stidia, ktora prebehla medzi rokmi 1944 az 1975. Cielom Studie,

Ktorej sa zucastnilo 1263 0s6b z 97 rodin bolo preukazanie korelacie medzi mutaciou
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tumor-supresorového génu TP53 v bunkdch zarodocnej linie a zvySenou nachylnostou
k rozvoju rakoviny. Vd’aka vysledku, ze u 0sob s pritomnou mutaciou, ktori boli zaroven
fajciari bolo riziko rakoviny pltic trojnasobne vyssie, nez u nefajCiarov s mutaciou, autori
dospeli k zaveru, ze vzacne genetické skupiny mutacii m6zu zvysit' riziko prepuknutia

plicneho karcinomu (Hwang et al., 2003).

3.3.2 Nemalobunkovy karcinom plac

Z klinického hladiska je rakovina plic vel'mi heterogénne nadorové ochorenie, ktoré
zahfna pocetné histologické subtypy. Podl'a mikroskopického vzhl'adu nadorovych buniek
sa rozliSuju dve zakladne formy, konkrétne malobunkovy (SCLC, small cell lung cancer)
a nemalobunkovy karcinom pl'ac (NSCLC, non small cell lung cancer). Nemalobunkovy
karcindbm je najcastejSim typom a byva identifikovany az v 80 % pripadov
(www.cancer.org). K Sireniu nemalobunkového karcindomu v Tudskom organizme
dochadza skrz lymfatické uzliny v plicnom hile a blizkosti priedusnice v medzihrudi,
alebo prostrednictvom obehového systému. Z postihnutych uzlin pokracuje Sirenie do uzlin
vzdialenejSich a nasledne do d’alSich Zivotne dodlezitych organov ako mozog, oblicky a
peCeni. Ak nador metastazuje do kosti mdze spoOsobit’ rozrusenim kostného tkaniva ich

fraktiru. Hlavné histologické subtypy, ktoré spadajii pod nemalobunkovy karciném su:
e adenokarcinom (vratane bronchioloalveolarneho karcindmu a iné)
e skvamocelularny (dlazdicovobunkovy) karcindém

o Velkobunkovy nediferencovany karcinom.

Histopatologia:

Adenokarcindom byva diagnostikovany az v 40 % pripadov (www.cancer.org), ide
onajviac sa vyskytovania formu solidneho plucneho nadoru, ktory prevazuje
u zien, nefajéiarov a pacientov s nizSou vekovou hranicou. Adenokarcinomy vyrastaju
Z buniek zliaz v stenach priedusSiek, preto je pre ne charakteristickd Zl'azovita Struktira
a produkcia hlienu. Su typické pomalSim rastom a byvaju objavené skor nez sa roz§iria do
oblasti mimo plucne tkanivo. Adenokarcindmy s zvyc€ajne lokalizované na periférnych

Castiach plic. Téato skutocnost’ sa vysvetluje tym, ze v pripade fajCiarov zachytavaju
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cigaretové filtre vicsie Skodlivé Castice a zabraniujii im preniknat do plic. Dochadza
k hlbsej inhalacii cigaretového dymu a vzniku periférnych 1ézii.

Skvamocelularny karciném, niekedy oznaCovany ako epidermoidny, tvori 25-30 %
(www.cancer.org) nadorovych ochoreni pl'ic. Nador vyrasta zo skvamoéznych buniek
nachadzajucich sa v epiteli priedusiek, preto byva lokalizovany v centralnej Casti pltec.
S umiestnenim nédoru stvisia hlavné priznaky, medzi ktoré patri kasel’, pritomnost’ krvi vo
vykaslanom hliene, tazkosti s dychanim a bolest na hrudniku. U tohto subtypu bola
preukazana silna korelacia s fajéenim cigariet (Kenfield et al., 2008). Skvamocelularny
karciném sa moze $irit’ cez stenu priedusiek a tvorit’ metastazy v mozgu, stavcoch chrbtice,
nadoblickach a v peceni.

Velkobunkovy nediferencovany karcindm je vzacnym typom rakoviny plic a predstavuje
5-10 % (www.cancer.org) pltacnych karcindmov. Je typicky rychlej$im rastom
a agresivnej§im Sirenim uz v pociatoénych S$tadidch ochorenia. Lokalizovany byva
najCastejSie v centralnej cCasti pluc. Velkobunkovy karcindbm vykazuje okrem
jednoznaéného vztahu s fajéenim cigariet aj korelaciu s dizkou obdobia (pocet rokov),

pocas ktorého bol pacient aktivnym faj¢iarom (Muscat et al., 1997).

3.3.3 Standardné terapeutické postupy

V¢asné stanovenie diagndzy a presné urcenie histologického subtypu pl'icneho karcindmu
umoziuje spravne zvolit’ efektivny lieCebny postup. U vicSiny onkologickych ochoreni sa
voli bud’ kurativna forma liecby, alebo forma paliativna. Kurativna forma zahfiia radikalne
postupy, preto je volbou prevazne v prvotnych Stadia ochorenia a cielom je vylieCenie
pacienta. Naopak pri paliativnej liecbe sa rekonvalenscencia nepredpoklada kvoli
pokrocilejSiemu Stadiu, zmyslom lieCby je zmiernenie priznakov a bolesti sposobenych
ochorenim, popripade predizit’ Zivot pacienta.

Radikalna resekcia nadorového tkaniva sa povazuje za najefektivnejSiu metddu, avsak je
mozna len umensich nadorov, ktoré sa nerozsirili do okolitych tkaniv. O chirurgickom
odstraneni nadoru rozhoduje klinické Stddium ochorenia, histologické vysetrenie a celkova
kondicia pacienta. Chirurgickym zakrokom sa modze odstranit len nador a jeho
bezprostredné okolie, cely pltacny lalok (lobektomia) alebo celé plucne kridlo
(pulmonektomia). Operaény postup sa Casto kombinuje s ozarovanim (radioterapiou)

a konven¢nou chemoterapeutickou liecbou. Radioterapia a chemoterapia mozu byt
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zavadzané pred samotnym zakrokov za ucelom zmensit' nador, v takom pripade ide
0 neoadjuvantnu lie¢bu. Pri poopera¢nom zavedeni S cielom znicit’ nddorové bunky, ktoré
mohli ostat’ v organizme sa hovori 0 lie¢be adjuvantne;j.

Radioterapia vyuziva rontgenové (RTG) alebo iné vysokoenergentické ziarenie, ktoré ma
destruktivny ucinok na DNA rakovinovych buniek. Zabranuje ich rastu, deleniu a ucinne
ich ni¢i. Radia¢na terapia byva radikalna u mensich avhodne lokalizovanych nadorov,
alebo sucastou paliativnej lieCby zlepSujucej kvalitu Zivota pacientov, ktori z internych
priCin nemdézu podstupit’ operatny zakrok alebo ho odmietaju. V skorych Stadiach
nemalobunkového karcindmu pokial’ je nador relativne maly a nerozsiril sa do okolitych
lymfatickych uzlin sa najcastejSie indikuje extrakranidlna stereotaktickd radioterapia
(SBRT) (Prictelova et al., 2013). Stereotakticka radioterapia je technika, ktorou sa
dodavaji vysoké davky ziarenia svysokou konformitou v malom pocte. Biologicky
efektivna davka (BED), ktora sa pouziva je vyssia ako 100 Gy. Mnohopocetné ozarovacie
luce smeruju na cielové nadorové tkanivo v réznych rovinich a v mieste prekriZzenia sa
dosahuje pozadovana davka. Tato metéda umoznuje presne umiestnit’ a vypocitat’ davku

v cielovom mieste a je SetrnejSia k okolitym zdravym tkanivam.

3.3.4 Konvenc¢na chemoterapia

Plicne karcindmy st vo vSeobecnosti mierne citlivé na konvenc¢ni chemoterapeuticku
liecbu. T4 vyuziva chemické latky s cytostatickym uc¢inkom, ktoré spomaluji rast
a usmrcuju rychlo deliace sa nadorové bunky, avSak vedlaj§im G¢inkom je pdsobenie na
zdravé bunky organizmu, primérne intenzivne proliferujuce bunky kostnej drene, traviacej
ststavy a vlasovych folikulov. U pacientov preto dochadza k poklesu tvorby krvnych
buniek, zvysenej krvacavosti, Zalido¢nej nevolnosti a nauzey ¢i strate vlasov a ochlpenia.
Snaha potladit negativne uCinky chemoterapie viedla k vyvoju takzvanych
monoklondlnych protilatok, ktoré Specificky rozoznavaji nadorové bunky podla
povrchovych struktar od buniek nenadorovych. Chemoterapeutika sa podavaju v cykloch s
urcitymi intervalmi, v priebehu ktorych sa organizmu ciastone zotavi z cytotoxickych
ucinkov. Forma podania liekov byva intravendzna, subkutanna, intramuskularna, peroralna
v podobe tabliet akapsul alebo je podana priamo do telesnych dutin. Pacientom

s nemalobunkovym karcindomom s obecne podavané chemoterameutika na baze platiny,
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alebo taxanov. Medzi najznamejsSie preparaty patri cisplatina, karboplatina, pemetrexed,

paklitaxel, docetaxel, gemcitabin, etopozid, vinblastin ¢i cetuximab.

3.3.5 Molekularne biomarkery a cielena biologicka terapia

Genetické zmeny mozu Specificky asociovat’ s predispoziciou, genézou, progresiou alebo
rozsirenim metastdz U r6znych druhov nddorov. Na identifikaciu kl'ai¢ovych genetickych
abnormalit, oznaCovanych ako molekularne biomarkery, je zamerand velka Ccast’
vyskumnych aplikacii v oblasti onkogenetiky. Pojem biomarker definuje detekovatel'né
zmeny v DNA, RNA, proteinoch ¢i lipidoch, ktoré mozu byt vyuzité na potvrdenie a
diagnostiku rakoviny pluc, uréenie progndzy, vyber optimalneho liecebného rezimu
a predikciu reakcie pacienta na stanovent lie¢bu. Zavadzanie biomarkerov do klinickej
praxe umoziuje individualny pristup K pacientovi za uc¢elom zvysit' §ancu na prezitie a
vyhnat sa neefektivnym lieCebnym postupom, ktoré by pacienta zbyto¢ne zat'azovali
(Bhatt et al., 2010).

Vyznam cielenej biologickej lieCby spociva v zavedeni latok a postupov, ktoré su
Specificky mierené proti konkrétnym biomarkerom -charakteristickym pre nadorové
tkanivo. Zarovenn by mali byt bez vplyvu, alebo iba minimalne G¢inkovat’ aj na zdravé
bunky. V idealnom pripade by mali ni¢it’ vyhradne rakovinové bunky, vykazovat’ vyssiu
ucinnost’ a menej vedlajsich Géinkov nez konvenc¢na chemoterapia.

U nemalobunkového karcindmu bolo za posledné roky identifikovanych niekol'ko
vyznamnych prognostickych, prediktivhych a diagnostickych biomarkerov, ktoré
umoziuju zvolit’ uc¢inna lieCbu. Dnes uz su rutinne vysetrované amplifikacie génu EGFR,
mutacie Clenov génovej rodiny RAS a prestavby génov ALK a ROSI, vo¢i ktorym boli
Gispesne vyvinuté a americkym Uradom pre kontrolu potravin a lieiv (FDA) schvalené
liecebné preparaty. Kedze cielene blokuju povrchové enzymy nadorovych buniek,
takzvané tyrozinkindzy, ktoré st v bunkach sucast'ou signalnych drédh spojenych s rastom,
su tieto preperaty oznacované ako tyrozinkindzové inhibitory (TKI). Moderné genomickeé
analyzy umoznili objavovanie novych genetickych zmien akymi st prestavby génu RET,
amplifikacia génu MET ¢i aktivaéné mutacie génov BRAF a HER2, ktoré maju do

buducna vel’ky potenciél uplatnit’ sa v terapeutickych postupoch.
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Tabul’ka ¢€.1: Cielena liecba vybranych genetickych aberacii u karcinomu pltc.

Molekularny Chromozémova Cielend biologicka Frekvencia vyskytu
biomarker aberacia liecba [%]
. et o gefitinib, erlotinib, 10-25
EGFR mutacia / amplifikacia cetuximab (35 % u Azijcov)
HER2 mutdacia / amplifikacia trastuzumab 5-10
BRAF mutdcia sorafenib 2-3
p53 mutacia / delécia advexin 30-50
VEGF zvySend expresia bevacizumab,afibercept zdroj neuvadza
PI3K modifikacia a aktivacia BEZ235, LY294002 1-3
- rapamycin, RAD0O1,
mTOR aktivacia CCL-779 70-75
RAS 10-15
aktivacia tipifarnib, lonafarnib
adenokarciném 20-30
MEK aktivacia trametinib,salumetinib 1-2
c-KIT zvysena expresia imatinib 1-2
EML4/ALK fuzia crizotinib 5-13

Zdroj: Prevzaté a spracované podl'a Palmer et al., 2014.
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3.4 EGFR (receptor epidermalneho rastového faktora)

EGFR (epidermal growth factor receptor) oznaCovany tiez ako ErbBl1 a HER1 je
transmembranovy glykoprotein exprimovany v normalnych epitelidlnych tkanivach, ktory
ma relativnu molekularnu hmotnost’ od 170 do 185 kDa. Protein EGFR patri do rodiny
ErbB tyrozinkindzovych receptorov (rodina ErbB/HER), spolo¢ne s receptormi
ErbB2/HER2/neu (HER2), ErbB3/HER3 a ErbB4/HER4. Struktirne s proteiny tejto
rodiny zlozené z N-terminalnej na cystein bohatej extracelularnej domény viazucej ligand,
hydrofébnej  transmembranovej domény avysoko konzervativnej C-terminalnej
intracelularnej domény s tyrozinkinazovou aktivitou, ktord obsahuje niekol'ko
fosforylacnych motivov.

Systém ErbB/HER receptorov ma doélezitti tlohu pri udrZzovani homeostazy vnutorného
prostredia organizmu, pretoze naviazanim odpovedajiceho ligandu na extracelularnu
doménu sa indukuje konformacnd zmena receptorov a dochddza k aktivéacii signalnych
dréh spojenych s bunkovym rastom, proliferaciou, diferenciaciou a prezivanim buniek. Je
znamych niekol’ko ligandov, ktoré aktivuju proteiny ErbB/HER rodiny, ako napriklad
ERF, TGF-a, amfiregulin (AR), betacelulin (BTC), HB-EGF, epiregulin (EPR)
a neureguliny (NRG). Konkrétne na EGFR sa $pecificky viazu ligandy EGF, TGF-a, AR,
BTC aEPR.

Gén kodujuci protein EGFR je lokalizovany v chromozomovej oblasti 7p12-13 a jeho
expresia je prisne regulovand. ZvySenie aktivity vedie k progresii bunkového cyklu,
nekontrolovanej proliferacii, nadorovej angiogenéze, invazivite a metastazovaniu, ¢o
zohrava tulohu pri patogenéze v rade solidnych nadorov, vratane karcinomu pluc. K
zvysenej expresii EGFR dochadza tiez u karcindmu pazeraka, hlavy alebo krku (Grandis et
al., 1996). Patologicka aktivacia byva spdsobena zvySenou koncentraciou rastovych
faktorov (ligandov), zvySenim syntézy receptorov (zvySenie expresie), zmnozenim génu
pre dany receptor (amplifikdcia) a muticiami tychto génov. U nemalobunkového
karcindbmu byva v zdvislosti na histologickom type identifikovand nadmernd expresia az

v 40-80 % pripadov.

3.4.1 Receptorova signalizacia

Naviazanim prislusného ligandu na vdzbové miesto v extraceluldrnej doméne EGFR

receptora dochadza bud’ k homodimerizacii, alebo heterodimerizacii s receptorom
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z ErbB/HER rodiny, najcastejsie je nim HER2. Prave moznost’ kombinacie receptorov pri
dimerizacii a vyssi pocet aktivaénych ligandov st dovodom signalnej diverzity u EGFR.
Dosledkom tejto diverzity je fakt, Zze signalna draha spustena u pacientov s rovnakym
ochorenim byva aktivovana na roznych arovniach, ¢o vysvetl'uje r6znu G¢innost’ pri podani
cielenej liecby blokujucej urcity usek signalnej drahy.

Potom ako dojde k extracelularnej aktivacii a dimerizacii nasleduje autofosforylécia,
pripadne  transfosforyldcia  proteinu  sprostredkovand  tyrozinovymi  zvySkami
Vv intraceluldrnej doméne, fosforylacia d’alej zasahuje prenosovi kaskaddu vo vnutri bunky
prostrednictvom réznych efektorovych proteinov a aktivuje signalne drahy podielajice sa
na transformacii nadorovych buniek. Medzi hlavné drahy spustené v tychto bunkach patria

KRAS/BRAF/MEK/ERK, PIBK/AKT/mTOR, STAT a PLC-y signalne drahy.

% EGFR homodimér /
@ EGFR heterodimér s HER2 (HER3)

EGFR

% Fosforylacia
\J

Obrazok ¢. 3: Bunkova signalizdcia po vidzbe ligandu na receptor EGFR. Zdroj: Prevzaté

a spracované podl’a Okines et al., 2011.
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3.4.2 Mutacie génu EGFR

Mutacie EGFR u pacientov s karcinomom pl'uc predstavuju dominantné apikalne mutacie,
ktoré st zodpovedné za proces karcinogenézy. Mozno ich detegovat’ priblizne u 10 %
nemalobunkovych karcindémov pluc (Foretova et al., 2014). K aktivacii a propagacii
aberantného signalu, ktory vedie k spusteniu anti-apototickych signalnych drah
a k zvySsenému prezivaniu buniek dochadza napriek nepritomnosti ligandu. Preto si tieto
mutacie oznaCované ako ligand-independentné aktivané mutacie. Potreba analyz
alternacii EGFR suvisi s potvrdenim vzt'ahu medzi pritomnost’ou mutacii, alebo zvysenim
kopii génu EGFR a citlivostou na tyrozinkinazové inhibirory (TKI). Castej$ie su mutacie
EGFR identifikované u Azijcov, prevazne Zien, nefajéiarov a z histologického hladiska
Vv pripade adenokarcindmov.

K aktivatnym mutacidm dochadza v oblastiach odpovedajiicim exénom 18-24, ktoré
koduju cast’ kinazovej domény, pricom véicSina je pritomna v exonoch 19 a 21. Tieto
mutacie st rozdelené na tri triedy. Prva trieda zahihia in-frame delécie (bez posunu
¢itacieho ramca) v exone 19, s frekvenciou vyskytu 44 % u EGFR pozitivnych pacientov.
Druhou triedou st bodové mutacie spdsobujice zamenu aminokyselin, z nich naj¢astejSia
je L858R v exone 21 s frekvenciou 41 % EGFR mutécii, ked’ je na kodone 858 arginin
nahradeny leucinom. Tretiu triedu predstavuju in-frame duplikacie a delécie v exone 20,
ktoré tvoria 5 % EGFR mutacii. Vo vécSine pripadov mozno detegovat sekundarnu
mutaciu génu EGFR, bodova mutiacie T790M v exéne 20, pri ktorej na kodéne 790
dochadza k zamene treonimu za metionin. Mutacia T790M je spajana s relapsom (navrat
ochorenia do predchadzajiiceho horSicho stavu) a progresiou ochorenia u pacientov

lieCenych tyrozinkindzovymi inhibitormi.

3.4.3 Cielena liecba a EGFR inhibitory

Za ucelom vyradit’ mutaciami aktivované receptory s tyrozinkinazovou aktivitou (RTK) sa
vyvinuli dva terapeutické postupy, ktoré zahfiaju pouzitie bud’ monoklonalnych protilatok
zacielenych na receptorovi extraceluldrnu doménu, alebo nizkomolekularnych
tyrozinkindzovych inhibitorov, ktoré sa viazu na aktivne miesto receptora v intracelularnej
doméne a tym ho blokuju.

Tyrozinkindzové inhibitory (TKI) st malé molekuly Struktirne analogické k

adenozintrifosfatu (ATP). Inhibitory sa viazu na vdzbové miesto pre ATP v katalytickej
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kindzovej doméne, touto kompetitivnou inhibiciou brania autofostorylacii a aktivacii
downstream signalnych drah. Prvou generaciou klinicky aplikovanych inhibitorov proti
rodine ErbB/HER su pripravky erlotonib (Tarceva) a gefitinib (Iressa).

Medzi monoklonalne protilatky inhibujuce receptory EGFR patria napriklad cetuximab,
panitumumab alebo transtuzumab. Délezitou sucastou signalnej drahy pre EGFR je
KRAS, pretoze umoznuje prenos signalu od aktivovaného receptora do jadra. Rdzne
podnety aj z EGFR mo6zu spdsobit’ aktivaciou onkogénnu KRAS. Mutacie niektorych
aktivnych casti (12, 13 kodon) génu KRAS sposobuju jeho konStitutivnu aktivaciu
nezavislu od EGFR. Preto je urcenie statusu KRAS génu v klinickej praxi podmienkou pre
indikaciu liecby cetuximabom a panitumumabom. Len pacienti s nemutovanym KRAS

maju profit z podanej lie¢by (Reckova et al., 2014).
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3.5 ALK (kinaza anaplastického lymfomu)

Gén ALK (anaplastic lymphoma kinase) lezi na chromozome 2 v oblasti 2p23 a koduje
transmembranovy protein s tyrozinkindzovou aktivitou. Vd’aka sekvencnej podobnosti sa
radi do inzulinovej podrodiny tyrozinkindzovych receptorov. Relativha molekulova
hmotnost’ nezlozeného ALK proteinu je 176 kDa. Pre vykonavanie spravnej fyziologickej
funkcie musi dojst ku glykozylacii extracelularnej domény, ¢im narasta relativna
molekulova hmotnost’ proteinu na priblizne 220 kDa. Za fyziologickych podmienok je gén
ALK exprimovany v tenkom creve, semennikoch anervovom systéme, kde udrzuje
rovnovahu medzi proliferaciou, diferenciaciou a prezivanim neuralnych progenitorov
pocas embryonalneho vyvinu. ALK je povazovany za orfanovy receptor (nie je presne
znama vézbova a funk¢na uloha) aj ked’ je zname, ze sekretované rastové faktory PTN
(pleiotrophin) a MDK (midkine) po vizbe na extracelularnu doménu aktivuju downstream
signélne drahy.

Aberantna aktivacia receptora ALK sa podiela na procese onkogenézy viacerych
epitelidlnych malignit ajeho amplifikacia a aktivujice mutacie boli preukazané aj
u pacientov s neuroblastomom. Prvykrat bola chromozémova prestavba ALK génu zistena
u anaplatického velkobunkového lymfomu (ALCL), kde bol identifikovany ako fuzny
partner génu pre nukleofosmin (NPM1), ktory je lokalizovany v chromozémovej oblasti

5935 (Morris et al., 1994).

3.5.1 Chromozémova prestavba génu ALK u nemalobunkového karcinému pl'ac

PrevaZzujicimi aberdciami génu ALK v ramci nadorovych ochoreni st chromozémové
prestavby, vysledkom ktorych je vznik novych fuznych génov. Fuzie vznikaji po
translokacii a spojeni 3'-konca Casti génu ALK odvodenej z chromozému 2, ktora koduje
katalyticki kinazovu doménu s 5'-koncom partnerského génu, ktory nesie promotorovu
oblast. ALK receptor je v normalnych tkanivach aktivovany védzbou ligandu, naslednou
dimerizéaciou a autofosforylaciou kindzovej domény, ale fuzia s 5'-koncom partnerského
génu umoznuje obist’ tento spdsob aktivacie a zvySuje onkogénny potencial ALK génu.
V roku 2007 bola opisana fuzia génu ALK s génom EML4 (echinoderm microtubule
associated protein like 4) u 6,7 % (5/75) pacientov s nemalobunkovym karcindbmom plic
z Japonska (Soda et al., 2007). EML4 gén lezi na kratkom ramienku chromozomu 2

v oblasti 2p21 akoduje protein dolezity pre spravne usporiadanie mikrotubulov
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v cytoplazme bunky. KedZe su oba gény lokalizované na chromozome 2, avSak v opacénej
orientacii so vzdialenostou 12 megabaz (Mb) je vznik fazie vysledkom malej
paracentrickej inverzie (2p21-p23). Frekvencia zastipenie tvori priblizne 3 — 7 %
pacientov s karcinomom pltc. Z Kklinicko-patologického hladiska sa translokacie
EMLA4/ALK vyskytuji umladSich pacientov, nefajciarov a vSetkych podtypov
adenokarcinomu, hlavne U solidneho karcindomu s prstencovitymi bunkami a mucin6zneho
kribriformného adenokarcindmu (Rodig et al., 2009). V stc¢asnosti je zndmych niekol’ko
moznych variant fizii, ktoré vzdy zahfiiaju exény 20-29 génu ALK aosem roznych
exonov génu EML4. VzacnejSie dochadza u pacientov s nemalobunkovym karcinomom
k fuzia ALK s génmi TFG (transforming growth factor), KIF5B (kinesin family member
5B) alebo KLC1 (kinesin light chain 1) (Takeuchi et al., 2009; Togashi et al., 2012).
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Obrazok ¢. 4: Mozné varianty prestavieb génu ALK s fiznymi partnermi. Nomenklatira
jednotlivych variant pozostava zo zaciatoéného pismena nazvu génu, jednotlivé Cisla uvedené za
tymito pismenami odpovedaju prisluSnym exénom v mieste zlomu. Zdroj: Prevzaté a prepracované

podl'a Lovly et al., 2014; dostupné na www.mycancergenom.org.
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3.5.2 ALK inhibitory

Vo vicsine pripadov nebyvaji prestavby génu ALK asociované so Zziadnou inou
onkogénnou mutaciou typickou pre karciném plic (muticia génu EGFR a génovej rodiny
RAS), ¢im nadobudaji vyznam ako vhodné terapeutické ciele. Zaroven byvaju tieto
prestavby u pacientov spojené s rezistenciou vo¢i EGFR inhibitorom.

Crizotinib (PF-02341066, Pfizer) je selektivny multikinazovy nizkomolekularny inhibitor
receptora ALK ajeho onkogénnych variant c-MET/HGFR (hepatocyte growth factor
receptor) a ROS1 (repressor of silencing 1). Vidzbou inhibitora do ATP vézbového miesta
kinazovej domény je G¢inne inhibovana fosforylacia a aktivacia ALK uz v nanomolarnej
koncentracii, ¢o sposobuje selektivnu inhibiciu rastu buniek a indukuje u nich apoptdzu.
Avsak aj pri lieCbe crizotinibom u niekotrych pacientov dochadza k rezistencii, ktora je
dosledkom viacerych sekundarnych mutacii ALK génu. U vacsiny z nich ide o substitu¢né
bodové mutacie vedice K zamene aminokyselin v polypeptidovom retazci kinazovej
domény (F1174L, F1174C, L1196M, 11171T, G1202R, S1206Y, G1269S, G1269A), alebo
k amplifikacii génu ALK (Choi et al., 2010; Sasaki et al., 2010; Heuckmann et al., 2011,
Doebele et al., 2012; Katayama et al., 2012).

Okrem crizotinibu boli Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) schvalené preparéaty
ceritinib anedavno aj alectinib na liecbu ALK-pozitivnych pacientov s metastazujicim
NSCLC. V predklinickom testovani vykazoval alectinib schopnost’ blokovat’ gatekeeper
mutaciu L1196M, ktora je zodpovedna za rezistenciu voci crizotinibu u ALK-pozitivnych
bunkovych linii (Sakamoto et al., 2011).

V stcasnych Stidiach sa efektivne javia aj farmakologické stratégie, ktoré sa snaZia
blokovat’ gén ALK nepriamo. Jednou z nich je inhibicia chaperonového proteinu HSP90
(heat shock protein 90), ktory stabilizuje radu proteinov, vratane ALK. V predklinickom
testovani bola inhibicia HSP90 uc¢innd u ALK-pozitivnych pripadov rezistentnych voci
crizotinibu a tiez na rezistentnych modeloch rakoviny plic so sekundarnymi mutaciami
(Sang et al., 2013).
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3.6 ROSI1 (represor utlmenia génovej expresie)

Intenzivne prebiehajtce Studie postupne odhal'uji nové mutacie veduce ku konstitutivnej
aktivite urcitych receptorov s kindzovou aktivitou, podla ktorych mozno definovat
Specifickit podskupinu plticneho karcindmu. S frekvenciou priblizne 2 % pripadov sa
vramci skupiny adenokarcindomu vyskytuje chromozémova prestavba génu ROS1
(repressor of silencing 1) (Bergethon et al., 2012). ROS1 je gén lokalizovany na
chromozome 6 v oblasti 6922, ktory obsahuje 44 exoénov a koéduje receptorova
tyrozinkindzu z inzulinovej podrodiny tyrozinkindzovych receptorov. Protein, ktory tento
gén koduje ma relativnu molekulovi hmotnost’ 259 kDa a sklada sa z vel'kej N-terminalne;j
extracelularnej domény, hydrofobnej transmembranovej oblasti a C-terminalnej
intracelularnej Casti s kindzovou doménou.

Chromozémové prestavby génu ROSI1 boli objavené v nadorovej linii U118MG Tl'udského
glioblastomu, u ktorej doslo intrachromozémovou deléciou chromozomu 6 na 5'-konci,
kde je lokalizovany gén FIG (fused in glioblastoma) k spojeniu s 3'-koncom génu ROS1.
Fazny gén FIG/ROS1 bol indentifikovany v 8,7 % pripadov cholangiokarcindému a taktieZ
sa jeho expresia preukazala u rakovinou vaje¢nikov (Gu et al., 2010; Birch et al., 2011).
Presnd funkcia ROSI1 kindzy v zdravych tkanivach nie je Uplne znama aje zatial

povazovana za jeden z orfanovych receptorov, u ktorych esSte nebol identifikovany ligand.

3.6.1 Prestavby ROS1 a cielena lie¢ba

Objavenie prestavieb v géne ROS1 bolo v pripade pl'icneho adenokarcindmu spojené
s niz§im vekom pacientov a Castejsi vyskyt bol identifikovany u nefajciarov (Takeuchi et
al., 2012). Reverzna transkripcia s naslednou amplifikaciou pomocou PCR (RT-PCR),
imunohistochemické vySetrenie (IHC) a fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH) st
vyuzivané k detekciam onkogénnych chromozdémovych prestavieb. Umoznili identifikaciu
rady faznych partnerov génu ROSI1 zahriiujucich TPM3 (tropomyosin 3), CD74, SDC4
(syndecan 4), SLC34A2 ¢i EZR (erzin) (Davies et al., 2012; Takeuchi et al., 2012).

Fazny gén ROS1/CD74 (invariabilny retazec HLA-antigénov triedy II) tvori asi 30 %
vsetkych ROS1 prestavieb (Jun et al., 2012). Translokacia t(5;6)(q32;q22) vedie k vzniku
proteinu s dvomi transmembranymi doménami. CD74 je transmembranovy glykoprotein
asociovany s hlavnym histokompatibilnym komplexom druhej triedy (MHC Il) a po vizbe

ligandu, ktorym je inhibi¢ny faktor migracie makrofagov (MIF), dochadza k zvySenej
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regulécii protizapalovych cytokinov.

Na zéklade preukazania homoldgie aminokyselinovych sekvencii v kindzovej doméne
receptora ROS1 a receptora ALK sa predpokladalo, ze nadory s ROS1 fuznymi génmi by
mohli byt senzitivne vo¢i ALK inhibitorom. Tento predpoklad potvrdila $tadia z roku
2011, ktora bola zamerana na predklinické testovanie crizotinibu u pacienta s pokroc¢ilym
stadiom ROS1-pozitivneho adenokarcinomu. Pacientom bol 31-ro¢ny nefajéiar, ktorému
bol v roku 2010 diagnostikovany multifokalny bronchoalveolarny karcindm. Zaroven sa
u neho genetickym testovanim nepreukazala EGFR mutacia ani ALK prestavba. Po tyzdni
liecby crizotinibom s davkou 250 mg dvakrat denne bolo u pacienta pozorované zlepSenie
stavu a zmiernenie hypoxie. Po dvanastich tyzdioch liecby bolo u pacienta potvrdené
uplné vymiznutie nadoru a aj po niekol'kych mesiacoch terapie neboli u neho pozorované
znamky recidivy (Bergethon et al., 2012).

Od roku 2016 je spolo¢nostou FDA crizotinib schvalené terapeutikum pre liecbu pacientov

s ROS1-pozitivnym adenokarcindmom.
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3.7 RET (prestaveny pocas transfekcie)

Chromozomové prestavby génu RET (rearranged during transfection) U nemalobunkového
karcindému pl'tc boli prvykrat popisané v roku 2011 na zaklade sekvenovacich technik (Ju,
2012). Prestavby boli zistené v nadoroch, ktoré neniesli Ziadnu znamu onkogénnu mutaciu
(mutacia génu EGFR, ALK, rodiny RAS), tym sa stali novymi driver (vyznamnymi)
mutaciami identifikovanymi u NSCLC. Vyskyt RET mutacii je u NSCLC zaznamenany asi
v 1 % pripadov (Kohno et al., 2012). Typickymi alternaciami génu RET su fuzie, ktoré
vedu k tvorbe chimérickych proteinov indukujucich spontannu proliferaciu, diferenciaciu
a prezivanie buniek.

Protoonkogén RET je lokalizovany na chromozome 10, v oblasti 10911.2 a koduje
receptorovil  tyrozinkindzu S extracelularnou, transmembranovou a intracelularnou
kinazovou doménou. Extracelularna ligand-vdzbova doména obsahuje Styri cadhelin-like
domény a vysoko konzervativnu oblast’ bohat na cystein, ktora je dolezitd pri udrzani
terciarnej StruktGry proteinu a dimerizacii vytvaranim disulfidovych vézieb. Ligandy
aktivujuce receptor RET patria do rodiny neurotrofickych faktorov (GDNF), ktoré regulujt
neurogenézu, prezivanie, diferenciaciu nervovych buniek a podielajuc sa na odpovedi
nervového systému na zapal apoSkodenie. Medzi spomenuté faktory patria GDNF,
neurturin (NRTN), artemin (ARTN) a persefin (PSPN). Aktivacia receptora RET vedie
K spusteniu bunkovej signalizacie, ktora zahina RAS/RAF/ERK, PI3K/AKT aJNK
signalne drahy (Phay et Shah, 2010). Prestavby RET génu boli po prvykrat identifikované
u pacientov s papilarnym karcindmom S§titnej zlI'azy (PTC). Fiznym partnerom génu RET
je v70-90 % gén KIF5B av 10-25 % gén CCDC6. S menSou frekvenciou sa vyskytuju
fazie s génmi NCOA4, TRIM33, ERCC1, HTR4 alebo CLIP1.

3.7.1 KIFB5/RET fiazny gén

NajcastejSou génovou fuziou u pacientov s NSCLC je KIF5B (kinesin family member 5B
gene)/RET, ked’ze oba gény lezia na chromozéme 10 vo vzdialenosti 10 megabaz (Mb)
k prestavbe dochadza pericentrickou inverziou (10p11.22-q11.21). Prestavby RET génu su
charakteristické pre pacientov s niz§im vekom (< 60 rokov), nefaj¢iarov, pre pripady so
skorym metastazovanim do lymfatickych uzlin a v solidnych podtypoch adenokarcindému
(Wang et al., 2012). Analyzou gendmu nadorov pozitivnych na RET fazie metodou PCR

bolo preukazané, ze k somatickym fiziam dochddza medzi intrénmi 15, 16, 23 a 24 génu
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KIF5B a intronmi 7 alebo 11 génu RET (Kohno et al., 2012).

Na cielent liecbu NSCLC pacientov s prestavbami RET génu nebol do klinickej praxe
dosial’ zavedeny ziaden selektivny RET inhibitor, ale je znamych niekol'ko komercne
dostupnych multikinazovych inhibitorov, ktoré dokdzu blokovat’ aberantnt aktivitu RET
kindzy. Vandetanib (ZD6474) je multikindzovy inhibitor (TKI) blokujuci RET,
VEGFR2/KDR, VEGFR3/FLT4 a vo vyssich koncentraciach aj EGFR. V roku 2012 bol
vandetinib uznany spolo¢nostou FDA ako cicleny preparat v liecbe pacientov
s medularnym karcindbmom Stitnej zlazy. Vysledok nedévnej stadie preukazal, ze
zavedenie vandetinibu by mohlo byt efektivne a viest' k pozitivnej§im prognézam aj u
pacientov. s NSCLC. Vtejto stadii bolo u 36 rocnej pacientky, nefajciarky
S metastazujucou rakovinou pl'ic (CCDC6/RET pozitivna) pozorované po 6 tyzdioch
podavania vandetinibu zna¢né zmenSenic nadoru v hrudnej oblasti (fossa
supraclavicularis) apo 11 tyzdioch az 76 % redukcia azaroven niekol’ko mensSich
metastaz z pluc Gplne zmizlo (Falchook et al., 2016). V stcéasnosti prebieha niekol’ko
klinickych §tadii, ktoré skumaji potencialnu ucinnost RTK inhibitorov cabozantinibu
(XL-184) v klinickom testovani NCT01639508, ponatinibu v testovani NCT01813734 a
sunitinibu v testovani NCT01829217 (Shtivelman et al.,2014, Kohno et al. 2016).
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3.8 NTRK1

NTRKI1 (neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1) je receptorova tyrozinkinaza
oznacovana aj TrkA, alebo TRK, ktora patri do TRK (tropomyosin-related kinases) rodiny
receptorov (RTK) spolu s TrkB (koédovana NTRK2) a TrkC (kédovana NTRK3)
tyrozinkinazami (Nakagawara 2001; Sossin 2006). Gén NTRKI1 je lokalizovany na
chromozome 1, v oblasti 1921-22, a koduje vysoko afinitny TrkA (nerve grow factor
receptor) receptor. Za fyziologickych podmienok je TrkA aktivovana vidzbou ligandu NGF
s naslednou dimerizéciou, ktord zahfila autofosforylaciu Specifickych tyrozinovych
zvySkov v intracelularnej doméne a transfosforylaciu série substratov. To vedie k aktivacii
PISBK/AKT, RAS/MAPK a PLC-y signalnych drah riadiacich kontrolu bunkového rastu
a diferencidcie. Pri chromozomovych aberaciach dochddza k prestavbam génu NTRKI,
ktoré vznikaji fuziou jeho 3'-konca s 5'-koncom roznych aktivaénych génov. Vzniknuté
fizne gény koduji chimérické proteiny, ktoré obsahuju tyrozinkinazovi doménu
pochadzajucu z génu NTRK1 a N-termindlnu doménu fuzneho partnera, ktora nesie
coiled-coil doménu. V roku 1986 bola prvykrat identifikovana prestavba génu NTRKI1
U kolorektalneho karcindmu, pri ktorej bol preukazany vznik fizneho génu NTRK1/TPM3

(tropomyosin 3) somatickou intrachromozémovou prestavbou (Martin-Zanca et al., 1986).

3.8.1 Prestavby génu NTRK1 identifikované u NSCLC

Prestavba génu NTRK1 bola u NSCLC detegovana v ramci analyzy skupiny 91 pacientov
s adenokarcindmom. Vysledkom $tadie bolo zistenie, Ze k fuzidm NTRKI1 dochadza
priblizne v 3,3 % pripadov NSCLC, u ktorych nebola zistena ina onkogénna driver
mutacia. Metodou sekvencovania novej generacie (NGS, next-generation sequencing) boli
identifikované dva rozne fuzné gény MPRIP/NTRK1 a CD74/NTRK1 (Vaishnavi et al.,
2013).

V klinickej praxi sa pritomnost NTRK1 fizii zist'uje najcastejSie pomocou fluorescenénej
in situ hybridizacie s pouzitim prob, ktoré sa oznacuji NTRK1 break-apart proby. Tymto
sposobom detekcie je mozné potvrdit, alebo vyvratit podozrenie sa génovu prestavbu
NTRK1, av§ak neumoznuje preukazat’ fuzneho partnera v danej vzorke.

Testovanie terapeutickych preparatov, ktoré by sa potencidlne mohli uplatnit’ v cielenej
liecbe NTRK1 mutacii je zatial’ v stadiu predklinického testovania. Potencialne uplatnenie
by mohli mat’ TrkA inhibitory ARRY-470, CEP-701, ale aj crizotinib, ktoré v testovani
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ucinne inhibovali ur€ité signalne drdhy atym blokovali expresiu fuznych proteinov

v nadorovych bunkovych liniach (Vaishnavi et al., 2013).

1214 19
|1
21
|
MPRIP
8
|
CD74
MPRIP-NTRK1
CD74-NTRK1

Obrazok €. 5: Varianty fuzii génu NTRK1 identifikované u pl'icnych karcindmov. Zdroj:
Prevzaté a prepracované podl'a Lovly et al., 2014; dostupné na www.mycancergenom.org.
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4, Experimentalna ¢ast’

Experimentalna cCast’ bakalarskej prace bola zamerand na analyzu a hodnotenie
numerickych a §trukturnych zmien chromozémov nesticich gény EGFR, ALK, ROS1, RET
a NTRK1 u pacientov s NSCLC pomocou metoédy fluorescencénej in situ hybridizacie
(FISH). Vysetreniu aberacie génu EGFR predchadzala priprava dostato¢ne senzitivnej a
Specifickej fluorescencne znacenej DNA proby CEP7/EGFR, pouzitel'nej pre diagnostiku.
Zvysné gény boli vysetrené pouzitim komeréne dostupnych fluorescencne znacenych DNA

prob.

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Priprava fluorescenéne znac¢enej DNA proby

Hlavnou sucastou vySetrenia chromozomovych aberacii FISH metdédou je priprava
fluorescenéne znacnych DNA préb, komplementdrnych k cielovému segmentu
vySetrovanej DNA. Na pripravu kombinovane; proby pre gén EGFR s CEP7
(centromérova proba pre chromozéom 7) bola izolovana plazmidovda DNA, obsahujuca
DNA sekvencie génu EGFR a CEP7. K tomuto ucelu bol pouzity klon PR11-339F13 so
sekvenciou EGFR a bakterialny klon PZ75 so sekvenciou CEP7.

Fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH)

V ramci experimentalnej cCasti bakalarskej prace bolo analyzovanych 40 néhodne
vybranych pacientov sréznym S$tadiom a histologickym subtypom NSCLC. VysSetrenie
bolo prevedené na tkanivovych rezoch fixovanych formalinom a zaliatych parafinom
(FFPE) na podloznych sklickach, poskytnutych z patologické oddelia Nemocnice

Olomouc.

4.1.2 Chemikalie

Cytocell: DAPI
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Fagron: etanol (96%)

Invitrogen: LB Broth Base

mikroChem: isopropylalkohol, xylén

Lach-Ner: chlorid draselny (KCl), hydrogénfosfore¢nan disodny
dodekahydrat (Na;HPO,4.12H,0), dihydrogenfosfore¢nan
draselny (KH2PO,)

Sigma Aldrich: chlorid sodny (NaCl), chloramphenicol, pepsin (pepsin from

porcine gastric mucosa), tiokyanat sodny (NaSCN)

Olympus: imerzny olej IMMOIL-F30CC

4.1.3 Roztoky a média

e LB médium

20 ¢ LB Broth Base
4,17 g NaCl
1259 chloramphenicol

Navazky rozpustit' v 1 | deionizovanej vody.

e TE tlmivy roztok

200 pl 0,5 mol/l Tris

200 pl 0,05 mol/l EDTA

Doplnit’ do objemu 10 ml deionizovanou vodou.

e Roztok P1. P2. P2. OBT, QC tlmivy roztok, QF tlmivy roztok

Sucasti diagnostickej sipravy QIAGEN Plasmid Mega Kit (25).

e Zasobny 20x koncentrovany SSC
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1759 NaCl
88 g citrat sodny dihydrat

Doplnit’ deionizovanou vodou do objemu 1 1, upravit’ pH na hodnotu 5,3.

e Zasobny 10x koncentrovany PBS

809 NaCl
29 KCI
32,1¢g Na;HPO,4.12H,0

Doplnit’ deionizovanou vodou do objemu 1 1.

e Oplachovaci pufer (Wash Buffer: 2x koncentrovany SSC: pH 7.0)

100 ml 20x koncentrovany SSC

Zriedit’ s 900 ml deionizovanej vody, upravit pH na hodnotu 7,0.

e Roztok na oSetrenie prepardtu pred hybridiziciou (Pretreatment Solution)

1M tiokyanat sodny (NaSCN)

Pred pouzitim nutné vyhriat’ na 80° C.

e Pufer pre protedzu (NaCl; pH 2,0)

Upravit fyziologicky roztok pomocou HCl na pH 2,0. Pred pouZitim overit’ hodnotu pH.

e Proteaza
25-50¢g pepsin
50 ml pufer pre protedzu (NaCl; pH 2,0); 37° C

Rozpustenie pepsinu v roztoku bezprostredne pred pouzitim.
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e 10% formalin (4% pufrovany formaldehvyd)

10 ml 10x koncentrovany PBS
4 ml formaldehyd 36-38%
86 ml dH,0

e Premyvaci roztok I (0.4x koncentrovany SSC / 0,3% NP-40)

20 ml 20x SSC
3ml NP-40 (neionogénny detergent)
Doplnit’ deionizovanou vodou do objemu 1 1, upravit’ pH na hodnotu 7,0-7,5. Pred

pouzitim nutné vyhriat’ na 58° C.

e Premyvaci roztok II (2x koncentrovany SSC / 0,1% NP-40)

100 ml 20x SSC
1ml NP-40

Doplnit’ deionizovnou vodou do objemu 1 1, upravit’ pH na hodnotu 7,0 £ 0,2° C.

e 0,2MHCI

17 ml HCI 35%

Doplnit’ deionizovanou vodou do objemu 1 1.

4.1.4 Laboratorne pristroje, pomocky a diagnostické supravy

e Laboratdérne pristroje

analytické vahy ED423S-0CE, Sartorius Stedim Biotech (Nemecko); magnetické miesadlo
s ohrevom AREC.X, VELP Scientifica (Taliansko); chladenad centrifiga Rotina 420R,
Hettich (Nemecko); chladni¢ka s mraziakom LCv 4010 MediLine, Liebherr (Nemecko);
stolnd minicentrifiga MiniSpin® plus, Eppendorf (Nemecko); elektrick¢é mieSadlo Lab
Dancer, Ika (Nemecko); vyrobnik 'adu; homogenizator Bioruptor® Standard, Diagenode

(Belgicko); vakuovy koncentrator Concentrator 5301, Eppendorf (Nemecko); vodny kupel
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Eco Temp TWS8, Julabo (Nemecko) s priehladnym vekom Macrolon; laminarny box
Herasafe™ KS 12 Biohazard, Thermo Scientific (Nemecko); pH meter Hanna pH 211,
Sigma Aldrich (USA); fluorescen¢ny mikroskop BXS51TF, Olympus (Japonsko)
S prisluSnymi filtrami; inkubator INE400, Memmert (Nemecko); hybridizér HYBrite,
Vysis (USA), vyhrevna platia StatSpin® ThermoBrite, Leica Biosystems (USA)

e Laboratorne sklo a pomdcky

centrifugacné fl'ase s uzaverom (500 ml); centrifugacné skamavky typ Falcon (50, 100 ml);
odmerny valec (100 ml, 1000 ml); jednorazové Pasteurové pipety; precistovacie kolony
S plastovym stojanom (sucast QIAGEN Plasmid Mega Kitu); automatické mikropipety
Pipetman sroznym rozsahom, Gilson (Franctzsko); sterilné S$picky na mikropipety;
sklenené nadoby na farbenie roztokov typ Coplin (50 ml); stopky Intimex; ochranné
rukavice; sterilnd pinzeta; buniCitd vata; filtrany papier; nasiakava podlozka; krycie

sklicka; Specidlny cementovy lep Fixogum

e Suprava na izolaciu plazmidovej DNA

QIAGEN Plasmid Mega Kit (25) (Nemecko)

e Komeréné zmesi hybridizaénych DNA prob:

KIF5B-RET Fusion/Translocation FISH Probe Kit, CytoTest Inc. (USA), REF. CT-
PAC076-10-06; NTRK1 Break Apart FISH Probe Kit, CytoTest Inc. (USA), REF.CT-
PAC143-10-06; ALK (2p230) Break, Leica Biosystems (USA), REF.pKBI-10747; ROS1
(6g22), Break, Leica Biosystems (USA), REF.pKBI-10752
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4.2 Metodika

Priprava fluorescenéne znacenej DNA proby

4.2.1 Kaultivacia bakterialnej kultary

Navazenych 20 g komercne dostupného LB média a 4,17 g soli NaCl bolo prenesenych do
sterilnej Erlenmayerovej banky (1000 ml), a rozpustenych v 1000 ml deionizovanej vody.
Do pripravovaného tekutého média bolo pridanych 12,5 mg chloramphenicolu. Hotové
kultivacné LB médium bolo vysterilizované v autoklave a nésledne bol naockované
prislusnym bakteridlnym kmeniom. Kultivacia bakteridlnych kultir prebehla v inkubatore

na orbitalnej trepacke pri 220 otackach za minttu a teplote 37° C pocas noci.

4.2.2 1Izolacia plazmidovej DNA QIAGEN Plasmid Mega Kitom

Po kultivacii bola bakteridlna kultura preliata do centrifugacnych flia§ (500 ml) a
scentrifugovana pri 6000 g a teplote 4° C po dobu 15 min. Po centrifugécii bol z flia§ do
odpadu zliaty supernatant a k sedimentu na dne bolo priliatych spolu 50 ml roztoku P1, v
ktorom bol sediment resuspendovany a zhomogenizovany pretrepavanim. K bakterialnej
suspenzii bolo pridanych 50 ml roztoku P2, opatrnym prevratenim flia§ bol obsah
premieSavany pokial’ sa suspenzia nesfarbila do modra. Nasledne sa po dobu 5 min pri
laboratornej teplote nechala suspenzia odstat. V d’alSom kroku bolo pridanych 50 ml
roztoku P3 a opatrnym obratenim sa nechali zo suspenzie vyzrazat' balastné zlozky.
Vyzrazana suspenzia sa nechala stat’ pri laboratornej teplote po dobu 30 min a nasledne sa
preliala do centrifuga¢nych sktimaviek (50 ml), ktoré sa scentrifugovali pri 20000 g a
teplote 4° C po dobu 30 min. Centrifugécia supernatantu bola opakovana pokial’ nebol Ciry.
Na odmerny valec (1000 ml) bola umiestnena premyvacia koloéna, na ktori bolo
nanesenych 35 ml roztoku QBT, ktory sa nechal kolonou pretiect’. Na preliatu kolénu bol
naneseny scentrifugovany supernatant, ktory sa nechal vol'ne pretiect. Premyvacia kolona
bola preliata 200 ml QC pufrom, obsah valca bol nasledne vyliaty do odpadu. Premyvacia
kolona bola umiestnena na novy odmerny valec (100 ml) a plazmidova DNA z nej bola
eluovand premytim s 35 ml QF pufru. Eludt bol po pridani 24,5 ml isopropylalkoholu
preliaty do centrifuga¢nych skimaviek (50 ml) a scentrifugovany pri 15000g a teplote 4°C
po dobu 30 min. Supernatant bol opatrne vyliaty a k sedimentu bolo pridanych 7 ml 70%

etanolu. Nasledovala centrifugécia pri 15000 g a teplote 4° C po dobu 10 min. Supernatant
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bol vyliaty do odpadu a peleta na dne skumaviek sa nechala vol'ne vysychat 10-20 min.
Vyschnuta peleta plazmidovej DNA sa rozpustila v TE timivom roztoku a bola zmerana jej

koncentracia. Izolované plazmidovd DNA sa uchovavala pri -20° C v chladiacom boxe.

4.2.3 Znacenie DNA proby pomocou Platinum Bright Nucleic Acid Labeling Kitu

e Fragmentacia plazmidovej DNA pomocou ultrazvuku

Pred zaciatkom vlastného postupu prace bola v nddobe s 'adom vychladenéd deionizovana
voda (1000 I). V specialnych mikroskiimavkach (0,5 ml) bol nariedeny 1 pg plazmidovej
DNA do 100 pl deionizovanej vody, mikroskimavky boli kratko premieSané na elektricke;j
mieSacke a scentrifugované na stolnej centrifiige. Nariedend plazmidova DNA sa nechala
vychladit’ v nadobe s 'adom po dobu 15 min. Do homogenizatora bolo naliate pozadované
mnozstvo vychladenej deionizovanej vody, mikroskimavky boli uloZzené¢ do kovového
kruhového stojana, utesnené kovovym vekom a naplneny stojan bol opatrne umiestneny do
homogenizatora. Fragmentacia plazmidovej DNA bola zahéjend spustenim programu 20
cyklov sonikacie, kazdy cyklus po dobu 30 s a 90 s pauzou medzi jednotlivymi cyklami.
Po sonikacii boli otvorené mikroskimavky umiestnené do vakuového koncentratora a ich
obsah s naStiepanou plazmidovou DNA v deionizovanej vode sa nechal odparit’ na objem

16 ul. Odparovany objem bol kontrolovany vzdy po 30 min.

e Kontrola diZok fragmentov plazmidovej DNA separaciou v agarézovom géle

G¢l pre elektroforeticka separaciu bol pripraveny navazenim 0,5 g agardzy a rozpustenim
v 50 ml deionizovanej vody. Do este teplého gélu bolo pridanych 5 pl fluorescenéného
farbiva Gel-Red, agar6zovy gél bol nasledne preliaty do vani¢ky v elektroforetickej
komorke, do gélu bol umiesteny hrebienok a nechal sa stuhnit’ po dobu 20 min. Po
zatuhnuti bol gél preliaty TBE tlmivym roztokom a odstraneny hrebienok. Do jedne;j
jamky v géle bolo nanesenych 5 ul deionizovanej vody s2 ul Standardu relativnej
molekulovej hmotnosti (GeneRuler 1 kb DNA Ladder) a do d’alsej jamky 5 ul plazmidove;j
DNA s2 pl nandSacieho pufra (6x DNA Loading Day). Po neneseni vzoriek bola

elektroforetickd komodrka wuzavreta vekom s elektrodami a pripojena  k zdroju
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jednosmerného napdtia (75 V). Po 60 min bola elektroforeticka separacia ukoncena, gél bol

vytiahnuty z vani¢ky, oplachnuty deionizovanou vodou a vizualizovany pod UV-svetlom.

e Znacenie plazmidovej DNA Platinum Bright Nucleic Acid Labeling Kitom

Vsetky reagencie obsiahnuté v Labeling Kite boli pred pouzitim kratko premieSané na
elektrickom miesadle a scentrifugované na stolnej centrifige. Do mikroskimaviek so 16 ul
nariedenej plazmidovej DNA boli pridané 2 pl fluorescenéného farbiva ULS dye
(oranzové/zelené) a 2 ul 10x labeling solution. Obsah mikroskiimaviek bol premiesani
pipetovanim. Mikroskimavky so znacenou plazmidovou DNA boli inkubované vo
vodnom kupeli vyhriatom na 85° C po dobu 30 min. Po inkubacii boli mikroskimavky

prenesené na cas do l'adu.

e Predistenie pomocou Platinum Bright Nucleic Acid Labeling Kitu

Pred zaciatkom vlastného postupu prace boli ndplne v kolonach na precistenie
resuspendované kratkym premieSanim na elektrickej mieSacke. Vrchné Skobovacie
uzavery na koldnach boli uvol'nené a spodné uzavery kolon ulomené. Precistovacie kolony
boli umiestnené na Specidlne mikroskiimavky a v nich scentrifugované pri 20000 g po
dobu 1 min. Obsah preteCeny do mikroskumaviek bol vyliaty do odpadu a precistovacie
kolony boli umiestnené spdt’ na mikroskimavky. Na precistovacie kolony bolo
nanesenych 300 pl deionizovanej vody, kolony boli scentrifugovani pri 20000 g po dobu 1
min. Mikroskiimavky s preteCenou tekutinou boli vyhodené do odpadu. Precistovacie
kolony boli umiestnené na nové mikroskamavky (1,7 ml). Na kolony boli nanesené vzorky
so znaCenou plazmidovou DNA, ktoré boli do tohto kroku umiestnené v Tade.
Mikroskimavky s koléonami boli scentrifugované pri 20000 g po dobu 1 min.

Precistovacie kolony boli odstranené a preteCeny obsah v mikroskimavkach uchovany.

e Zrazanie s Cot-1 DNA

Do mikroskumaviek so znac¢enou plazmidovou DNA boli pridané 3 ul 3 mol/l octanu

sodného s pH 5, d’alej bolo pripipetovanych 10 pl Cot-1 DNA a 83 pl 100% etanolu.
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Obsah mikroskiimaviek bol premiesany opatrnym prevratenim. Mikroskimavky boli
ulozené do l'adu pri teplote -80° C po dobu 30 min. Po vychladeni boli mikroskimavky so
zna¢enou DNA scentrifugované pri 20000 g a teplote 4° C po dobu 30 min. Supernatant
vzniknuty po centrifugacii bol opatrne vyliaty do odpadu a peleta na dne bola volne
vysusend. Peleta plazmidovej DNA bola resuspendovana v 25 pl hybridiza¢ného tlmivého

roztoku a uchovana v mraziacom boxe.

Fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH)

4.2.4 Priprava parafinovych rezov (pretreatment) pre FISH

e Deparafinizacia tkanivovych rezov pripevnenych na podloZznych sklickach

Parafinové tkanivové rezy pripevnené na pozitivne nabitych podloznych sklickach boli
inkubované pri teplote 56° C pocas noci, ¢im sa dosiahla rovnomerne pevna adhézia
tkaniva na skli¢ko. Skli¢ka s parafinovymi rezmi boli inkubované v xyléne pri laboratorne;j
teplote po dobu 5 min. Tento krok bol zopakovany eSte dvakrat. Po poslednej inkubacii
boli sklicka osuSené pritlacenim hrany na nasiakavi podlozku. Nésledne boli sklicka
inkubované¢ dvakrat v 96% etanole pri laboratornej teplote vzdy po dobu 5 min. Po osuseni
pritlatenim hrany o nasiakavi podlozku boli sklicka prenesené na vyhriatu termoplatiiu

a susené 10 min pri teplote 49° C.

e Predpriprava preparatov (pretreatment)

Preparaty boli postupne inkubované v niekolkych roztokoch pri presne stanovenych
teplotnych a ¢asovych podmienkach. Sklicka s parafinovymi rezmi boli najskor
inkubované¢ v 0,2 molarnom roztoku kyseliny chlorovodikovej po dobu 20 min pri
laboratornej teplote. Po vybrati a osuSeni o nasiakavli podloZku boli preparaty prenesené
do nadoby na farbenie roztokov (typ Coplin ) s deionizovanou vodou a v nej inkubované 3
min. Preparaty boli v d’alSom kroku inkubované 3 min pri laboratdrnej teplote
v oplachovacom roztoku (2x SSC; pH 7,0). Nasledovala inkubacia preparatov v roztoku
NaSCN vyhriatom na teplotu 80° C, umiestnenom vo vodnom kupeli, po dobu 20 min. Po

uplynuti boli preparaty vybrané z vodného kupela aponechané volne 1 min pri
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laboratornej teplote, aby sa prediSlo po nahlej teplotnej zmene poskodeniu tkaniva na
sklicku. V d’alsom kroku boli preparaty inkubované v deionizovanej vode po dobu 1 min

a postupne dvakrat po 5 min vzdy v Cerstvom oplachovacom roztoku (2x SSC; pH 7,0).

e Natravenie tkanivovych preparatov proteazou

Po druhej inkubacii v oplachovacom roztoku (2x SSC, pH 7,0) boli skli¢cka osusené
pritlaCenim hrany o nasiakava podlozku. Pufer pre proteazu bol v inkubatore
vytemperovany a po dosiahnuti teploty 37° C bolo do 50 ml tohto roztoku pridanych 50 mg
pepsinu. V takto pripravenom roztoku boli inkubované preparaty pri teplote 37° C
Vv inkubatore po dobu 70 min. Po inkubacii boli preparaty postupne dvakrat premyté vzdy v
¢erstvom oplachovacom roztoku (2x SSC, pH 7,0) po dobu 5 min. Po premyti sa sklicka
osusili pritla¢enim hrany o nasiakavi podlozku a preniesli na vyhriatu termoplatniu, kde sa

susili 5 min pri teplote 49° C.

e Fixacia vzoriek

Do nadoby na farbenie roztokov (typ Coplin) bol pred pouzitim pripraveny Cerstvy roztok
10% pufrovaného formalinu o objeme 100 ml. V roztoku 10% pufrovaného formalinu boli
preparaty fixované pri laboratornej teplote po dobu 10 min. Po fixacii nasledovalo
postupne dvakrat premytie preparatov zakazdym v Cerstvom oplachovacom roztoku po
dobu 5 min. Sklicka boli po druhom premyti oplachnuté v deionizovanej vode
a umiestnené na vyhriatu termoplatitu, kde sa susili pri teplote 49° C po dobu 10 min. Po
uplynuti doby suSenia boli preparaty pripravené na nanesenie znacenych DNA prob

a prevedenie metody FISH.

4.2.5 Fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH)

e Denaturacia a hybridizacia

Na vycistené krycie sklicko bolo nanesenych podla velkosti tkaniva vhodné mnoZstvo

roztoku DNA proby v hybridizatnom roztoku, na sklicko srozmermi 22x22 mm sa
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nanieslo najviac 10 pl a nanesené DNA proby vzdy odpovedali prisluSnym vysetrovanym
oblastiam chromozomov. Krycimi sklickami s kompetentnou DNA prébou pre analyzu
urcitej chromozémovej oblasti boli prekryté suché deparafinizované preparaty. Krycie
sklicka boli prelepené Specidlnym tekutym lepom (Fixogum), aby sa zabranilo ich
vysuseniu. Zalepené preparaty boli umiestnené do vlhkej komorky hybridizéra
S nastavenym programom pre parafinové rezy. Po dobu 1 min pri 85° C prebiehala
kodenaturacia DNA prob aj vzoriek a potom nasledovala ich vzajomna hybridizacia pri

teplote 37° C pocas noci.

e Odmytie nehybridizovanej DNA proby

Po hybridizacii DNA proby na preparate boli opatrne sterilnou ihlou odlepené a odstranené
krycie sklicka. Preparaty bez krycich sklicok boli prenesené do premyvacieho roztoku I
(0,4x SSC / 0,3% NP-40), vopred vytemperovaného na 73° C. Sklicka boli spociatku
zl'ahka oplachnuté a potom inkubované po dobu 1 min a 45 s. Z premyvacieho roztoku
I boli sklicka prenesené a inkubované v premyvacom roztoku II (2x SSC / 0,1% NP-40),
kde sa pri laboratérnej teplote najskor opatrne oplachli a potom inkubovali 30 s. Jemnym
pritlacenim hrany sklicok o nasiakavu podlozku boli osusSené a nechali sa vol'ne zaschnat’
pri laboratdrnej teplote bez pristupu svetla po dobu 25-30 min. Pripravené suché preparaty
boli prekryté krycimi sklickami, na ktorych bolo nanesenych 10 pl fluorescenéného farbiva
DAPI, vd’aka ¢omu sa zafarbili bunkové jadra na preparatoch, aby boli pozorovatel'né pri

hodnoteni pod fluorescenénym mikroskopom.

4.2.6 Hodnotenie vysledkov

Hodnotenie pripravenych tkanivovych preparatov s nahybridizovanou DNA prébou bolo
prevedené pomocou fluorescenéného mikroskopu. Z kazdého tkanivového bloku boli
odc¢itané a hodnotené fluorescencné signdly zo 100 interfaznych bunkovych jadier.
Hodnotenie odpovedalo pisomného zaznamu avypoCtu priemernych poctov

analyzovanych génov a chromozémovych oblasti na bunkové jadro.
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5. Vysledky

Stbor 40 pacientov s plicnym karcindbmom bol podrobeny testovaniu na preukazanie
pritomnosti mutécii v génoch, ktoré st povazované za hlavné prediktivne biomarkery tohto
typu ochorenia. Bola pripravend duélna fluorescenéna DNA proba na detekciu moznej
amplifikacie génu EGFR a polyzémie chromozému 7, na ktorom je gén lokalizovany.
K vySetreniu moznych alternacii génov ALK, ROS1, RET aNTRK1 boli pouzité
komeréne dostupné proby. U kazdého pacienta bolo prevedené vySetrenie na vsetkych pat
génov. Ziskané vysledky boli nasledne Statisticky spracované a bola hl'adand korelacia

medzi nadobudnutymi vysledkami a dostupnymi klinicko-patologickymi datami.

Signaly pre CEP7/EGFR, ALKgreen/ALKorange, ROS1green/ROS1orange, RET/KIF5B
a NTRK1green/NTRK1orange boli Standardne odc¢itané jednotlivo u kazdého pacienta zo
100 bunkovych jadier. K tomuto té¢elu boli pouzité vzorky pl'ucneho tkaniva fixované vo
formaline a zaliate parafinom (FFPE), ktoré bolo pred aplikdciou préb nutné opracovat’.
Pokial' bol preparat cytologicky chudobny a nebolo mozné od¢itat’ ani 50 jadier, bol
oznaceny ako nehodnotitel'ny (nehod.).

U vsetkych pacientov boli vypocitané priemerné hodnoty jednotlivych génov ako aj
centromérickej oblasti chromozému 7. Pokial’ bola pozorovana v urcitej vzorke pritomnost’
aberacie ktoréhokol'vek z génov bolo zéaroven stanovené jej celkové percentudlne
zastupenie. Cut-off hodnota pre ALK, ROS1, RET a NTRKI pozitivitu bola stanovena na
15 % jadier, v ktorych sa dana prestavba vyskytovala. Za amplifikaciu (navySenie poc¢tu
kopii) génu a polyzomiu centromérickej oblasti chromozdému 7 bol povazovany stav, ak
viac ako 30 % (vratané) jadier vykazovalo vyssi pocet nez 2 signaly odpovedajiceho génu

(pripadne cetromérickej oblasti).

Tabul’ka ¢. 1l zobrazuje princip vypoctu priemerného poctu génov u konkrétneho pacienta
s CTG ¢. 10967. Obdobnym sposobom ako hodnotenie génu ALK boli pocitané pomery
pre ROS1, RET a NTRKI1. Vynimka u RET génu spocivala v hodnoteni percenta fiznych
signalov (translokacnd proba) a nie rozstiepenych ako v pripade ALK, ROS1 a NTRK1
(break-apart proby).

Pouzitim FISH zobrazovaciecho syst¢ému ISIS (MetaSystems), Specifickych
fluorescenénych filtrov a CCD kamery boli néasledné ziskané reprezentativne snimky
pouzitych DNA prob a pozorovanych genetickych aberacii v ramci sledovanej skupiny

pacientov s NSCLC. Vid’ obrazok ¢. 6-9.
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V suhrnnych tabulkach €. Il a IV su uvedené ziskané hodnoty po od¢itani signalov pre
jednotlivé vySetrené gény a centroméry prislusnych chromozémov. Udaje su zapisané
systtmom 0/1, v ktorom 0 = nenavySenie kopii génu/centromér chromozémov alebo
negativny status pritomnosti aberacie (translokécie, fuzie), 1 = zvySenie kopii
génu/centromér chromozomov alebo pozitivny status pritomnosti aberdcie (translokacie,
fuzie). Zaznamenané vysledky boli v dalSom kroku Statisticky spracované pomocou
softwaru R (www.r-project.org) a niektoré Statisticky vyznamné hodnoty boli korelované

s dostupnymi klinicko-patologickym datam pacientov.

Tabul'ka ¢. Il: Priklad vypo¢itania hodnot a pomerov u pacienta s CTG ¢. 10967.

CTG: 10967

Hodnotenie génu EGFR

CEP7 EGFR Pocet Pocet CEP7 Pocet EGFR
2 2 39 78 78
6 6 4 24 24
1 1 4 4 4
1 2 2 2 4
4 4 15 60 60
4 3 1 4 3
3 3 25 75 75
7 7 2 14 14
2 3 1 2 3
2 1 3 6 3
3 2 4 12 8
celkovy pocet na 100 bunkovych jadier: 280 276
priemerny pocet: 2,81 2,76
gén/chromozom: 0,98

Hodnotenie génu ALK

ALK green ALK orange Pocet Pocet ALK green Pocet ALK orange
2 2 59 118 118
2 3 3 6 9
3 3 9 27 27
1 3 1 1 3
1 2 5 5 10
1 1 3 23 23
celkovy pocet na 100 bunkovych jadier: 180 190
priemerny pocet: 1,80 1,90
ALK translokacia: 20 % (pozit.)
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Obrazok ¢.6: Fluorescentna DNA proba pre analyzu génu ALK (ALK Break proba) u pacienta
s CTG ¢. 10967. Biele $ipky oznacuja tzv. single red signaly.

Obrazok €.7: Fluorescencna DNA proba u ALK-pozitivneho pacienta s CTG €. 11624. Biele Sipky
oznacuju detegované translokacie (single red signaly).
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Obrazok ¢.8: Fluorescenéna DNA proba pre RET (Spectrum Green) a KIF5B (Spectrum Orange).
Biela Sipka oznacuje fizny signal RET/KIF5B u pacienta s CTG ¢. 11378.

Obrazok ¢.9: Fluorescen¢na DNA Break Apart NTRK1 préba. Biele Sipky oznacujt rozstiepené
signaly odpovedajuice translokaciam u pacienta s CTG ¢. 11072
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Tabulka ¢. Il1: Ziskané vysledky pre vySetrované gény CEP7/EGFR, ALK a ROSL1.

o o g g 8 S B s|s3| % (%3 S| & | §3 o | B2 S
5| o | 3lx8 S| oo x|xSigy| eS| 5 (S| & 82| ¢ g2 g%
S 5 | =2 (88| S| & |as 6 |GEEZ| 2 |®E| 5 ([6EZ2 & | oE| S |CE| o2
o [} = = O 0O w wiolgu|l ¥ ¥ v v o cl » w o o S35 | x g
) | | E 2 E“¢l 2|38 3|36 S S8 8 |88 &
© (] © = © o x ®© =
1. 10896 z 1950 ex 2,52 1 2,51 1 0 2,23 0 2,24 0 0 1,96 0 1,89 0 0
2. 10967 V4 1970 nie 2,81 0 2,76 1 0 1,8 0 1,9 0 1 1,98 0 2,06 0 0
3. 10978 z 1966 nie 2,11 0 1,96 0 0 1,84 1 2,39 1 1 1,82 0 1,81 0 0
4. 11011 | M 1943 ex 2,18 0 2,18 0 0 2,75 1 2,75 1 0 1,95 0 2 0 0
5. 11014 V4 1949 | ano 2,25 1 2,13 0 0 2,51 1 2,61 1 0 2,9 1 2,97 1 0
6. 11015 Z 1949 ex 2,17 1 2,06 0 0 2,09 0 2,05 0 0 2 0 2,1 1 0
7. 11016 | M 1950 | ano 2,24 1 2,2 1 0 2,02 0 2,02 0 0 2,12 0 2,13 0 0
8. 11071 V4 1973 nie 2,78 1 2,67 1 0 2,19 0 2,2 0 0 2,07 0 2,08 0 0
9. 11158 | M 1948 | 4no | 2,01 0 1,91 0 0 2,01 0 2,02 0 0 2,23 0 2,24 0 0
10. | 11164 V4 1946 nie 3,62 1 3,55 1 0 2,39 1 2,41 1 0 3,2 1 3,23 1 0
11. | 11168 V4 1943 ex 2,03 0 1,94 0 0 1,98 0 2,02 0 0 3,37 1 3,37 1 0
12. | 11169 | M 1955 ex 1,99 0 1,82 0 0 3,53 1 3,54 1 0 2,9 1 2,92 1 0
13. | 11189 | M 1949 | ano 1,9 0 1,91 0 0 1,87 0 1,88 0 0 2,05 0 2,05 0 0
14. | 11192 V4 1950 | neuv. | 2,08 0 2,24 0 0 2,11 0 2,12 0 0 2,21 0 2,23 0 0
15. | 11224 V4 1939 nie 2,21 1 2,11 0 0 1,99 0 2,02 0 0 2,4 1 2,4 1 0
16. | 11339 | M 1951 | ano 3,5 1 3,52 1 0 3,91 1 3,94 1 0 3,01 1 3,03 1 0
17. | 11346 V4 1977 nie 2,14 0 2,13 0 0 2,15 0 2,17 0 0 2,08 0 2,14 0 0
18. | 11358 | M 1947 ex 2,29 0 2,27 0 0 2,53 1 2,53 1 0 2,14 0 2,17 0 0
19. | 11359 | M 1976 | ano | 2,22 0 2,16 0 0 2,45 1 2,47 1 0 2,31 1 2,36 1 0
20. | 11378 y4 1953 | 4ano 2,9 1 2,89 1 0 2,46 1 2,46 1 0 2,11 0 2,14 0 0
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o o g g 8 S B s|s3| % (%3 S| & | §3 o | B2 S
5| o | 3lx8 S| oo =z|xSigy| e |eS 5SS & 82| ¢ g2 g
S 5 | =2 (88| S| & |as 6 |GEEZ| 2 |®E| 5 (6EZ2 & | oE| S |SE| o2
o [} = = O 0O w wiolgu|l ¥ ¥ v v o cl » w o o S99 | x g
) | | E 2 E“¢l 2|38 3|36 S S8 8 |8E &
© (] © = © o x ®© =
21. | 11391 Z 1948 | ano | 2,18 0 2,35 0 0 2,8 1 2,85 1 0 2,08 0 2,1 0 0
22. | 11554 V4 1955 nie 2,96 1 3,8 1 0 2,25 1 2,25 1 0 2,18 0 2,18 0 0
23. (11571 | M 1952 ex 2,18 0 2,21 0 0 1,93 0 1,93 0 0 2,13 0 2,13 0 0
24. | 11580 V4 1947 | ano 2,71 1 2,89 1 0 2,32 1 2,32 1 0 2,04 0 2,04 0 0
25. (11624 | M 1992 nie 2,11 0 2,11 0 0 1,93 0 2,62 1 1 2,02 0 2,02 0 0
26. | 11488 | M 1948 | ano 2,14 0 2,25 0 0 2,26 0 2,26 0 0 2,22 0 2,22 0 0
27. 11489 | M 1977 nie 2,09 0 2,16 0 0 1,99 0 2 0 0 2,09 0 2,1 0 0
28. | 11522 V4 1960 | neuv. | 2,73 1 2,73 1 0 2,9 1 2,9 1 0 2,58 1 2,6 1 0
29. | 11534 | M 1948 | neuv. | 2,33 0 2,39 0 0 2,11 0 2,11 0 0 2,15 0 2,13 0 0
30. | 11542 | M 1961 | ano | 3,18 1 3,45 1 1 2,21 0 2,21 0 0 2,11 0 2,11 0 0
31. | 11567 | M 1961 ex 2,01 0 2,01 0 0 2,18 0 2,18 0 0 2,27 0 2,29 0 0
32. | 11058 | M 1956 | neuv. | 2,57 1 2,02 0 0 2,11 0 2,12 0 0 2,33 1 2,32 0 0
33. | 11149 | M 1961 | neuv. | 3,52 1 3,44 1 0 3,84 1 3,86 1 0 4,08 1 4,08 1 0
34, | 11203 | M 1946 | neuv. | 2,2 1 2,14 1 0 2,5 1 2,51 1 0 2,27 1 2,29 1 0
35. | 11267 | M 1933 | neuv. | 2,37 1 5,82 1 1 2,22 0 2,22 0 0 2,37 1 2,36 1 0
36. | 11271 V4 1949 | neuv. | 2,77 1 2,71 1 0 1,96 0 2,04 0 1 2,44 1 2,45 1 0
37. | 11317 V4 1943 | neuv. | 2,01 0 2,13 1 0 2,06 0 2,08 0 0 2,2 0 2,21 0 0
38. | 11362 V4 1944 | neuv. | 2,09 0 2,93 1 1 2,49 1 2,52 1 0 1,92 0 1,97 0 0
39. | 11369 y4 1951 | neuv. | 2,25 0 2,22 0 0 2,16 0 2,21 0 0 2,15 0 2,19 0 0
40. | 11072 y4 1950 | neuv. | 2,14 0 2,2 0 0 2,1 0 2,1 0 0 2,09 0 2,09 0 0

Pokracovanie tabul’ky ¢. Il1

Legenda:
CTG — cytogenetické ¢islo priradené na UMTM

Z—7ena/ M — muz
ex — byvaly/a fajciar/ka /neuv. — neuvedené

nehod. — nehodnotitel'ny preparat
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Tabulka ¢. IV : Ziskané vysledky pre gény RET/KIF5B a NTRKL.

S 0) = x & = = 2 0 22l 5 &0 B 2 < gﬂ < gn:g s 8
e = = S = w w &= w w E | * “ - E € 5 x g E e o
o O S e 9 S o <3 < S3| & e X o Z s 252 | 22
a a C £ £| = E £ ° ° € &
S © 2 2 ®© © s
1. 10896 VA 1950 ex 2,04 0 2,11 0 0 2,55 1 2,57 1 0
2. 10967 VA 1970 nie 2,11 0 2,04 0 0 2,21 0 2,24 0 0
3. 10978 VA 1966 nie 1,75 0 1,72 0 0 2,26 1 2,29 1 0
4, 11011 M 1943 ex 2,69 1 2,71 1 0 2,93 1 2,92 1 0
5. 11014 VA 1949 ano 2,97 1 2,98 1 0 3 1 3,01 1 0
6. 11015 VA 1949 ex 2,16 0 2,15 0 0 2,35 1 2,36 1 0
7. 11016 M 1950 ano 1,9 0 1,89 0 0 2,22 0 2,23 0 0
8. 11071 YA 1973 nie 2,23 0 2,23 0 0 2,5 1 2,52 1 0
9. 11158 M 1948 ano 1,88 0 2,07 0 0 2,04 0 2,05 0 0
10. 11164 Z 1946 nie 1,83 0 1,85 0 0 3,25 1 3,26 1 0
11. 11168 Z 1943 ex nehod. 0 nehod. 0 0 2,26 0 2,3 0 0
12. 11169 M 1955 ex 1,96 0 1,89 0 0 2,45 1 2,48 1 0
13. 11189 M 1949 ano 1,92 0 1,7 0 0 2,16 0 2,18 0 0
14. 11192 VA 1950 neuv. 2,11 0 2,1 0 0 2,41 1 2,41 1 0
15. 11224 VA 1939 nie 2,56 1 2,57 1 0 2,74 1 2,8 1 1
16. 11339 M 1951 ano 1,84 0 1,64 0 0 2,79 1 2,79 1 0
17. 11346 Z 1977 nie 2,06 0 2,02 0 0 2,23 0 2,25 0 0
18. 11358 M 1947 ex 2,27 1 2,25 1 0 2,58 1 2,62 1 0
19. 11359 M 1976 ano 2,19 1 2,21 1 0 2,23 0 2,27 0 0
20. 11378 VA 1953 ano nehod. 0 nehod. 0 0 3 1 3,02 1 0

49




© © o o < S o o o
2 -05" 'c =] ® o o ® 8 o ¢ 8 o9 o g ® - ®
S © 2 x O = ~ X Ln n = S &0 60 X X X X W x X x
o = = S = w W & T w E h - - E € s .~ x o
o O S 5 2 S, o © 35 S (23 & = = o Z 5 258 | z¢2
- a g| & £ E| « = EE ° ° £ g
© © 2 2 © (] b
21. 11391 V4 1948 ano | nehod. | nehod. | nehod. 1 0 2,92 1 2,93 1 0
22. 11554 i 1955 nie 2,01 0 1,97 0 0 2,49 1 2,5 1 0
23. 11571 M 1952 ex 1,81 0 1,92 0 0 2,89 1 2,92 1 0
24. 11580 i 1947 ano 1,78 0 2,1 1 0 3,1 1 3,14 1 0
25. 11624 M 1992 nie 1,83 0 1,87 0 0 2,3 1 2,31 1 0
26. 11488 M 1948 ano 1,93 0 1,97 0 0 2,12 0 2,19 0 nehod
27. 11489 M 1977 nie 2,69 1 2,69 1 0 2,87 1 2,91 1 0
28. 11522 ya 1960 | neuv 2,54 1 2,56 1 0 2,64 1 2,68 1 0
29. 11534 M 1948 | neuv 2,3 1 2,34 1 0 3,06 1 3,06 1 0
30. 11542 M 1961 ano 2,18 0 2,2 0 0 1,94 0 1,96 0 0
31. 11567 M 1961 ex 2,1 0 2,13 0 0 2,76 1 2,8 1 0
32. 11058 M 1956 | neuv 2,01 0 2,04 0 0 2,53 1 2,56 1 0
33. 11149 M 1961 | neuv 2,36 1 2,36 0 0 2,61 1 2,63 1 0
34. 11203 M 1946 | neuv 1,83 0 1,97 0 0 2,07 0 2,17 0 1
35. 11267 M 1933 | neuv 2,32 0 2,3 0 0 2,65 1 2,65 1 0
36. 11271 i 1949 | neuv 2,2 0 2,23 0 0 2,93 1 2,95 1 1
37. 11317 i 1943 | neuv 2,08 0 2,06 0 0 2,57 1 2,56 1 0
38. 11362 i 1944 | neuv 2,27 1 2,28 1 0 2,04 0 2,04 0 0
39. 11369 ya 1951 | neuv 1,9 0 1,88 0 0 1,98 0 2,03 0 0
40. 11072 i 1950 | neuv 2,02 0 2,05 0 0 2,36 1 2,42 1 1
Pokracovanie tabulky ¢. IV

Legenda:

CTG — cytogenetické ¢islo priradené na UMTM

Z —7ena/ M —muz

ex — byvaly/a fajéiar/ka /neuv. — neuvedené

nehod. — nehodnotitel'ny preparat
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Nie vSetky Statisticky ziskané vysledky mali dostato¢nt vypovednu hodnotu na vyvodenie
jednozna¢ného zaveru. Vzhladom na maly pocet pacientov v sledovanej skupine
a neuplnosti dostupnych klinicko-patologickych dat je potrebné na Ciastocne dosiahnuté
vysledky pozerat s nadhladom. V tejto Casti je uvedenych par prikladov Statistického

hodnotenia pouzitim Fisherovho exaktného testu.

Prikladom jedného z pozorovanych vysledkov, porovnaného S dostupnymi publikaciami,
bol zvySeny vyskyt translokacii génu ALK u zien v porovnani s vyskytom u muzov.

Zaroven boli translokacie zistené len u statusu nefajciar/ka. Vid’ tabulka ¢. V.

Rovnako vyssi vyskyt translokacii génu NTRK1 bol pozorovany u zien. Vid’ tabulka ¢. VI.

Tabul'ka ¢. V : Vysledok Statistickej analyzu u pacientov s ALK translokaciou.

Translokacie Pohlavie Fajciar/ka
ALK ieny muzi 3 nie byvaly/a
negativita 18/36 18/36 11/25 6/25 8/25
8 (50 %) (50 %) (44 %) (24 %) (32 %)
e 4/4 0/4 0/3 3/3 0/3
pozitivita (100 %) (0 %) (0 %) (100 %) (0 %)

Fisher's exact test, p-value=0.114
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Graf ¢. 2: Vyskyt ALK translokécii vzh'adom na pohlavie pacientov.
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Fisher's exact test, p-value=0.043

ALK translokacie

POZITIVITA l:l . NEGATIVITA

1.0

3 (33.3%)

0.8
1

0.6

04

0.2

0.0

nefajéiari fajciari
n=9 n=8 n=11
FAJCENIE

Graf ¢. 3: Vyskyt ALK translokacii v suvislosti s fajcenim.

Tabul’ka ¢. VI: Vysledok statistickej analyzy u NTRK1-pozitivnych pacientov.

Translokacie Pohlavie Fajciar/ka
NTRK1 3 nie byvaly/a
negativita 19/35 16/35 10/26 8/26 8/26
(54,3 %) (45,7 %) (38,5 %) (30,8 %) (30,8 %)
e 3/4 1/4 0/0 1/1 0/0
pozitivita (75 %) (75 %) (0 %) (100 %) (0 %)

Zo statistickej analyzy vyplynul vztah medzi zvySenym poctom kopii génu ROS a zaroven
zvySenim poctu signélov pre centroméricki CEP7, ktory bol pozorovany u 11/14 pripadov.
Hodnota hladiny vyznamnosti testu p-value bola rovna 0,005. Vid’ tabul’ka ¢. VII.

Tabul’ka ¢. VII: Vztah medzi génom ROSL1 a oblastou CEP7.

dizdmia

polyzomia

19/26 (73,1 %)

amplifikacia
3/14 (21,4 %)

7/26 (26,9 %)

11/14(78,6 %)
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Tabulka ¢. VIII: Stru¢na stihrnna charakteristika sledovanych pacientov.

Charakteristika

Pocet [%]

. feny (21/40) 52,2
Pohlavie musi (19/40) 47,5
adeno (23/27) 85,19
. L adeno-like (3/27) 11,11
Histologisky subtyp non-adeno (1/27) 3,70
neuvedené (13/40) 32,5
1A (8/28) 28,57
IB (3/28) 10,71
A (3/28) 10,71
Stadium ochorenia (Stage) | 1IB (1/28) 3,57
HIA (5/28) 17,86
v (8/28) 28,57
neuvedené (12/40) 30
ano (11/28) 39,29
o nie (9/28) 32,14
Fajciar/ka byvaly/4 (8/28) 28,57
neuvedené (12/40) 30

Legenda:

adeno — adenokarcinOm

adeno -like — zahina adenoskvamoézny karcindom, bazaloidny skvamoézny karcindom a iné

non- adeno — zahrna spinocelularny karciném a iné
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6. Diskusia

Napriek progresu v oblasti v¢asnej diagnostiky ostava karcindm pl'ic nad’alej ochorenim
s vysokou incidenciou a mortalitou. AvSak pokroky v genomike a molekularnej biologii
prinasaju vd’aka identifikacii aberantnych proteinov v nadorovych bunkach nové ciele pre
onkologicki liecbu. V minulosti bol jedinym moZnym postupom pri lieCbe pacienta
s pokroCilym a metastazujucim karcindbmom plic podanie chemoterapie, radioterapia
alebo chirurgicky zdkrok. Dnes sa stale viac uplatiiuje liecba inhibiciou intracelularnej
kinazovej domény génu EGFR (receptor pre epidermovy rastovy faktor), prestavby
aktivacie v géne ALK (anaplastic lymphoma kinase) ainych molekularnych ciel'ov
pomocou tyrozinkinazovych inhibitorov (TKI). Preto prave poznanie a vhodné stanovenie
tychto aberacii prispieva k ur€eniu najvhodnejSieho lieCebného rezimu u konkrétneho
pacienta.

V ramci experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace bola pomocou izoléacie bakteridlnych
plazmidov PR11-339F13 so sekvenciou pre EGFR a PZ75 so sekvenciou CEP7 (oblast’
centroméry chromozému 7) pripravend fluorescenéne znacena DNA proba. Za pouzitia
pripravenej proby pre sledovanie pritomnosti muticie génu EGFR a Styroch komercne
dostupnych prob pre gény ALK, ROSI, RET a NTRKI, bolo vySetrenych pomocou
metody FISH nahodne vybranych 40 pacientov.

Dostupnych tdaje preukazali, ze pacientom v tejto skupine bol karcinom pluc
diagnostikovany v rokoch 2016-2017 az hl'adiska histologického subtypu prevazoval
najmd adenokarcinom 85,19 % (23/27). Prave adenokarcindém je v ramci NSCLC
najcastejsie sa vyskytujuci subtyp (Www.cancer.org).

Statisticka analyza od¢itanych fluorescenénych signalov pre jednotlivé gény bola
prevedena pomocou softwaru R (www.r-project.org). Hladina vyznamnosti bola nastavena
na 5 %. Pre analyzu nezavislosti amplifikacii, translokécii a klinickych faktorov bol
pouzity Pearsonov X? test nezavislosti, resp. Fisherov exaktny test pre kontingencné
tabulky. Ten bol aplikovany v situaciach, ked’ neboli splnené podmienky pre pouzitie X?
testu. Pre hodnotenie ekvivalencie distribucii spojitych premennych (vek, priemerny pocet
kopii génu) bol pouzity Wilcoxonov exaktny test, Kruskalov-Wallisov test, resp. Studentov
t-test.

Prakticky vyznam pre pacientov s NSCLC ma hodnotenie aberacie ALK. Frekvecia
vyskytu u NSCLC sa pohybuje v rozmedzi 3-7 %, Vv zavisloti na stanovenej cut-off
hodnotone k postdeniu pozitivity. V tejto praci bola cut-off hodnota pre ALK translokacie
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prevzata zo Studie autorov Kwak et al., v ktorej za FISH-pozitivne vzorky boli povazované
tie, v ktorych viac ako 15 % jadier vykazovalo rozstiepenost’ signalov (Kwak et al., 2010).
(Rovnakym kritériom, cut-off >15 %, bola nasledne hodnotena pozitivita translokacii
ROS1, NTRK1 a fuzii RET.) Prave pri Statistickom hodnoteni ALK aberacii boli zistené
vyznamné skuto¢nosti. Vyskyt bol potvrdeni v 10 % (4/40), zaujimavost'ou bolo, ze islo
0 zeny (4/4), nefajciarky (3/3, p = 0,04) a zaroven o adenokarcindmy S metastazujucim
statusom (p = 0,02). Hodnotnym vysledkom bol aj median veku odpovedajtci 45,9 rokom
(p = 0,03), ¢o by korelovalo s faktom, ze ALK-pozitivni st prevazne pacienti mladSieho
veku (Inamura et al., 2009). Samozrejme aj tu je opat’ potrebné zohladnit’ velkost
analyzovanej skupiny.

Pritomnost’ prestavby génu RET nebola preukazana ani v jednom pripade. Tento fakt
mohol byt opét sposobeny malym suborov sledovanych pacientov. V publikédciach sa
uvadza, ze frekvencia vyskytu byva ~ 1 % a bolo tiez preukazané, ze suvisi s citlivostou na
multi-kinazové inhibitory vandetinib, sorafenib a sunitinib (Kohno et al., 2012; Lipson et
al., 2012). Avsak v 90 % (9/10, p = 0,00) pripadov sa preukazalo, ze zvySenie poctu kopii
génu RET bolo sprevadzané so zvySenim poctu kopii génu KIF5B, ¢o potvrdilo vztah ako
Castych faznych partnerov (Kohno et al., 2012).

Rovnako ako v pripade génu RET sa nepreukazali v sledovanej skupine ani aberacie génu
ROS1. Avsak zaujimavy jav bol pozorovany az v 78,6 % (11/14, p = 0,005) pripadov, ked’
s navySenim poctu kopii ROS1 génu bol zaroven navySeny pocet signadlov CEP7. Ked'Ze
CEP7 je centromérickd proba pre chromozém 7, na ktorom lezi gén EGFR, je mozné
uvazovat, ze by pocetnost’ génu ROS1 mohla mat’ suvislost’ so samotnym génom EGFR
a poctom jeho kopii. V jednom z predklinickych testovani sa preukézala znizena citlivost’
bunkovej linie HCC78 (expresia SLC34A2/ROS1) voc¢i podaniu EGFR-inhibitorov, ktoré
neovplyvnili proliferaciu tejto linie. Zaroven z toho vyplvynulo, Ze by rezistencia mohla
stvisiet s EGFR aktivaciou (Davies et al., 2012).

Vaishnavi et al. viedli $tidiu, v ktorej zistili 3,3 % (3/91) vyskyt prestavby génu NTRK1
u pl'ticneho karcindmu. Podl’a tejto Stadie sa translokacie NTRK1 neprekryvali so Ziadnou
inou onkologickou aberaciou (Vaishnavi et al., 2013). Vramci tejto prace bola
translokacia NTRK1 génu identifikovana v 10 % (4/40) pripadov, z toho v 75 % (3/4) islo
0 zeny a z dostupnych klinicko-patologickych dat vyplynulo, ze vSetky boli nefaj¢iarky
s adenokarcindomom. Zaroven sa u nich nepreukdzala pritomnost” mutacie génu EGFR,

BRAF, ALK ani RET, ¢o by priblizne odpovedalo aj vysledkom vyssie spomenutej stadie.
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Staticka analyza odhadu preZivania v nasledujucich 6 mesiacoch tieZ neposkytla relevantné
vysledky, ¢o shviselo s malym poctom ,eventov (imrtni) v sledovanej skupine,
ale 'udského hladiska je tato skuto¢nost’ vel'mi pozitivna.

Vybrana skupina 40 pacientov teda po vySetreni vykazovala v niektorych kategoriach
hodnotenia Sstatisticky slubné vztahy, preto ostdva nadalej pozorovand. V pripade
moznosti budi do budicna vySetrené perspektivne pacientské vzorky, ¢o by mohlo
prispiet’ k pochopeniu vyznamu vybranych prediktivnych biomakerov v predikcii d’alSicho
vyvoja ochorenia, UCinnost terapeutickej stratégie a upresnenie vySetrovanych

biomarkerov eventudlne pouzite'nych v rutinnej praxi.
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7. Zaver

Cielom tejto bakalarskej prace bolo spracovanie literarnej reSerSe zaoberajice sa
nemalobunkovym karcindomom plac (NSCLC), molekuldrnymi metédami v ramci
nadorovej cytogenetiky, ktoré maju najmi diagnosticky vyznam a prediktivhymi
genetickymi biomarkerami. Prediktivne biomarkery su Vv onkoldgii vyuzivané hlavne ako
nastroj predpovedania odpovede nddoru na liecbu a tiez hodnotenie ucinnosti pripadne
toxicity tejto liecby. Informacie o vyznamnych chromozémovych aberaciach spojenych
s konkrétnym typom onkologickej malignity poskytuje fluorescen¢na in situ hybridizacia
(FISH).

Metodou FISH bola vySetrend skupina ndhodne vybratych 40 pacientov na pritomnost
moznych mutacii v génoch EGFR, ALK, ROSI1, RET a NTRKI. Aj napriek malému
suboru pacientov boli pozorované niektoré Statisticky vyznamné vztahy, ktoré boli
popisané v dostupnych publikdcidch. Nie vSetky vysledky vSak boli plnohodnotné
vzhladom na dostupnost’ klinicko-patologickych dat. Praca bola pomatd ako pilotna,
skupina pacientov ostdva nad’alej sledovana, aby do budicna mohol byt zisteny vplyv
vyhodnotenych aberacii na prognézu alebo ucinnost’ cielenej liecby a mohli byt bud’

potvrdené, alebo vyvratené ziskané korelécie.
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9. Zoznam pouzitych skratiek

ABL1
ALCL
AKT
ALK
AR
ARTN
ATP
BCR
BRAF
BED
BTC
c-KIT
c-MET
CCDC6
CD74
CEP
CEP7
CGH
CLIP1
CML
DAPI
DIG
DNA
dUuTpP

EDTA

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
anaplastic large cell lymphoma — anaplasticky vel’kobunkovy lymfom
RAC-beta serine/threonine-protein kinase — proteinkinaza
anaplastic lymphoma kinase — kinaza anaplastického lymfomu
amphiregulin
artemin
adenozintrifosfat
breakpoint cluster region protein
V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
biologické efektivna davka
betacellulin
mast/stem cell growth factor receptor
receptor hepatocytarneho rastového faktora
coiled-coil domain-containing protein 6
molecule (invariant polypeptide of major histocompatibility complex)
centromeric enumeration probes
centromerickd proba pre chromozom 7
komparativna genémova hybridizacia
CAP-Gly domain containing linker protein 1
chronickd myeloidna leukémia
4',6-diamidino-2-phenylindol
digoxigenin
deoxyribonucleotide acid — deoxyribonukleova kyselina
2'-deoxyuridine 5'-triphosphate

etyléndiamintetraoctova kyselina
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EGFR
EMLA4
ErbB
EPR
ERCC1
ERF
ERK
EZR
FDA
FFPE
FIG
FISH
FLT4
GDNF
HB-EGF
HER1 -4
HGFR
HLA
HSP90
HTR4
I-FISH
IHC
ISH
JNK
KDR
KIF5B

KLC1

epidermal growth factor receptor — receptor pre epidermovy rastovy faktor
echinoderm microtubule associated protein like 4

human epidermal growth factor receptor

epiregulin

DNA excision repair protein, excision repair cross-complementation group 1
ETS2 repressor factor

mitogen-activated protein kinase — mitogén-aktivovana proteinkinaza
ezrin
The Food and Drug Administration — Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv
formalin-fixed paraffin-embedded cores

fused in glioblastoma (gén kodujuci protein)

fluorescenéna in situ hybridizacia

fms related tyrosine kinase 4

glial cell line-derived neurotrophic factor

heparin-binding EGF-like growth factor

human epidermal growth factor receptor 1 — 4

Met/hepatocyte growth factor receptor

human leukocyte antigen

heat shock protein 90

5-hydroxytryptamine receptor 4

interfazna FISH

immunohistochemistry — imunohistochémia

in situ hybridizacia

Jun amino-terminal kinase

kinase insert domain receptor

kinesin family member 5B

kinesin light chain 1

66



KRAS Kirsten murine sarcoma viral oncogene homolog (protein z rodiny RAS)
LSl locus specific identifier

M-FISH multicolor FISH — mnohofarebna karyotypizacia

MAPK mitogen-activated protein Kinase

MDK midkine

MEK dual specificity mitogen-activated protein kinase

MET MET proto-pncogene, receptor tyrosine kinase

MHC Il hlavny histokompatibilny komplex II. triedy

MIF macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor)

MPRIP myosin phosphatase Rho-interacting protein

mTOR mammalian target of rapamycin — cicav¢i ciel’ rapamycinu
NCI National Cancer Institute

NCOA4 nuclear receptor coactivator 4

NGF nerve growth factor

NPM1 nucleophosmin

NRG neuregulin

NRTN neurturin

NSCLC non small cell lung cancer — nemalobunkovy karcinom pltic
NTRK neurotrophic receptor tyrosine kinase

pS3 Tp53 tumor protein (transkripény faktor)

PBS phosphate-buffered saline — fosfatovy pufer

PCR polymerazova retazova reakcia

PI3K phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase — fosfatidylinositol-3-kinaza
PLC-y phospholipase C gamma — fosfolipaza C gama

PSPN persephin

PTC papilarny karcinom §titnej zl'azy

PTN pleiotrophin
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RAF
RAS
RET
RNA
ROS1
RT-PCR
RTK
SBRT
SCLC
SDC4
SKY
SLC34A2
SSC
STAT
TFG
TGF-a
TKI
TP53
TPM3
TRIM33
TRK
TrkA
VEGF
VEGFR2
VEGFR3

WCP

raf proto-oncogene, serine/threonine kinase — proteinkinaza
Rous adenosarcoma (protein Gcastni pri prenose mitogénneho signalu)
rearranged during transfection
ribonucleic acid — ribonukleova kyselina
represor utlmenia génovej expresie

reverse transcription-polymerase chain reaction

receptor tyrosine kinases — receptorové tyrozinkinazy
extrakranialna stereotakticka radioterapia
small cell lung cancer — malobunkovy karcinom pl'ic
syndecan 4

spektralna karyotypizacia

solute carrier family 34 member 2

saline-sodium citrate
signal transducer and activator of transcription

TRK-fused gene protein

transforming growth factor - transformaény rastovy faktor
inhibitor tyrozinkindz

tumor protein p53

tropomyosin 3

tripartite motif-containing protein 33

receptorova tyrozinkindza

tropomyosin-related kinase A

vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor 2

vascular endothelial growth factor receptor 3

whole chromosome painting
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