Molekularné-biologicka diagnostika v onkologii

Maligni nadorova onemocnéni charakterizuje autonomni invazivni rést nadorovych bunék a jejich schopnost
vytvéret vzdalené metastdzy. Transformace buriky normaini v buniku nadorovou zavisi obvykle na pritomnosti
vétsiho poctu mutaci genl rlznych trid. Kancerogenné pUsobi ionizujici zareni, chemické latky ¢i biologicka agens
(onkogenni viry). Rovnéz dédiéné mutace specifickych genl (napf. tumorsupresorovych gend) mohou byt
pric¢inou vyvoje zhoubného nadorového onemocnéni.

Sporadicky a familiarni vyskyt nadorovych onemocnéni

Sporadicky vyskyt, ktery neni vazan na genetickou predispozici, ale na plsobeni zevnich faktor{, u vétsiny
nadord vyrazné prevldda. Mezi hereditarni nddorové syndromy, na jejichZ vyvoji se podili zejména dédi¢né mutace
nadorovych supresorovych gend, patfi napriklad:

= familidrni adenomatdézni polypéza (FAP) s hereditdrnimi mutacemi genu APC;

= Lynchlv syndrom (hereditary nonpolyposis colorectal cancer - HNPCC; hereditarni nepolypdzni kolorektalni
karcinom) se zadrodec¢nymi mutacemi genlil MSH2, MLH1, MSH6, PMS1 (mismatch repair genes);

= syndrom hereditarniho karcinomu prsu a ovaria s mutacemi genli BRCAI a BRCA2,

= hereditarni retinoblastom s mutacemi genu RB;

= Li-Fraumeniho syndrom s mutacemi genu p53.1!

Hereditarni nadory casto vznikaji v nizSim véku nez nadory sporadické, casto jsou bilaterdIni a typické jsou
rovnéz nadorové duplicity. Za vyvoj hereditarniho nddorového onemocnéni mlze odpovidat vy$si pocet gend.
Napriklad predispozice k nepolyp6znimu kolorektalnimu karcinomu se vyskytuje u dédi¢nych mutaci rady gend
zasahujicich do DNA reparacnich pochodd.

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance hereditarni nadorové syndromy.

Specificita vici uréité tkani se u mutaci jednotlivych tumor supresorovych gend vyrazné li$i. Zarode¢né mutace
genu RB jsou napriklad spojeny zejména s rizikem (> 90 %) vyvoje retinoblastomu (¢asto oboustranného v ¢asném
détském véku); naproti tomu v rodinach s hereditarnimi mutacemi genu p53 se vyskytuji rizné nadory: nadory
prsu predstavuji 28,1 % vsech malignit, nddory mozku 15,1 %, sarkomy mékkych tkani 12,8 %, osteosarkomy

12,3 %, nadory nadledvin 7,1 %, hematologické malignity 3,2 %, ostatni nddory 21,4 %2

U pacientd s familidrnim vyskytem nadorového onemocnéni potvrzuje genetické vysetreni jeho hereditarni pdvod.
Asymptomatickym rodinnym pfrislusniklim pak poskytuje informaci o nadorové predispozici (o riziku vyvoje
nadorového onemocnéni). U osob s vysokym rizikem nadorového onemocnéni (u nosi¢l mutaci) Ize navrhnout
preventivni screeningovy program zaméreny na jeho ¢asnou diagnostiku.

Molekularné-biologicka diagnostika

Analyzovany material

Analyzovanym genetickym materidlem je obvykle genomova DNA; nékdy se testuje i RNA. Geneticky material se
nejc¢astéji ziskava z leukocytl periferni nesrazlivé krve nebo z nddorové tkané (ziskané bezprostredné po
chirurgickém vykonu nebo archivované v parafinovych bloc¢cich). K priikazu mikrosatelitové nestability (MSI -
microsatellite instability) nebo ztraty heterozygozity (LOH - /oss of heterozygosity) v naddorovych bunkdach se
analyzuje DNA ziskand jak z nddorové, tak normalni tkané.

Typy mutaci

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Mutace.

Mutace Ize definovat jako stabilni zmény v nukleotidové sekvenci nebo usporadani DNA. Pri postizeni zdrodecnych
bunék se prenasi na potomstvo a mohou byt pri¢inou hereditarnich nddor(l. Somatické mutace jsou pak vyznamné
v genezi sporadickych nadorl. Podle typu Ize mutace délit na substituce, které predstavuji tranzice (A & G nebo C
& T) nebo transverze (C/T & A/G), delece, inzerce, duplikace a rozsahlé genomové delece a prestavby.
Rozsahlé delece nebo chromozomové translokace mohou vést k mikroskopicky prokazatelnym strukturalnim
zménam chromozomui. Mutace Ize rovnéz délit podle G¢inku:

Synonymni mutace neméni smysl kodonu a nezplsobuje zdménu aminokyseliny.

Missense mutace naopak méni smysl| kodonu v disledku ¢ehoz dochazi k inkorporaci odliSné aminokyseliny.
Nonsense mutace vede ke vzniku stop kodonu, a proto ukoncuje translaci.

Posunové mutace vedou k posunu ¢teciho rdmce a obvykle i k pfed¢asnému ukonceni syntézy proteinu.

Analyza mutaci


https://www.wikiskripta.eu/w/Mutace
https://www.wikiskripta.eu/w/Fyzik%C3%A1ln%C3%AD_karcinogeneze
https://www.wikiskripta.eu/w/Chemick%C3%A1_karcinogeneze
https://www.wikiskripta.eu/w/Virov%C3%A1_karcinogeneze
https://www.wikiskripta.eu/w/Tumor-supresorov%C3%A9_geny
https://www.wikiskripta.eu/w/Heredit%C3%A1rn%C3%AD_n%C3%A1dorov%C3%A9_syndromy
https://www.wikiskripta.eu/w/Famili%C3%A1rn%C3%AD_adenomat%C3%B3zn%C3%AD_polyp%C3%B3za
https://www.wikiskripta.eu/w/Lynch%C5%AFv_syndrom
https://www.wikiskripta.eu/w/Karcinom_prsu
https://www.wikiskripta.eu/w/BRCA
https://www.wikiskripta.eu/w/Retinoblastom
https://www.wikiskripta.eu/w/Syndrom_Li-Fraumeni
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=4410&useskin=printer#cite_note-1
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Searchtool_right.svg
https://www.wikiskripta.eu/w/Heredit%C3%A1rn%C3%AD_n%C3%A1dorov%C3%A9_syndromy
https://www.wikiskripta.eu/w/Tumor_supresorov%C3%A9_geny
https://www.wikiskripta.eu/w/Osteosarkom
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=4410&useskin=printer#cite_note-2
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Searchtool_right.svg
https://www.wikiskripta.eu/w/Mutace
https://www.wikiskripta.eu/w/Kodony_(tabulka)

Pri analyze mutaci se vhodné genové fragmenty vétSinou nejdrive amplifikuji pomoci PCR (pripadné RT-PCR) a
jejich sekvencni analyza pak slouzi k uréeni mutace. Pri pouZiti prescreeningovych testd v mutaéni analyze slouzi
nasledné sekvenovani k potvrzeni a charakterizaci mutace. K
prescreeningu mutaci gent odpovédnych v tumorogenezi Ize pouzit fadu i
metod. Analyzu polymorfizmu délky restrikénich fragmentt (RFLP- (0]
analyzu) lze pouzit k detekci zndmych bodovych mutaci (zasahujicich do v - : ,
rozpoznéavacich sekvenci restrikénich enzymu), které se typicky vyskytuji 3 -~ L) r
napr. u ras onkogend. Elektroforetické metody, napr. DGGE (denaturing ’ "

gradient gel electrophoresis) a SSCP (single strand conformation . ql' . U l .
, |

J

polymorphism), patri ke standardnim technikam, které detekuji zmény v
nukleotidové sekvenci amplifikovaného fragmentu DNA. Kromé

patogennich mutaci se témito metodami detekuji i nepatogenni
polymorfismy nebo sekvenéni varianty, jejichz vyznam mdze byt sporny @ o
(nékteré missense mutace). = 1 o3

Pomoci PTT (protein truncation test) je mozné zachytit patogenni mutace ; rx :
vedouci k pred¢asnému ukonceni translace (nonsense mutace, posunové ’ 'l‘ '
mutace). Fragmenty amplifikované pomoci PCR (RT-PCR) nesouci 3 1 o
promotorovou fagovou sekvenci a sekvenci nutnou pro zahdjenf i S Py 5
eukaryontni translace (Kozak sequence) slouzi u této techniky jako Schéma PCR

templat pro syntézu RNA in vitro a naslednou translaci (provddénou v

pritomnosti znacené aminokyseliny). Syntetizované proteiny se déle

separuji pomoci polyakrylamidové elektroforézy v pritomnosti SDS (SDS PAGE) a detekuji se autoradiograficky.
Podle velikosti transla¢nich produktd je mozné priblizné lokalizovat mutaci. Metoda umoznuje analyzovat dlouhé
genové fragmenty (1000-2000 bp) a pouziva se pri analyzach gend, které jsou ve vétsiné pripadl inaktivovany
mutacemi vedoucimi ke zkraceni proteinu (napr. gen APC, geny BRCA1/BRCA2).

MLPA a aCGH analyza

Rozsahlé genomové delece a prestavby, které mohou v pripadé nékterych tumorsupresorovych gent
predstavovat vice nez 10 % patogennich mutaci, se obvykle prokazuji pomoci MLPA (multiple ligation-dependent
probe amplification)3!, eventuédiné aCGH (oligonucleotide array-based comparative genomic hybridization)
analyzy!®. Po ohrani¢eni delece (pfiblizném urceni mist zlom(l) se zkrdceny genovy fragment nesouci deleci
amplifikuje pomoci PCR a delece (genomova prestavba) se charakterizuje na zdkladé sekvencni analyzy.

= U MLPA-analyzy se zmény v poctu genovych kopii detekuji na zékladé rozdild& v hybridizaci gen specifickych
oligonukleotidovych sond. Po ukonéeni hybridizace se sondy specifické vici jednotlivym exondim spoji DNA
ligdzou a po nasledné amplifikaci se produkty PCR odliSné délky rozdéli v genetickém analyzatoru. Vzajemnym
porovnanim velikosti jednotlivych vrcholl Ize provést kvantifikaci vSech exonl pfislusného genu a urcit rozsah
genové alterace.

= U aCGH se urcuje pocet genovych kopii na zdkladé rozdilu v hybridizaci analyzované a referencni DNA. Pri
pouziti aCGH specifické pro urcity chromosom s vysokou hustotou oligonukleotidovych sond je mozné
pomérné presné lokalizovat genovou alteraci (deleci nebo duplikaci).

Ztrata heterozygozity

Priikaz ztraty heterozygozity intragenovych nebo v blizkosti genu leZicich mikrosatelitovych marker( v nddorovych
bunkach vypovida o deleci alely prislusného genu. Typicky se da ztrata heterozygozity prokdzat u hereditarnich
nadorovych syndromU zplsobenych zarode¢nymi mutacemi tumorsupresorovych genl. Analyza se pouziva k
prukazu inaktivace obou alel tumorsupresorového genu v nadorové tkani. Nestabilita mikrosatelitt se
typicky prokazuje v nddorovych bunkdch u Lynchova syndromu. Rozdilnd délka mikrosatelitovych repetitivnich
sekvenci v nddorové tkani pri srovnani s tkani normalni vznika v dlsledku defektu v DNA reparacnich pochodech u
hereditarnich mutaci mismatch repair gena.

Minimalni rezidualni nemoc

Jako minimalni rezidualni nemoc (minimal residual disease - MRD) se oznacuje stav kompletni klinické remise,
kdy u pacienta nelze béznymi metodami (napr. cytogenetickymi) prokdzat minimalni pocet pritomnych nadorovych
bunék. Pouzitim molekuldrné-biologickych metod se podafilo vyrazné zvysit citlivost detekce nadorovych
bunék. Pomoci PCR nebo RT-PCR je mozné detekovat jedinou nddorovou bunku ve vzorku s vysokym poctem (az
10°) bunék normalnich. Vétsinou se vysoké citlivosti detekce cilového fragmentu DNA (specifického pro naddorové
bunky) dosahuje dvoustupnovou amplifikaci (nested PCR).

Detekce MRD pomoci PCR analyz se vyuziva predevsim u hematologickych malignit, eventudiné aCGH
analyzy!®!. Napfiklad u CML Ize zachytit pomoci RT-PCR transkript fuzniho genu bcr-abl, ktery se vyskytuje v
nadorovych burikach u vice nez 90 % onemocnéni. Stav ,, kompletni molekuldrni remise*, kdy po terapii opakované
nelze pomoci PCR nebo RT-PCR detekovat nadorové bunky, se povazuje za pfiznivy prognosticky faktor. V
soucasnosti kvantitativni PCR metody umoznuji sledovat v ¢ase prirQstek ¢i Ubytek prezivajicich nddorovych bunék.
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