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ANOTACE

Tato bakalafska prace je vénovana problematice genu TP53 a Li-Fraumeniho
syndromu, ktery je zptisoben zarode¢nymi mutacemi v tomto genu. Produktem genu TP53 je
protein p53, jehoZz funkce spo¢iva v ochrané organismu proti vzniku nadorovych onemocnéni.
Je schopen navodit apoptozu neboli fizenou bunénou smrt bun€k, pozastavit bunéény cyklus
a poskytnout tak reparacnim enzymtim ¢as pottebny na opravu poskozené DNA. V ptipad¢, ze
dojde k mutaci genu TP53, sniZi se tim padem i ochrana proti vzniku nadorovych onemocnéni.
Onemocnéni, které je zpusobeno mutacemi tohoto genu, je Li-Fraumeni syndrom. Pacienti
S timto onemocnénim maji vysokou pravdépodobnost vzniku nejriiznéjSich nadorovych

onemocnéni jiz v détském veéku.

KLICOVA SLOVA

gen TP53, protein p53, Li-Fraumeni syndrom, dédi¢nost, nadorova onemocnéni

TITLE

Gene TP53 and Li-Fraumeni syndrome

ANNOTATION

This bachelor thesis is devoted to gene TP53 and Li-Fraumeni syndrome, which is
caused by germline mutations in this gene. The product of the TP53 gene is the p53 protein,
whose function is to protect the body against cancer illnesses. It is able to induce apoptosis or
controlled cell death, to suspend the cell cycle and to provide the time needed for repair enzymes
to repair demaged DNA. If the gene TP53 is mutated, the protection against cancer illnesses is
reduced. The disease caused by mutations in this gene is called Li-Fraumeni syndrome. Patients
with this disease have high probability of developing various cancers already in childhood.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie

AML — akutni myeloidni leukémie

ATP — adenosintrifosfat

Bax — Bcl-2 associated X protein

BBC3 — Bcl-2 binding component 3

Bcl-2 — genova rodina blc genti, nazev odvozen od ,,B-cell lymphoma*
Cdk — cyklin-dependentni kinaza

CLL — chronicka lymfocytarni leukémie

CML — chronicka myeloidni leukémie

DCEG — Division of Cancer Epidemiology and Genetics
DNA — deoxyribonukleové kyselina

DR4/KILLER — death receptor 4

DR5/KILLER — death receptor 5

Fas/CD95 — cell-death signaling receptor

FN — fakultni nemocnice

CHEK?2 — Checkpoint kinase 2

IARC — International Agency for Research on Cancer
kDa — kilodalton

LDH — laktatdehydrogenéaza

MDM2 — mouse double minute 2

MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
MOU — Masarykiiv onkologicky ustav

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
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NCI — Narodni onkologicky institut (National Cancer Institut)

PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PET — pozitronova emisni tomografie

PIG3 — p53 inducible gene 3

Puma — p53 upregulated modulator of apoptosis

RNA — ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomova ribonukleova kyselina

tRNA — transferova ribonukleova kyselina
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TERMINOLOGIE

adrenokortikalni karcinom — maligni nador, ktery vychazi z bunék kiry nadledvin

anémie — snizené¢ mnozstvi ¢erveného krevniho barviva (hemoglobinu), ¢asto doprovéazeno

poklesem poctu ¢ervenych krvinek (erytrocyti)

apoptoza — programovana bunécna smrt; fyziologicky, organizovany a ptisné regulovany d¢;j,
ktery je indukovan cilené a vede k usmrceni buiiky a nasledné¢ jejimu odstranéni

tak, ze nedojde k poSkozeni okolnich bunék

feochromocytom — nador dien¢ nadledvin, ktery syntetizuje, uklada a metabolizuje hormony

katecholaminy
hepatosplenomegalie — abnormalni zvétSeni jater a sleziny
choroidalni plexus — hust¢ prokrvena ¢ast mozku, jejiz funkei je tvorba mozkomisniho moku

karcinom — zhoubny nador vychazejici z epitelovych bunék; epitel tvoii pokozku, sliznice,

zlazy a parenchymové organy (jatra, ledviny)
leukaferéza — metoda mimot¢€lni separace a sbéru leukocytl

neuroblastom — embryonalni maligni nador rané¢ho détského véku, ktery vychazi z bunék

nervové tkané
neutropenie — snizeny pocet neutrofilti, coz je druh bilych krvinek
osteosarkom — zhoubny nador vychazejici z kostni tkané

proband — prvni osoba, ktera zazadala o genetické vySetieni a informuje o vyskytu genetickych

chorob v rodiné

proteazom — proteinovy komplex nachazejici se v jadie a cytoplasmé bungk, ktery slouzi

k degradaci nepotiebnych nebo poskozenych proteind
proteosyntéza — proces, ve kterém se tvoii bilkoviny

pseudotumor — nepravy nador, ktery makroskopicky nador pfipomind, avsak etiologicky a

mikroskopicky se o nador nejedna

rhabdomyosarkom — maligni nador vychazejici z pticné pruhované svaloviny
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sarkom — jakykoli zhoubny nador vychazejici z neepitelové tkan¢; vznika z buné€k, které se
za normalnich okolnosti preménuji ve svalovou nebo tukovou tkan, vazivo, kost nebo

chrupavku

senescence — prolifera¢né klidové stadium, do kterého burika ptejde v ptipad¢, Ze se uz nemtize

délit

trombocytopenie — snizeny pocet krevnich desti¢ek
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UVOD

Pozorovani podobnosti a odlisnosti potomkii a ptenos urcitych znaki z rodicti na dalsi
generace je znamo odjakziva. Vyuzivalo se po tisice let, kdy lidé chovali zvitata a péstovali
rostliny. Genetika jako véda je pomérn¢ mlada a od roku 1906, kdy byl poprvé tento pojem

pouzit, prosla obrovskym rozvojem.

Geny je mozné popsat jako urité dédiéné jednotky, jejichz prostfednictvim jsou
predavany dédi¢né informace z generace na generaci. Determinuji jedincovy vlastnosti, vzhled,
schopnosti reagovat na podminky vnéjSiho prostredi, ale také urcuji vlastnosti celého druhu.
Aby mohly byt genetické informace piedavany dalsi generaci, musi se nejdfive reprodukovat.
Procesy reprodukce a dé€leni jsou velmi slozité, a tak ¢asto dochazi k chybam. Tyto nahodné
chyby, které méni strukturu DNA — nositelky genetické informace, se nazyvaji mutace. Velka
¢ast vzniklych mutaci je opravena reparacnimi mechanismy bungk, ¢ast jich zlstane skryta,
aniz by se n&jakym zpasobem projevila, né€které mutace pak slouzi k ptirozenému vyvoji

jedince i celého druhu a jsou zékladnim piedpokladem pro evoluci.

Gen TP53 patii do skupiny tumor-supresorovych gent, coZ jsou geny, které svou
¢innosti brani vzniku nejriznéjsich nadorovych onemocnéni. Produktem tohoto genu je protein
p53, ktery hraje dulezitou roli v fadé klicovych procest. Koordinuje bunééné odpovédi
na nejriznéjs$i bunétné stresové faktory, jako je poSkozeni DNA, nedostatek zZivin ¢i kysliku
nebo také vznik zadnétu a mnoho dalSich. Reguluje bunéény cyklus, a to tak, Ze ho v ptipadé
vyskytu mutaci pozastavi a poskytne tak reparaénim enzymim potiebny ¢as na opravu
poskozené DNA. Zaroven tim znemoZni zmnoZeni téchto mutaci a jejich ptrenos do dcefinych
bun¢k. Dale protein p53 navozuje apoptozu neboli fizenou bunéénou smrt, ucastni se udrzeni

bunécné homeostazy i redoxni rovnovahy v buiice.

V piipadé, Ze dojde k mutaci genu TP53, je zaroven narusena i funkce proteinu p53 a
nasledkem je nedostatecné ochrana pied vznikem nddorovych onemocnéni. Mutace tohoto genu
mohou byt somatické, které vznikaji v pribéhu Zivota jedince a nepfendsi se na dalsi generace.
Tyto somatické mutace genu TP53 se vyskytuji velmi Casto a Ize je detekovat az u 40 % vSech
nadort. Dale existuji vrozené mutace, které se dédi z generace na generaci a jsou relativné
vzacné. Tyto vrozené mutace genu TP53 jsou pfi¢inou vzniku onemocnéni Li-Fraumeniho

syndromu.

24

Li-Fraumeni syndrom je jednim znejzavaznéjsSich dédicnych nadorovych

onemocnéni. Je to onemocnéni s autosomalné dominantni dédi¢nosti, coz znamena, ze deéti
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postizenych rodict maji 50% pravdépodobnost, Ze budou nositeli stejné mutace, a to nezavisle
na pohlavi. Pacienti stimto syndromem maji vysoké riziko vzniku malignich nadora jiz
v détském véku a navic pacienti, ktefi onemocni jednim druhem nadoru, maji pravdépodobnost
vzniku dalSich nadorit mnohonésobné vyssi. U détskych pacientli se nejcastéji objevuji nadory
nadledvin, mozkové nadory, leukémie a lymfomy. U dospélych jsou to pak nejcastéji nadory

prsu, mozku, zazivaciho traktu, plic nebo nadory gynekologické ¢i hematologické.
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1 TEORETICKE ZAKLADY DEDICNOSTI

Vzhledem k tomu, Ze tato prace neni urCena pouze pro odborniky, nybrz i laické
vetejnosti, bude tato kapitola vénovana tvodu do genetiky a vysvétleni zakladnich genetickych
pojmd, coz by mélo ¢tenaii pomoci v pochopeni této problematiky a usnadnit porozumeéni celé

prace.

1.1 Genetika
Genetika je véda, ktera se zabyva dédi¢nosti a proménlivosti zivych soustav. Jejim
hlavnim ukolem je popis pravidel pro ptenos genetickych znakii z rodiCovské generace

na potomstvo.

Dédicnost neboli heredita je jednou ze zékladnich vlastnosti zivych organismu. Je to
schopnost organismti uchovavat genetickou informaci a pfi bunécném déleni ji predavat
z bunky mateiské do bunky dcefiné. Tyto genetické informace jsou pteddvany z generace
na generaci v podob¢ genti, coz jsou dédi¢né jednotky, které uréuji vlastnosti jednotlivce, jeho
vzhled a schopnost reagovat na podminky vnéjsiho prostredi, ale také vlastnosti celého druhu.
Dédicnost tak vede ke vzniku podobnosti mezi rodici a jejich potomky, ale také mezi potomky

navzajem a zajist'uje zachovani stalosti a neménnosti druhti v pribéhu mnoha generaci [1, 2].

Spolecné s dédicnosti se uplatiiuje 1 proméenlivost neboli variabilita. Ta zarucuje
vzajemnou odliSnost jedinct téhoZ druhu a vytvaii tim prostor k postupnému vyvoji.
Vysledkem je, Ze i piestoZe si jsou piibuzni jedinci podobni, nejsou nikdy zcela shodni. Nékteré
znaky ale nemusi byt uréeny pouze geneticky. Mohou byt ovlivnény prostfedim, ve kterém
jedinec zije — nabidkou potravy, ptitomnosti ptivodcti infekénich onemocnéni, plisobenim
fyzikalnich, chemickych ¢i geografickych vlivli a mnoha dal§imi vlivy. Pfikladem mutzZe byt, ze

podvyzivené dité nedosahne télesné vysky, ke které ma genetické predpoklady [3].

1.2 Molekularni zaklady dédic¢nosti

Aby bylo mozné zhodnotit vyznam genetiky v medicing, je potieba nejdiive
porozumét podstaté dédiéného materialu, jak je organizovan v lidském genomu a také to, jakym
zpusobem je piedavan z buriky na buriku v procesu bunééného déleni a z generace na generaci
Vv pribéhu reprodukce. Nosi¢em genetické informace je deoxyribonukleova kyselina DNA,

ktera tuto informaci nese ve své struktuie ve formé genti [4].

Pozorovani podobnosti a odliSnosti potomkii se vyuzivalo po tisice let, kdy lidé chovali

zvitata a péstovali rostliny. Prvni dtikazy, Ze jsou geny tvofeny DNA, pochazeji z roku 1944,
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kdy bylo prokazano, ze pokud pfidame purifikovanou (o¢isténou) DNA k bakteriim, mize
zmenit jejich vlastnosti a tyto zménéné vlastnosti jsou pak preddvany na dalsi generace. OvSem
mechanismus, kterym je geneticka informace kopirovana pro pienos z mateiské buiky
do dcetiné, nebyl doposud objasnén. Na pocatku padesatych let byla poprvé provedena analyza
DNA rentgenovymi paprsky, tedy technikou schopnou urcit trojrozmérnou atomovou strukturu
molekuly. V roce 1953 tak byla Jamesem Watsonem a Francisem Crickem rozpoznana
dvouvlaknova struktura DNA a sestaven jeji model, za coz obdrzeli v roce 1962 Nobelovu cenu.
Timto objevem byla objasnéna schopnost DNA kodovat genetickou informaci a replikovat se

1, 2].

1.2.1 Nukleové kyseliny

Existuji dva typy nukleovych kyselin. Jednim z nich je deoxyribonukleova kyselina
(DNA) a druhym je ribonukleova kyselina (RNA). Tyto molekuly umoziuji organismim
ptenaset genetickou informaci z generace na generaci. DNA je ptitomna v jadie vSech buné¢k a
poskytuje pokyny pro vlastni replikaci a fidi syntézu RNA. Prostfednictvi RNA je umoziiovana

syntéza proteinli neboli proteosyntéza.

Nukleové kyseliny jsou tvofeny podjednotkami — nukleotidy. Nukleotid je tedy
zakladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin a vznikd spojenim cukerné slozky, dusikaté
baze a zbytku kyseliny fosforecné (fosfatu). Stavebni podjednotky DNA jsou znazornény
na obrazku ¢. 1. Jednotlivé nukleotidy jsou navzajem spojeny fosfodiesterovymi vazbami
mezi 3‘hydroxylovou skupinou jednoho sacharidu a 5’fosfatovou skupinou druhého sacharidu,

coz je znazornéno na obrazku ¢. 2 [1, 2].

Cukernou slozku v molekule predstavuje pentdza, coz je monosacharid s péti uhliky.
Pentoza je pomoci N-glykosidové vazby navazana na dusikatou bazi. V nukleovych kyselinach
se pentdzy vyskytuji ve dvou formach. Je to bud’ ribéza, nebo deoxyriboza. Odtud jsou také
odvozeny nazvy dvou hlavnich forem nukleovych kyselin — kyselina ribonukleova (RNA),
ktera je tvofena jednim polynukleotidovym fetézcem, a kyselina deoxyribonukleova (DNA),

ktera je dvouvlaknova a je tedy tvofena dvéma polynukleotidovymi fetézci [1, 5].

Dusikaté baze se déli do dvou skupin podle toho, od které dusikaté heterocyklické
slouceniny jsou odvozeny. Prvni skupinou jsou baze purinové, které jsou odvozeny od purinu.
Do této skupiny se fadi adenin a guanin. Druhou skupinou jsou baze pyrimidinové odvozené
od pyrimidinu a do ni fadime cytosin, thymin a uracil. V DNA i RNA jsou vzdy dvé baze

purinové a dvé baze pyrimidinové a paruji se na zakladé komplementarity. Cytosin je
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komplementarni s guaninem, adenin s thyminem a v molekule RNA je thyamin nahrazen

uracilem, takze se paruje adenin s uracilem [4, 5].

Fosfatova skupina se vaze na paty uhlik pentdzy a je zodpovédna za kyselost celé
molekuly. Kyselost molekuly zplsobuje tim, Zze ma schopnost odstépovat H' ionty.
Po odstépeni protond dojde ke vzniku zaporného naboje nukleové kyseliny, ¢ehoz je mozné

vyuzit v metodach molekularni genetiky pfi identifikaci molekul DNA [1, 5].

stavebni kameny DNA fetézec DNA
fosfat
c;Jkr
W — G} oo -
cukerny baze '_G_f I_CJ m LU
fosfat .
nukleotid

dvouretézcova DNA
3

dvojsroubovice DNA

O

s

o o ®
LI RORORCOREC 0T O O

O
11
i

kostra cukerného

| fosfatu

—
[
>

Qo o o o o o

3
pary bazi vazanych
vodikovymi mustky

Obriazek 1: DNA ajeji stavebni podjednotky; vievo nahoie: nukleotid a jeho podjednotky, vpravo nahoie: spojeni
nukleotidi do fetézce DNA (primarni struktura), vlevo dole: dvoutetézcova DNA, naznaéeni spojeni
bazi vodikovymi mustky podle komplementarity, vpravo dole: uspofddani DNA v prostoru do typické
dvojsroubovice. Pevzato z: Zdroje obrazku [1].
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Poradi jednotlivych nukleotidll v polynukleotidovém fetézci udava primarni strukturu
nukleovych kyselin. Sekundarni struktura je pak déana prostorovym uspofddanim
polynukleotidového fetézce. Kazdy polynukleotidovy fetézec ma tzv. 3'-konec, na kterém se
nachazi OH skupina (na tfetim uhliku) a na opacné stran¢€ tzv. 5'-konec, na kterém je fosfatova
skupina navdzané pravé na patém uhliku. OH skupina umoziuje navazani fosfatové skupiny
dal$iho nukleotidu, proto syntéza polynukleotidového fetézce probiha ve sméru od 5°-konce
k 3’-konci. Osu nukleové kyseliny tvofi stfidajici se kyselina fosfore¢na s pentdzou a podél ni
odstupuji dusikaté baze. Dva antiparalelni polynukleotidové fetézce DNA, ve kterych na sebe
nasedaji 3'-konec a 5’-konec, pak tvoii v prostoru energeticky vyhodnou dvojSroubovici.
Dusikaté baze v této struktufe jsou navzajem spojeny vodikovymi mistky, a to tak, aby byla
dodrzZena vySe zminéna pravidla komplementarity bazi. Dal§im dilezitym pravidlem je to, ze
mnozstvi adeninu a thyminu je shodné, stejné jako je shodné i mnozstvi cytosinu a guaninu.
Struktura polynukleotidovych fetézci DNA, vazba dusikatych bazi na zékladé
komplementarity a prostorové uspoiadani dvojsSroubovice DNA je znazornéno na obrazku €. 2
[1, 2, 5].

O

/
=p- . : i
o ’\ O vodikovy mustek \ ic;Szfg)adlesterova
5' -konec 3' -konec

Obrazek 2: Prostorovy model jeden a pul otacky dvojsSroubovice DNA. Pievzato z: Zdroje obrazka [1].

Jednovlaknovd RNA je oproti dvouvldknové DNA méné stabilni a mizeme ji
Vv organismu nalézt v nékolika riznych typech, které se lisi specifickymi funkcemi v organismu.

NejdilezitéjSimi typy jsou mRNA neboli medidtorovd RNA, kterda slouzi jako pienaSec

informace z DNA na misto syntézy bilkovin neboli proteosyntézy, rRNA neboli ribozomalni
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RNA, ktera tvofti strukturu ribozomd, coz je misto, kde proteosyntéza probiha, a tfetim typem
je tRNA neboli transferova RNA, ktera vaze aminokyseliny a fadi je do bilkovinnych fetézct

podle sekvence, kterou udaiva mRNA [5].

1.2.2 Morfologie chromozomu

Eukaryotické chromozomy jsou vlaknité sktruktury, které se vyskytuji v jadrech vsech
bun¢k. Kazdy chromozom se sklada zjedné dlouhé linearni molekuly DNA. Na tu jsou
navazany proteiny, které umoziuji stoceni tenkého vlakna DNA do kompaktnéjsi struktury.
Tento komplex DNA a proteinti nazyvame chromatin. Na molekule DNA jsou navazany také
proteiny, které se podileji na genové expresi, replikaci a opravé DNA. Soubor vsech
chromozom v jadie buiiky se oznacuje jako karyotyp. Karyotyp cloveéka se sklada z 46
chromozomu, tedy 23 part. 22 pari tvoti chromozomy nepohlavni neboli autozomy a jeden par
tvoii chromozomy pohlavni neboli gonozomy. Pocet chromozomil se mtize u riznych druht
organismul liSit, ale jejich pocet ani velikost nesouvisi se sloZitosti organismu (napt. kapr

obecny ma 104 chromozomu) [2].

Chromozomy mizeme sledovat pod mikroskopem pouze v prib&éhu mitotického, resp.
meiotického de€leni. V téchto fazich se chromatinova vldkna, coz jsou zakladni strukturni
elementy, nachazeji v jadie v kondenzovaném stavu a Vv této fazi jsou dobfe barvitelné

cytologickymi barvivy [6].

Chromozomy v télnich neboli somatickych bunkach se vyskytuji ve dvou sadach.
Takovéto bunky se nazyvaji diploidni (2n). Jednu sadu chromozomi organismus ziskava
od matky a druhou sadu od otce. Dvojice takovych chromozomu se oznacuje jako homologni
chromozomy. Tyto dvé kopie chromozomi jsou podobné, ale ne zcela shodné. Shoduji se
ve velikosti a struktufe, ale li§i se v nukleotidovych sekvencich. Jinak je tomu u pohlavnich
bun¢k neboli gamet, ve kterych je kazdy chromozom zastoupen pouze v jedné kopii. To

znamena, ze gamety jsou bunky haploidni (n) [7].

Co se tyce samotné stavby, tak chromozom je tvofen dvéma chromatidami, které se
oznacuji jako sesterské chromatidy. Pokud se bavime o chromatidich dvou homolognich
chromozom, mluvime o chromatidach nesesterskych, které nesou stejné geny, ale jejich formy
se mohou lisit. Na chromozomu se nachazi centromera, kterd chromozom rozd¢luje na dvé
raménka — kratké (p) a dlouhé (q). Centromera se uplatiluje pii déleni bunky, kdy se ucastni

rozdélovani chromozomil na dvé stejné ¢asti. Na konci kazdého raménka chromozomu se
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nachazi specifickd oblast nazyvana telomera, kterd chrani chromozom pfed zkracovanim

molekuly DNA pfi replikaci [7].

1.2.3 Mutace

Genetické mutace jsou zmény v genetické informaci v DNA a jsou zakladnim
predpokladem pro evoluci. Slovo mutace pochdzi z latinského slovesa ,,mutare®, coz znamena
,presunout nebo zménit®. Piestoze v organismu existuje cela fada kontrolnich mechanismti,
muze ve slozitych procesech mnozeni DNA a pfenosech genetické informace dochazet
k chybam genetické informace. V zivych buiikach probihaji mutace neustale, jejich velka ¢ast
je ovSem opravena reparacnimi mechanismy bunky a ¢ast jich zlstava skryta a ve fenotypu se
tedy viibec neprojevi. V zdvislosti na typu a lokalizaci mutace mohou mit i mutace ve stejném
genu zcela rozdilné ucinky. Hlavnim vyznamem mutaci je to, ze slouzi jako zdroj variability
organismil a umoznuji tak organismu reagovat na ménici se podminky prostfedi. Procesem
pfirodniho vybéru jsou pak vybirdny takové fenotypy i genotypy, které maji nejvétsi Sanci

na preziti a aspésnou reprodukei.

Mutace mizeme rozdélovat do n¢kolika skupin podle riznych kritérii. Podle zptisobu
vzniku miZeme mutace rozdé€lit na spontdnni a indukované. Spontanni mutace jsou zplisobeny
chybami v replikaci DNA nebo piirozenymi chemickymi reakcemi v DNA. Vyskyt téchto
mutaci neni velmi Casty, a to pfedev§im diky reparacnim mechanismtm bunky. Oproti tomu
indukované mutace jsou zpusobeny vné&jsimi vlivy, které chemicky pozménuji DNA a vétSinou
zpusobuji n¢jakou formu jejiho poskozeni. Tyto vnéjsi faktory, které prostupuji do buiiky a
vyvolavaji zmény jeji genetické informace, nazyvame mutageny. VSechny organismy na Zemi
JSOu vystaveny ruznym piirozené pusobicim mutagentim (napi. UV zafeni nebo radiace
z vesmiru), které hraji vyznamnou roli ve vytvafeni novych genetickych variant a jsou
pfedpokladem pro evoluci. Kromé téchto pfirozené pilisobicich mutagenti rozliSujeme
mutageny fyzikalni a chemické. Mezi fyzikalni mutageny patii ionizujici zafeni (rentgenoveé
nebo gama zafeni) nebo neionizujici zafeni (UV zafeni). Mezi chemické mutageny pak patii
ruzné organické i anorganické latky, které mohou strukturu DNA ovlivilovat pfimo, tedy
Vv pritbéhu replikace nebo i mimo ni, anebo nepiimo, kdy ovliviiuji ¢innost enzymi zajist'ujicich

replikaci DNA, ptipadné mohou byt na mutageny metabolizovany [7].

Dalsi déleni genetickych mutaci je podle rozsahu zmén genetické informace, a to

na mutace genové, chromozomové a genomové.
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Genové mutace méni pfimo genetickou informaci jednotlivych gend, ale neni tim
narusena struktura chromozomu. Ve vétSiné piipadd dochazi ke zméné pouze v jednom
nukleotidu a takovéto mutace nazyvame bodové. Genové mutace zahrnuji substituci, coz je
zameéna nukleotidu za nukleotid jiny, inzerci, coz je vlozeni jednoho nebo nékolika nukleotidi,
a deleci, ktera predstavuje ztratu jednoho nebo nékolika nukleotidii. Pfi¢inou vzniku genovych
mutaci mize byt bud’ chyba béhem normalniho procesu replikace DNA, anebo selhani opravy

poskozené DNA [4].

Druhou skupinou jsou mutace chromozomové neboli strukturni, které méni strukturu
chromozomu, av§ak nemusi ptimo postihovat genetickou informaci genu. Tyto mutace vétSinou
vznikaji v disledku zlomu chromozomu nebo jeho chybného spojeni, coz lze pozorovat
ve svételném mikroskopu. Mezi zakladni typy chromozomovych mutaci patii translokace,
delece, inzerce, inverze a dalsi. Translokace je zptisobena tim, Ze dojde ke zlomu chromozomu
a ulomena C¢ast se pfipoji na jiné misto. Delece je situace, kdy dojde k jednomu nebo dvéma
zlomim téhoz chromozomu a poté se odlomena ¢ast ztrati. Inzerce naopak nastava, pokud se
odlomena ¢ast vlozi do jiného chromozomu. Inverze je vlozeni odlomené ¢asti do téhoz nebo i
jiného chromozomu, ovSem v opacné orientaci. Chromozomové mutace jsou ziidka predavany
na dal$i generaci, protoZe jsou obvykle neslucitelné se zivotem nebo s normalni reprodukci, ale

Casto se vyskytuji u nadoru [4].

Do treti (a co do rozsahu nejvétsi) skupiny fadime mutace genomové, které zptisobuji
zmény poctu chromozom v burice a délime je na aneuploidie a polyploidie. Vznikaji vétSinou
Vv disledku chybného rozdéleni chromozomil pfi mitéze nebo meidze. Pii aneuploidii dochazi
ke zméné poctu celych jednotlivych chromozom. Stav, kdy v buiice chybi jeden chromozom,
se oznacuje jako monosomie (2n — 1) a naopak stav, kdy je v bunice jeden chromozom navic,
se nazyva trisomie (2n + 1). Dale mulze nastat situace, kdy chybi cely homologni
chromozomovy par, pak se jedna o nulisomii (2n — 2) nebo je naopak ptitomen navic cely jeden
chromozomovy par, coz se nazyva tetrasomie (2n + 2). Pfi¢inou aneuploidii je translokace
celého chromozomu na jiny chromozom nebo nerozdéleni chromozomu v prabéhu déleni.
Pti polyploidii dochdzi ke zndsobeni poctu celych chromozomovych sad. Piikladem je
triploidie (3n) nebo tetraploidie (4n). Genomové mutace se velmi casto vyskytuji i
U nadorovych buné€k, aneuploidie mohou mit na vyvoj plodu tak zavazné vyvojové disledky,
Ze Casto dochazi k samovolnym potratim bez povSimnuti jiZ kratce po poceti a i polyploidie

jsou ¢asto neslucitelné se zivotem [4, 7].
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2 GENTPS33

Nasledujici kapitola bude vénovana genu TP53 a jeho zakladnim vlastnostem a
funkcim. Zarode¢né mutace tohoto genu jsou nejcastéjsi pri¢inou Li-Fraumeniho syndromu,

ktery je predmétem dalsi kapitoly této prace.

2.1 Tumor supresorovy gen TP53

Gen TP53 byl objeven vroce 1979 a o deset let pozdéji, vroce 1989, byl
charakterizovan jako nadorovy supresor [8]. Patii do skupiny tumor-supresorovych gent a je
lokalizovan na kratkém — p raménku 17. chromozomu v oblasti 17p13.1. Umisténi genu TP53
na chromozomu je znazornéno na obrazku ¢. 3. Tumor-supresorové geny neboli geny
potlacujici nddory brani svou cinnosti vzniku nadorového onemocnéni. Jejich normdlni
produkty inhibuji (potlacuji) bunééné déleni a zabranuji tak nekontrolovatelnému déleni bunky
predevsim regulaci bunécného cyklu. Zmény v téchto genech tim padem mohou vést ke vzniku
zhoubného nddoru. Tumor-supresorové geny maji recesivni charakter, proto se miizeme setkat
I S oznaCenim recesivni onkogeny. V praxi to znamena, ze aby doSlo ke zhoubnému bujeni,
musi byt ob¢ kopie tohoto genu vytazeny z funkce. Jedna zachovana normalni alela predstavuje
dostatecnou ochranu pied vznikem rakovinového procesu. To je hlavni rozdil mezi tumor-
supresorovymi geny a onkogeny. Onkogeny vznikaji mutaci protoonkogent, coz jsou strukturni
geny, které se v bunice vyskytuji za normélnich podminek, a maji dominantni charakter
(dominantni onkogeny). Ke spusténi maligniho procesu tak sta¢i mutace pouze jedné ze dvou

kopii téchto protoonkogent [1, 6, 9].
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Obrazek 3: Umisténi genu TP53 na kratkém p raménku 17. chromozomu. Pievzato z: Zdroje obrazku [2].

2.2 Protein p53

Gen TPS53 koduje informaci pro multifunkéni protein p53, jehoZ nazev byl odvozen
od jeho molekulové hmotnosti, ktera ¢ini 53 kDa. Funkéni formou tohoto proteinu je tetramer,

tedy dimer dimert. Protein p53 hraje dtlezitou roli v celé fadé klicovych buné¢nych procest,
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jako je regulace bunééného cyklu, bunééna odpoveéd’ na poskozeni DNA, fizend bunécné smrt
(apoptdza) nebo bunééna diferenciace [6, 10, 15]. Jeho role pii regulaci bunééného cyklu
spoc¢iva v tom, ze zabrzdi cyklus bunky pfed nastupem S-faze, coz je faze syntetickd, ve které
se replikuje (zdvojuje) mnozstvi DNA. Tim poskytne reparaCnim enzymum cCas potiebny
na odstranéni pfipadnych mutaci v genomu a znemozni tak jejich duplikaci a pienos

do dcefinych bungk [7].

Protein p53 se fadi k unikatni proteinové rodiné, do které patii nasledujici tfi proteiny:
P53, p63 a p73. Vsechny tyto proteiny se navzajem strukturou i funkci podobaji, avSak protein
p53 brani u vyssSich organismll rozvoji nadort,, zatimco proteiny p63 a p73 se uplatituji

vV normalnim vyvoji [9].

Nadorovy supresor p53 ma schopnost ovlivnit osud potencialn¢ malignich bunék, a to
tak, Ze navodi jejich smrt apoptdzou, zastavi jejich proliferaci nebo aktivuje jejich diferenciacni
potencial. V pribéhu tvorby nadoru Casto vznikaji mutace tohoto supresoru nebo dochazi i
k jeho ztraté [11]. Mutace, které narusuji funkci p53, byly zjistény u vice nez poloviny vSech
ptipadd rakoviny. Tyto mutace se také objevuji v rodinach s Li-Fraumeniho syndromem, které

jsou nachylné ke vzniku nadort [8].

2.3 Funkce genu TP53

Gen TP53 byva oznacovan jako ,,strazce genomu (,,The guardian of genome®), a to
praveé diky své ustfedni roli v koordinaci bunéénych odpovédi na Siroké spektrum bunéénych
stresovych faktort, kterymi jsou naptiklad poskozeni DNA (UV nebo ionizujicim zafenim,
syntetickymi chemoterapeutiky), zanét, hladovéni, nedostatek kysliku, dysfunkce ribozomt,
nedostatek zivin nebo kritické zkraceni telomer. Protein p53 je v normalni buiice udrZzovan
na velmi nizké hladin€ v latentni neaktivni form¢ a aktivovan je pravé aZ plisobenim riiznych
forem stresu. O tom, jakym zptsobem bude burika reagovat na rizné typy a hladiny téchto
stresovych faktord, rozhoduje pravé p53. Pokud dojde k poskozeni DNA, vyvola protein p53
zprostiedkovanou aktivaci proteinu p21 pozastaveni bunééného cyklu v G1 nebo Gz fazi, coz
umozni opravu poskozené DNA. Jednotlivé faze bunééného cyklu jsou zndzornény na obrazku
¢. 4. Pokud je poskozeni ptilis rozsahlé, indukuje tento protein apoptozu buiiky. Dale mtze také
ovlivnit bunéény metabolismus nebo indukovat senescenci, coz je prolifera¢né klidové stadium,

do kterého burika piejde v pripad¢, Ze se uz nemuze delit [8, 9, 12,15].
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S
(Syntéza DNA)

Obrazek 4: Bunécny cyklus buiky; stiidani mitoticka faze (M) s interfazi (ristovym obdobim), na konci M-faze
vznikaji dvé dcefiné bunky. Pievzato z: Zdroje obrazki [3].

2.3.1 Funkce proteinu p53 v regulaci bunééného cyklu

Jak jiz bylo feceno, poskozeni DNA burky pusobi jako signal vedouci k expresi p53.
Jakmile se protein p53 vytvofi, funguje jako transkripéni faktor pro fadu gend. Jeho cilem je
syntéza proteintl, které inhibuji rist bunck. Jednim z nejznamé;jsich cilti nddorového supresoru
p53 je protein p21, ktery pozastavuje buné¢ény cyklus vazbou na komplex cyklinu s cyklin-
dependentni kinazou (Cdk) a tim bunice dava ¢as potiebny na opravu DNA. Exprese p21 je
indukovéana jednak zvySenou hladinou proteinu p53, ale také bunécnou diferenciaci a

senescenci [1, 2, 9].

Pokud dojde k poskozeni DNA, zvySuje se jak koncentrace, tak aktivita genového
regula¢niho proteinu p53, ktery po aktivaci stimuluje transkripci p21, coz je Cdk-inhibi¢ni
protein. Postupné dochazi ke zvySovani koncentrace proteinu p21, ktery se vaze na komplexy
cyklinu a Cdk, ktery zodpovida za ptrechod do S faze, a blokuje tak jeho funkci. Zastaveni
bunécného cylu v Gi1-fazi poskytuje buiice ¢as potiebny na opravu poskozené DNA jesté diive,
nez je zreplikovana neboli zdvojena. Pokud p53 chybi nebo je poskozeny, nedochazi
K pozastaveni buné¢ného cyklu v G1/S kontrolnim bod¢ a dochazi k replikaci poskozené DNA.

To vede ke vzniku vysokého poc¢tu mutaci a produkci bunék, které smétuji k tomu, ze se z nich
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stanou bunky naddorové. Na obrazku €. 5 je zndzornén proces zastaveni bunééného cyklu v G

fazi prostiednictvim proteinu p53 [2].
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Obrazek 5: Zastaveni bunééného cyklu v G fazi proteinem p53, pfevzato z: Zdroje obrazku [1].

2.3.2 Funkce proteinu p53 v navozeni apoptézy

V piipad€, ze je poSkozeni DNA piili§ rozsahlé a nezvratné, indukuje protein p53
apoptozu neboli programovanou bunécnou smrt. Pokud je tedy buiika urcena k zaniku, dostane
apopticky signal, ktery vede k aktivaci kaskady ,,sebevrazednych® proteinti. Ty zpusobi
nastipani bunéénych proteinti i DNA, bunky se svrastuji, jejich jadra kondenzuji, az se
rozpadaji upln€. Sousedni buiky jsou ovliviiovany signaly z této umirajici bunky a rychle
pohlcuji a beze zbytku rozkladaji jeji ostatky [1, 9]. Timto zpisobem jsou poSkozené bunky
eliminovany. Protein p53 transkripéné aktivuje expresi celé fady regulatort apoptozy, které se

1i81 svou funkci a také zplisobem, jakym apoptozu aktivuji.

Vétsina z nich indukuje apoptoézu vnitini cestou. Do této skupiny patii Bax (Bcl-2-

associated X protein), PIG3 (p53-inducible gene 3), Puma (p53-upregulated modulator of

26



apoptosis) znamy také pod nazvem BBC3 (Bcl-2 binding component 3) a dalsi. Proteiny z této
skupiny kontroluji permeabilitu neboli propustnost mitochondrialni membrany a mohou tak

ovlivitovat uvoliiovani mitochondrialnich faktort, které¢ podporuji uskute¢néni apoptdzy.

Do druhé skupiny patii proteiny, které indukuji apoptézu vnéjsi cestou, a to aktivaci
tzv. receptort smrti. To jsou naptiklad Fas/CD95 (cell-death signaling receptor), DR4/KILLER
(death receptor 4) a DRS/KILLER (death receptor 5). DR4 a DR5 mohou apoptozu spoustét
navazanim napi. Fas ligandu, coz je transmembranovy protein, nebo chemoterapeutik.
Ve spousté tkani je Fas nezbytny pro to, aby mohla byt spusténa p53 zavisla apoptoza. Protein
pS3 mize vyvolat apoptdézu také zvySenim exprese proteinu Scotin. Ten je lokalizovan

v endoplazmatickém retikulu a v jaderné membrané [9].

2.3.3 Stabilizace a aktivace proteinu p53

Pokud je poskozena DNA, dojde k mnoha posttranslacnim modifikacim proteinu p53,
mezi které patii fosforylace, defosforylace, acetylace, methylace a ubikvitinace. Tyto upravy
zpusobi aktivaci proteinu p53 [9]. Fosforylace je jednou z nejcastéjSich modifikaci proteint a
probiha tak, ze k postrannimu fetézci aminokyseliny se za katalyzy enzymu kinaz ptipoji fosfat
(PO+*). Donorem fosfatu pro tuto reakci byva vétsinou adenosintrifosfat neboli ATP.
Defosforylace je reakce obdobnd, ale rozdil je vtom, ze nedochdzi k ptipojeni fosfatové
skupiny k proteinu, nybrz k jejimu odpojeni od proteinu [13]. Acetylace znamena pfipojeni
acetylové skupiny (CH3CO-) do proteinu, methylace je pfipojeni methylové skupiny (-CHz)

K proteinu a ubikvitinace je pfipojeni proteinu ubikvitinu k upravovanému proteinu [6, 9].

Aby se mohl protein p53 navdzat na cilové sekvence, je mimo jiné nutnd i jeho
oligomerizace a dosazeni spravné konformace. Vysledkem je vytvofeni tetramert, které jsou
teprve aktivni. To znamend, Ze musi dojit k pospojovani ¢tyf mensSich jednotek, které vytvori
vysledny aktivni tetramer. Tento proces aktivace a stabilizace proteinu p53 v jadie je silné
regulovany a je ovliviiovdin mnoha faktory. Pro aktivaci jsou velmi vyznamné praveé
posttransla¢ni fosforylace a acetylace, a to z toho diivodu, Ze zpuisobuji stabilizaci proteinu p53

a jeho akumulaci v jadre [9].

2.3.4 Degradace proteinu p53

Nov¢ syntetizovany protein p53 je v normalnich builkkdch rychle degradovan
proteazomem 26S. Proteazom je enzymovy komplex, ktery se podili na degradaci bunécnych
proteinti. Aby byl protein v butice proteazomem rozpoznan a mohlo dojit k degradaci, je nutna

ubikvitinace proteinu p53. To znamena, ze k proteinu p53 se kovalentné pfipoji protein
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ubikvitin [9, 14]. K tomuto procesu jsou zapotiebi tfi rizné enzymy. Prvni z nich se oznacuje
jako EIl a je to enzym, ktery aktivuje ubikvitin. Druhy je oznaCovan jako E2, a to je enzym,
ktery ubikvitin pfenasi. Tretim enzymem, ktery se oznacuje jako E3, je ubikvitin ligasa, ktera
ukonc¢uje ptenos ubikvitinu. Ubikvitin ligasovou aktivitu, nezbytnou pro degradaci proteinu
pS3, vykazuje protein MDM?2 (mouse double minute 2). Exprese tohoto proteinu je transkripéné
indukovéana proteinem p53 a jelikoz se MDM?2 podili na degradaci p53, dochazi ke vzniku
negativni zpétnovazebné regulacni smycky, kterd omezi ptisobeni proteinu p53 v buiice pouze

na dobu nutnou pro iniciaci transkripce [9].

2.4 Mutace genu TP53

Jak jiz bylo feceno, protein pS3 za fyziologickych podminek reaguje na nejriznéjsi
stresové situace, jako je napiiklad poskozeni DNA, hladovéni ¢i nedostatek kysliku, a mize
zastavit bunéény cyklus, zahdjit mechanismy opravujici DNA, nebo vyvolat apoptozu, ktera
usmrti nevyhovujici buiiky. Mutace genu TP53 naruSuji funkci tohoto proteinu a nasledkem je

tedy nedostatecné ochranu pied vznikem nadorovych onemocnéni.

Somatické mutace, tedy takové mutace, které postihuji nepohlavni buiiky a tim padem
se neptenasi na dalsi generace a vedou k lokalnimu postiZzeni v pribchu Zivota jedince, se
Vv ptipadé genu TP53 vyskytuji extrémné Casto — Ize ji detekovat u ptfiblizn€ 40 % vsech nadort
a vyskytuji se témet ve vSech nddorovych typl. Oproti tomu vrozené mutace TP53, postihujici
pohlavni butiky a tim padem geneticky dédicné, jsou relativné vzacné, ale vyrazné penetrantni,
coZ znamena, ze se projevi ve fenotypu s velkou pravdépodobnosti. Vrozené mutace genu TP53
jsou typicky spojeny s rozvojem Sirokého spektra nadort, a predevsim s vzacnym autozomalné
dominantnim onemocnénim — Li-Fraumeniho syndromem. Posledni verze R17 databaze mutaci
p53 IARC (International Agency for Research on Cancer) z listopadu 2013 zahrnuje 1 360

vrozenych mutaci p53, zatimco téch somatickych je 27 721.

Jak u mutaci somatickych, tak i1 u vrozenych pievladaji bodové mutace, kdy dochézi
k zaméné jedné aminokyseliny v proteinu p53 za jinou. Nejcastéji se tyto mutace projevuji
zaménami aminokyselin v té ¢asti genu, kterd kdduje centralni DNA vazebnou doménu. Je ale
znamo také nckolik mutaci, které naruSuji strukturu oligomerizacni domény, znemoziuji
vytvofeni tetrameru, coZ je funk¢ni forma proteinu p53, a tak narusuji funkci tohoto proteinu.

Jako piiklad takovéto mutace mizeme uvést mutaci R337H [15].

K otazce vztahu typu zarodecné mutace p53 — genotypu a fenotypu Li-Fraumeniho

syndromu vyznamné piispé€li Olivier et al (2003), kdyZ analyzovali data z databaze IARC
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tykajici se 265 rodin a 226 mutaci TP53. Zjistili, Ze v rodinach, které maji mutaci zpusobujici
zaménu aminokyseliny v DNA vazebné oblasti p53 zajistujici kontakt s malym zlabkem DNA,
se Castéji vyskytuji nddory mozku. Adrenokortikalni nddory zase Castéji souviseji se zménami
aminokyselin umisténych na protilehlé strané proteinu p53 mimo pfimy kontakt s DNA. Casny
vyskyt nddori mozku je vyznamné spojen s mutacemi p53, které zpusobuji uplnou ztratu

proteinu a funkce p53 [15].
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3 LI-FRAUMENI SYNDROM

3.1 Zakladni charakteristika

Li-Fraumeni syndrom je jednim z nejzavaznéjSich dédi¢nych nadorovych onemocnéni.
Jedna se o velmi vzacné onemocnéni S autosomaln¢ dominantni dédi¢nosti, coz znamena, ze
neni vazano na pohlavni chromozomy, nybrz na chromozomy somatické (autosomy) [16, 17].
Déti postizenych rodicii tak maji pravdépodobnost 50 %, Ze budou nositeli stejné mutace. Tento
typ dédicnosti je schematicky znazornén na obrazku ¢. 6. U pacienti s Li-Fraumeniho
syndromem je vysoké riziko vzniku malignich naddora rtizného druhu a lokalizace jiz v détském
veéku. S 50% pravdépodobnosti dojde ke vzniku takového nadoru do 30. roku veéku a s 90%
pravdépodobnosti k nému dojde do 60. roku véku. U téch pacientt, ktefi onemocni jednim
druhem nadoru, je pravdépodobnost vzniku dal§ich nadortt mnohonasobné vyssi [18]. U déti se
nejcastéji objevuji karcinomy nadledvin, mozkové nadory, leukémie a lymfomy a sarkomy.
V dospélém véku pak vznikaji jakékoli solidni nddory, coz jsou nadory vytvarejici loziska,
kterd jsou viditelnd okem nebo pii zobrazovacim vysetfeni nebo je l1ze nahmatat, nejcastéji
nadory prsu, nadory mozku, kozni nadory, nadory zazivaciho traktu, plic, gynekologické ¢i
hematologické [16].

Autosomal Dominant

Parents
mutation '
Affected Unaffected
Children
=] 5]
Affected Affected Unaffected Unaffected

m) US Natorw Livary of Mediore

Obriazek 6: Autosomalné dominantni typ dédi¢nosti. Déti postizeného otce (znazornén fialove) a zdravé matky
(znazornéna Sed€) maji 50% pravdépodobnost, ze budou nositeli stejné mutace, a to nezavisle
na pohlavi. Pfevzato z: Zdroje obrazki [4].
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3.2 Pri¢iny vzniku syndromu

Nejcastéjsi pricinou Li-Fraumeniho syndromu jsou zarodeéné mutace v genu TP53.
Tento gen se vyznamné podili na regulaci bunééného cyklu a apoptoézy. Protein p53 je
transkripénim faktorem, coz znamend, ze ma schopnost regulovat transkripci DNA a to tak, ze

se podili na kontrole pfechodu z G1 do S faze bunééného cyklu.

Dalsim genem, ktery mize byt mutovan v rodinach s podezienim na Li-Fraumeniho
syndrom, je gen CHEK2. Ten se zapojuje do procesu reparace DNA a zachovani genomové

integrity, regulace buné¢ného cyklu a apoptozy [19, 20].

Ke vzniku Li-Fraumeniho syndromu mohou pfispivat i dalsi genetické zmény.
Naptiklad de novo mutace v genu TP53 mohou byt pfi¢inou ¢asnych nadorovych onemocnéni

bez rodinné anamnézy [16].

3.3 Historie objevu syndromu

Li-Fraumeniho syndrom je pojmenovan podle dvou americkych 1ékait, ktefi syndrom
objevili. Byl to Dr. Frederick Pei Li a Dr. Joseph F. Fraumeni jr. Syndrom poprvé popsali v roce
1969 na Narodnim onkologickém institutu (NCI — National Cancer Institute) [21].

Frederick Pei Li byl prikopnikem v ur€ovani a zjiStovani genetickych rizikovych
faktordi pro rakovinu a dlouhodobé spolupracoval s odd€lenim pro epidemiologii a genetiku
rakoviny (DCEG - Division of Cancer Epidemiology and Genetics). Spolu se svym
spolupracovnikem Josephem F. Fraumenim identifikovali syndrom, ktery se stal znamy jako
Li-Fraumeniho syndrom, ze studie skupiny rodin s neo¢ekavanym souborem nadort
vyskytujicich se ve velmi mladém véku. V roce 1990 s pouzitim peclivé nashromazdénych
vzorku z téchto rodin zjistili, ze Li-Fraumeniho syndrom zptsobuji zarode¢né mutace v tumor
supresorovém genu TP53. Toto zjiSténi vzbudilo znacny z4jem o toto onemocnéni, a to zejména
proto, Ze mutace genu TP53, ktery je nazyvan strdZce genomu, se vyskytuji ve vysokém

procentu rakovin celkové v populaci.

Dr. Li se chopil planovani dalsich studii, které zahrnovaly série pracovnich seminafd,
V nichz syndrom slouzil jako prototyp pro vyvoj doporuceni o prediktivnim genetickém
testovani a také v intervencich u rodin nachylnych k rakoving. Jejich prvni popis rodin s Li-
Fraumeniho syndromem byl publikovan v roce 1996 v odborném casopise Annals of Internal

Medicine v ¢lanku s nazvem ,,Soft-tissue sarcomas, breast cancer and other neoplasms:
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A familiar syndrome? “, v ptekladu ,, Sarkomy meékké tkane, karcinom prsu a dalsi novotvary:

familiarni syndrom? .

Jako uznani za objev Li-Fraumeniho syndromu a identifikaci odpovédného genu byli
Dr. Frederick Pei Li a Dr. Joseph F. Fraumeni v roce 1995 spole¢né ocenéni cenou Charles S.
Mott Prize [22].

3.4 Formy onemocnéni

Klinicky mizeme rozliSit dvé formy onemocnéni. Jednak je to klasicka forma Li-
Fraumeniho syndromu a potom tzv. Li-Fraumeni-like syndrom, ktery nema vyjadieny v§echny
charakteristiky typické pro Li-Fraumeniho syndrom. U klasické formy onemocnéni se vyskytuji
charakteristické nadory u vice ¢lenti rodiny v mladém véku. U formy Li-Fraumeni-like
syndromu se Vv rodiné vyskytuji pouze dva z typickych nadori u piibuznych prvniho nebo
druhého stupné [16, 23].

Existuje n€kolik skupin indikacnich kritérii. Pro diagnozu klasické formy syndromu
Li-Fraumeni jsou to klasicka kritéria s pravdépodobnosti zachytu mutace 70 — 83 % a kritéria
dle Chompretové s 20 — 35% pravdépodobnosti zachytu mutace. Pro diagn6zu Li-Fraumeni like
syndromu jsou to Birchova kritéria, ktera maji pravdépodobnost zachytu mutace 20 — 25 %, a

Eeles kritéria s pravdépodobnosti 5 — 8 %.
Klasicka kritéria pro diagnostiku Li-Fraumeniho syndromu jsou nasledujici:

- Vvroding se vyskytuje proband se sarkomem diagnostikovanym do 45 let,

- piibuzny prvniho nebo druhého stupn€ s nddorovym onemocnénim ve véku
pod 45 let a soucasné

- dalsi ptibuzny prvniho nebo druhého stupné s jakymkoli nadorovym onemocnénim

pted 45. rokem véku nebo sarkomem v jakémkoli véku [16, 24].

CeloZivotni rizika dosahuji u nosi¢t TP53 mutace az 73 %, u nosicek této mutace az
93 %. Existuje velka variabilita rizika onemocnéni i v ramci jedné rodiny. Mutace TP53 genu
jsou zodpovédné za 2 — 10 % détskych nddortt mozku, 50 — 100 % karcinomi kiiry nadledvin
Vv détském veéku, 2 — 3 % vSech osteosarkomil, 9 % rhabdomyosarkomt a 7 — 20 % primarné

viceCetnych nadord, které se objevi do ¢asné dospélosti [16, 17].

3.5 Genetické testovani
Genetické testovani pacientt s podezienim na Li-Fraumeniho syndrom se v Ceské

republice provadi jiz mnoho let. Toto genetické testovani by se melo provadét u vsech déti
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s karcinomem nadledviny, u kterych je pravdépodobnost nalezeni mutace genu TP53 az 80 %,
a dale u déti s naddory choroidalniho plexu, coz je husté prokrvena ¢ast mozku, ktera tvori
mozkomis$ni mok. Testovani se doporucuje i u osteosarkomi, coz jsou kostni nadory, a

rhabdomyosarkomt, coz jsou maligni nadory ptficné pruhované svaloviny, v détském veéku

[16].

Vysetteni musi byt indikovano klinickym genetikem, a to az po provedeni genetického
poradenstvi a podepsani informovaného souhlasu. Molekularné geneticka analyza genu TP53
zahrnuje pfimé sekvenovani v rozsahu exonll 2 — 12 vcetné mist sestiihu. Sekvenovani
znamend, ze se zjiStuje pofadi nukleovych bazi v kratkych sekvencich DNA pomoci
biochemickych metod. Exony jsou tseky nukleové kyseliny, podle kterych se v procesu
zvaném proteosyntéza tvoii bilkovina. Ty tvofi spole¢né s introny geny, ovSem introny jsou
v pribéhu tvorby mRNA vystfizeny. Tento sestith RNA neboli splicing je jedna
z nejdulezitéjsich posttranskripénich modifikaci, kdy se odstrani nekodujici sekvence — introny
z RNA a nésledné se spoji sekvence kodujici — exony tak, aby vnikla funkéni RNA. Exony a

introny v primarnim transkriptu mRNA a nasledny sestiih (splicing) znazorniuje obrazek ¢. 7.

exony introny

Ex“_‘_j:::—«:‘:::/v

/ _,,/\\ e e primarni

™ —— "™
mRNA

ey PO

sestfih
—
S
e, . funkéni mRNA

translace

Q - protein

Obrazek 7: Zobrazeni exonu a intrond v primarnim transkriptu mRNA, nasledny sestfih (splicing), pii kterém
dojde k odstranéni intronl a spojeni exont do funkéni mRNA, ze které vznika bilkovina (protein).
Ptevzato z: Zdroje obrazki [5].

Dalsi testovani, které se provadi, je 1 testovani metodou MLPA (Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification) na velké prestavby genu, cozZ mohou byt delece, nebo inzerce
celych exonu ¢i dokonce delece celého genu. V piipadé zachytu mutace je vysledek vzdy
potvrzen z druhého nezévisle izolovaného vzorku DNA. Podrobnégji je tato metoda popséna

Vv nasledujici kapitole [16, 25, 26].
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Dale se u rizikovych rodin provadi genetické testovani genu CHEK2. Jeho klinicky
vyznam je vSak v etiologii Li-Fraumeniho syndromu zatim nejasny jako u vétSiny stiedné

rizikovych gend.

Prediktivni (presymptomatické) testovani TP53 mutaci je v CR dosud nabizeno pouze
U osob starsich 18 let. Je tomu tak pfedevSim kviili tomu, Ze neni mozné nabidnout rizikovym
osobam v détském véku ucinnou prevenci. Do té doby je doporucovano preventivni sledovani
vSech déti v riziku. Dospélym osobam lze vzhledem k novym moznostem preventivni péce
pomoci celotélové magnetické rezonance nabidnout ucast v komplexni preventivni péci véetné
prediktivniho testovani TP53 mutace ve specializovanych centrech, ktera se touto
problematikou zabyvaji. Takovymi erudovanymi centry, ve kterych by méla geneticka
poradenstvi a testovani probihat, jsou FN Motol, FN Brno, MOU, event. dal§i specializovana
geneticka centra. Preventivni pée o détské rizikové osoby by méla probihat ve FN Motol nebo

FN Brno, ve kterych se nachazi détska onkologicka centra [16].

3.5.1 Metoda Multiplex Ligation — Dependent Probe Amplification

Metoda MLPA, jejiz nazev pochazi z anglického ,,Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification®, neboli mnohondsobnd amplifikace zavisld na ligaci sond je
semikvantitativni metoda, kterd umoznuje diagnostiku genetickych onemocnéni spojenych
S riznymi genovymi piestavbami, nejcastéji s deleci €1 duplikaci specifického genu nebo jeho

¢asti.

Principem této metody je amplifikace neboli zmnozeni az 60 sond. Kazd4 z téchto sond
detekuje specifickou sekvenci DNA o délce piiblizné¢ 60 nukleotidd béhem jedné reakce
zalozené na multiplexni neboli mnohonasobné PCR. PCR neboli polymerazova fetézova reakce
je metoda rychlého zmnoZeni vybrané¢ho tseku DNA. Vzorek DNA pro MLPA test musi
obsahovat alesponi 20 ng lidské DNA, coz je pfiblizn€¢ 3000 bunck.

Jedine¢nost MLPA reakce spociva v tom, ze nejsou amplifikovany cilové sekvence,
ale MLPA sondy, které se na tyto cilové sekvence navazi. Rozdil mezi metodou MLPA a PCR
je ten, Ze pii MLPA je pouzit pouze jeden par PCR primert, coz jsou kratké oligonukleotidy
slouzici jako zacatek syntézy DNA. Celou MLPA reakci miiZeme rozdélit do nasledujicich péti

krokda.
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Prvnim krokem je denaturace DNA. V této fazi dojde ktomu, ze je DNA

denaturovéana, coz znamena, ze je zménéna jeji struktura z ptivodniho ptirozeného stavu.

Druhym krokem je hybridizace MLPA sond, kdy se ke vzorku ptidd smés MLPA sond
a vse se nechd ptes noc inkubovat. Kazda MLPA sonda obsahuje dva odlisné oligonukleotidy
a kazdy z nich obsahuje jeden PCR primer. Ob¢ tyto sondy se navazi (hybridizuji) na ptilehlé

cilové sekvence [27, 28].

Ve tietim kroku dochazi k ligaci, ktera prob&éhne pouze v ptipadé, ze pti predchozi
hybridizaci nasedly specifické sondy na cilové sekvence a mohly byt tim padem spojeny

do jediné sekvence.

Po ligaci nasleduje PCR reakce, pfi které dochazi k amplifikaci v§ech ligovanych sond
pomoci stejného paru PCR primerd. Jeden z téchto primera je fluorescencné znaeny, coz
slouzi k vizualizaci produktii amplifikace béhem separace fragmentl. Separace se provadi

pomoci kapilarni elektroforézy.

Poslednim krokem MLPA reakce je analyza dat a jejich interpretace, k ¢emuz se
vyuziva fada softward. Provadi se analyza fragment, kde jsou piky podle velikosti pfitazeny
k MLPA sondam, a poté se provadi srovnavaci analyza, pti které se vzorky porovnaji. Pfi obou
téchto krocich jsou provadény automatizované kontroly kvality, které pomahaji
pfi vyhodnocovani vysledki. Pti vyskytu delece cilové sekvence dojde k snizeni vysky piku a

pti duplikaci dojde naopak k jeho zvyseni [27, 28].

Jednotlivé kroky metody MLPA jsou zndzorné€ny na obrazku €. 8, kde modie jsou
znazornény PCR primery, erné jsou zobrazeny hybridiza¢ni sekvence a oranzové cilova DNA.
Zelen¢ znazornéné identifikacni sekvence maji rizné délky, podle nichz lze odlisit jednotlivé

produkty.
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1 — Denaturation; 2 — Hybridization

PCR primer sequence
PCR primer sequence
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4 — Amplification
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Obrazek 8: Jednotlivé kroky metody MLPA. Pievzato z: Zdroje obrazki [6].

3.6 Preventivni péce

Preventivni pé¢i u pacientd s Li-Fraumeniho syndromem komplikuje vyskyt
nadorovych onemocnéni jiz vraném détském véku a také slozitd vCasnd diagnostika
nejcastéj$ich typt nadoru [24]. Je znamo, které typy nadort se objevuji nejéastéji, avsak Li-
Fraumeniho syndrom vétSinou piekvapi naprosto necekanymi lokalizacemi a také rychlosti

vzniku nadort [19].

Vcéasna diagnostika a lécba nadorového onemocnéni rozhodujicim zplsobem
ovlivituje osud jedinci postizenych Li-Fraumeniho syndromem. Bohuzel ale rtiznorodost
nadort, které se u téchto pacientl vyskytuji, a také relativné nizky pocet postizenych jedinci,
resp. rodin zpusobuje, ze chybi jednozna¢né doporuceni efektivnich screeningovych metod,

které by umoznily spolehlivé odhalit vznik nadorového onemocnéni [18].

Navrhovand preventivni péce pro dospé€lé osoby je provadéni celotélového vySetteni
pomoci pozitronové emisni tomografie (PET) s vyuzitim magnetické rezonance pro detekci

nadort prsu a mozku. U déti je doporu¢ovana kombinace fyzikalniho vySetieni, laboratornich
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vySetieni, ultrazvuku bficha a magnetické rezonance mozku vcetné neurologickych kontrol

[16].

3.6.1 Doporuceni ke sledovani

Rodina, u které je diagnostikovan a genetickym testovanim potvrzen syndrom Li-
Fraumeni, je pozvana na dal$i konzultaci s klinickym genetikem. Rodinnym ¢lentim jsou znovu
vysvétleny zakladni informace o tomto onemocnéni a také moznosti prediktivniho testovani.
Dale jim jsou vysvétleny moznosti preventivni péce v ptipad€ pozitivniho vysledku testovani.
Zdirazinovéana je moznost zvysit pravdépodobnost ¢asného zachytu nadorového onemocnéni
pomoci téchto preventivnich screeningovych vysetieni a zlepsit tspésnost protinadorové 1écby

a dlouhodobé preziti, a to jak u déti, tak u dospé€lych [16, 17].

Navrh preventivni pé&e pro nosi¢e TP53 mutace v Ceské republice je nasledujici: Déti
jsou sledovéany na détské onkologii a doporucuje se u chlapcti samovySetfovani varlat kazdy
mesic, u dévcat samovySetrovani prsi kazdy mésic od véku 16 let. Déle se doporucuje fyzikalni
vySetfeni kazdych Sest mésicli, kde se hodnoti vyska, vaha, krevni tlak, na kazdé prohlidce
probiha vysSetfeni genitalu u chlapcii a klinické vysetfeni prst u divek, pficemz od 16 let véku
se provadi i1 ultrazvuk prsid. Nasledujici vySetfeni se provadi jedenkrat rocné. Jedna se
0 kompletni krevni obraz a kompletni analyzu mo¢i, ultrazvuk biicha se zaméfenim na ledviny,
nadledviny, jatra a pankreas, neurologické vysetieni a ocni vySetteni, které slouzi k vylouceni
nitrolebni hypertenze. Déle pak naptiklad v rodinach, ve kterych se vyskytuji nadory mozku
v détském veku, se roné provadi magnetickd rezonance mozku a pfi vyskytu sarkomil

mékkych tkani a kosti se provadi rocné celotélova magneticka rezonance.

Dospéli pacienti jsou sledovani onkology a dalSimi specialisty. Preventivné se provadi
fyzikalni vySetfeni po Sesti mésicich, hodnoti se krevni tlak, mo¢ a sediment, jedenkrat ro¢né
dermatologické vySetteni, ultrazvuk bficha a panve, krevni obraz a vySetieni moce.
Kolonoskopické vySetieni se doporucuje kazdé dva roky od 30 let véku nebo 10 let
pfed nejcastéjSim vyskytem nddoru kolorekta v rodin€. Od 20 let véku se rocné€ provadi test
na okultni krvaceni do stolice. Jednou za tfi roky od véku 35 let se doporucuje gastroskopické
vySetfeni. PET vySetfovani je v souc¢asné dobé doporucovano jednou ro¢né, ale jeho pouziti
U zdravych nosict je stale pfedmétem zkoumani. U Zen se dale doporucuje samovysSetteni prsu
kazdy mésic a klinické vySetieni prsti dvakrat roéné od 16 let véku. Od 20 let, nebo pii CastéjSim
vyskytu v rodiné i dfive, se provadi magneticka rezonance prst. Ultrazvuk prst se doporucuje

po Sesti mésicich a mamografie jako dopliiujici diagnostické vySetfeni. Gynekologické
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prohlidky jsou doporucovany vzdy po pil roce od 18 let véku Zeny, u muzl se pak doporucuje
samovysetfovani varlat kazdy mésic, vySetfeni varlat onkologem vzdy po roce a vysetfeni

prostaty urologem kazdy rok od dosazeného 40. roku.

Dalsi vySetfeni se provadi specificky v zavislosti na manifestaci v konkrétni rodiné.
Déle je tfeba si uvédomit, ze je nutné davat prednost takovym vysetifovacim metodam, které
nejsou na bazi ionizujicitho zafeni vzhledem k radiosenzitivité osob se zarode¢nou mutaci

v genu TP53 [16, 17].

3.7 Onemocnéni vyskytujici se u pacientu s Li-Fraumeniho syndromem
Pacienti s Li-Fraumeniho syndromem maji velmi vysoké riziko vzniku rtznych
nadorovych onemocnéni jiz v détském veéku. U déti se vyskytuji nejCastéji karcinomy
nadledvin, nadory mozku, leukémie, lymfomy a sarkomy. U dospélych se pak jedna predev§im
o nadory prsu, nadory mozku, sarkomy, kozni naddory, nadory zazivaciho traktu, gynekologické
nadory a dal$i. Nasledujici ¢ast prace proto bude vénovana piiblizeni nékterych z téchto
onemocnéni, jejich ptiznakim, moznostem 1é¢by a preventivniho sledovani. V nasledujicim
grafu ¢. 1 jsou znazornény nejcastéjsi typy nadorti u pacient s Li-Fraumeniho syndromem

s procentualnim vyjadienim Cetnosti vyskytu [16].

38



prani thaf (413)
mékké thané (205)
mozek (192)
nadledviny (162)
jiné (129)

kosti (129)

krevni (56)
kolorektum [43)
kiize (40)

plice (34)

nadory souvise|icl s vrozenymi mutaceml p53 (n)

% ze viech nadord (n= 1 485)

0 5 10 15 20 25 30 35

I 25

- 3,77
- 2.90
- 2,69
. 2.79

4 "
vajetniky (26) | RS =
saludek (19 1,28 3

(19) | I 5
ledviny (16) l 1,08 E

4 =
varlata (7) | 047 s

4 [ =
prostata (4) I 0,27 g
. 1 =
jtra (4) | 0,27 =

4 (]
hrtan (3) | 0,20 m

1 =
hlava a krk (2) | 0,13 g
mocovy meéchyt (1) | 0,07 ﬁ

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych typl nadorts mezi pacienty postizenymi Li-Fraumeniho syndromem. Pievzato z:

Zdroje obrazku [7].

3.7.1 Nadory nadledvin

Nador nadledvin je jednim z nejcastéjSich onemocnéni, které se u pacienti s Li-

Fraumeniho syndromem vyskytuje, a to predev§im u pacientd Vv détském veku. Zarodecné

wvr

mutace v genu TP53 zodpovidaji az za 50 — 100 % nadort nadledvin u déti [16].

Nadledviny jsou parovy organ, ktery se nachdzi na hornim pdlu obou ledvin. Jsou
tvofeny dvéma anatomicky i1 funkéné rozdilnymi tkanémi — klirou a dieni. Korova, zevni ¢ast
vylucuje hormony steroidni povahy, predevsim glukokortikoidy a mineralokortikoidy, v mensi
mife také estrogeny a androgeny. Dien nadledvin produkuje katecholaminy, tedy pfedevsSim

adrenalin a noradrenalin [29]. Nador diené nadledviny se nazyva feochromocytom a nador kiry
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nadledviny se nazyva adrenokortikalni karcinom. Dal§im nadorem nadledviny je neuroblastom,

ktery je typicky pro détsky veék [30, 31].

Vétsina téchto nadort je v dnesni dobé objevena jiz v pocatecnich stadiich na zakladé
projevit zvysené produkce nadledvinovych hormonii. Castymi piiznaky jsou rychle
progredujici znamky Cushingova syndromu, mezi které patii vznik obezity v oblasti bficha,
krku a obli¢eje, pfiemz konéetiny zistavaji $tihlé, vyskyt nafialovélych strii na kazi, bolest
svalll apod. DalSimi pfiznaky jsou vysoky krevni tlak, zvySena teplota, otoky dolnich koncetin
¢i rozvoj muzskych rysi u zen, jako je zhrubéni hlasu, hirsutismus, coz je zvySeny rist
ochlupeni u zen na mistech ochlupeni typickych pro muze, nebo vypadavani vlasu. Projevy
nadord hormondlné nesekrecnich byvaji nevyrazné a Casto se projevi az pocity nevolnosti,
zvracenim, tlakovymi bolestmi bficha ¢i bolestmi v zadech, které jsou zplisobeny ttlakem okoli

rozmérné nadorové tkané.

Jedinou G¢innou moznosti &by je kompletni chirurgické odstranéni nadorové tkané.
Jiné lécebné metody, jako je chemoterapie ¢i radioterapie, nevedou k uspokojivym vysledktiim.
Casné diagnostika onemocnéni je proto naprosto zasadni [30, 31]. Pacientim s mutaci TP53
genu, u kterych je pravdépodobnost vzniku tohoto nddori vysoka, se proto doporucuje
preventivné po tfech az ctyfech mésicich ultrazvuk bfisnich organti a pdnve, kompletni analyza

moci a krevni testy [16].

3.7.2 Nadory mozku
U pacientd s Li-Fraumeniho syndromem se nadory mozku vyskytuji velmi ¢asto, a to
jak u déti, tak u dospélych pacienti. Mutace v genu TP53 jsou zodpoveédné za 2 — 10 % détskych

nadord mozku [17].

Nadorova onemocnéni centrdlniho nervového systému jsou velmi rdznorodou
skupinou. Rozdélit je mizeme na primarni nadory, které vychdzeji piimo z centralniho
nervového systému, sekundarni nadory, tedy metastazy jiného naddoru, anebo nadory nepravé
neboli pseudotumory. Tyto pseudotumory makroskopicky pfipominaji nddory pravé, ale
na zaklad¢ mikroskopického rozboru je uptesnén jejich rizny pivod. MiiZe se jednat o absces,
uloZeni patologického materidlu nebo to mohou byt rizné progresivni zmény ¢i benigni 1éze.
NejcastéjSim mozkovym nadorem je gliom, ktery vznika z bunék podplrné mozkoveé tkané a

tvoii az 50 % vS$ech nadoru mozku.

Klinicke projevy mozkovych nadord zavisi predevsim na jejich lokalizaci, ale vétSina
pfiznakt je zpiisobena hlavné nitrolebni hypertenzi. ZvySeny nitrolebni tlak se pak projevuje
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bolestmi hlavy, pocitem nevolnosti a zvracenim, méstnanim na o¢nim pozadi, poruchami
psychiky a védomi. Dale muZze dochazet ke zménam chovani a psychiky, epileptickym
zachvatum, porucham hybnosti, fe¢i nebo obrné hlavovych nervii. Nadory v pokro¢ilém stadiu

pak zptisobuji otok mozku s tézkym neurologickym postizenim.

Nadory mozku jsou velmi riznorodou skupinou nadord, proto pfi volbé vhodné 1¢cby
je tieba zohlednit biologicky charakter nadoru, jeho velikosti a lokalizaci v mozku a také vek a
celkovy stav pacienta. Mezi zdkladni moZznosti terapie patii chirurgické odstranéni nadoru
S ptipadnou naslednou radioterapii a chemoterapii. Hlavnim cilem chirurgickych zakroku je
maximalni mozné odstranéni naddoru s jejich cytoredukci, coz je snizeni bunééné hmoty nadoru,
bez poskozeni okolnich ¢asti mozku diileZitych pro jeho spravnou funkci. To ¢asto komplikuje
skute¢nost, Ze tyto nadory vétSinou nejsou presné ohranicené a naddorové bunky proriistaji mezi
zdravymi. Navic nador ¢asto byva lokalizovan v blizkosti duilezitych nervovych struktur a drah,
jejichz poruSeni by mohlo vést k poruchdm hybnosti koncetin, poruchdm fteci ¢i vidéni.
Na planovani vhodné 1é¢by se podili cely tym specialisti, jehoZz soucasti je neurochirurg,

radioterapeut, onkolog, neuroradiolog, neurolog a neuropatolog [32, 33].

Vzhledem k zavaznosti mozkovych nadoru je velmi dilezita jejich véasna diagnostika.
Osobam s mutaci genu TP53, u kterych je pravdépodobnost vzniku mozkovych nadori vysoka,
je doporucovana preventivni magnetickd rezonance mozku vzdy po roce a u déti navic rocné

o¢ni vysetfeni k vylouéeni nitrolebni hypertenze [16].

3.7.3 Leukémie

V piipad¢ leukémie se nejedna pouze o jedno onemocnéni, ale skupinu nemoci
S riznou prognozou. Projevuji se poruchou funkce kostni dfené, a to konkrétné zmnozenim
ur¢itych skupin bilych krvinek v kostni dfeni a vétSinou i v krvi. Jedna se o onemocnéni
zhoubné povahy, 1 kdyZ rizné typy leukémii se i1 timto 1i$i. N&které typy leukémie jsou malo
zhoubné, jiné naopak vysoce agresivni. Zhoubnost leukémii spoc¢iva v nedostatecné funkci
imunitniho systému. Zmnozené bilé krvinky nevykonavaji svou obrannou funkci a naopak

utlacuji zdravé krvetvorné i jiné bunky v lidském téle [34].

Leukémie mizeme rozdé&lit na akutni a chronické. Akutni leukémie probihaji vétSinou
rychle a nelé€ené mohou zptlisobit smrt nemocného béhem dnli nebo tydnt od svého vzniku,
zatimco chronické formy maji pomaly a postupny prib¢h a nemocny miize zit i mésice az roky
bez 1éCby, nez je nemoc rozpoznana. Dale leukémie délime podle skupin bilych krvinek,

ze kterych vznikaji. Pokud nemoc postihuje tvorbu monocyti nebo granulocytt, jedna se
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0 leukémii myeloidni, a pokud postihuje tvorbu lymfocytt, je to leukémie lymfaticka.
Kone¢nym vysledkem déleni jsou pak tedy ¢tyfi hlavni skupiny, a to akutni myeloidni leukémie
(AML), akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), chronickd myeloidni leukémie (CML) a
chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) [34].

Klinické projevy leukémii odpovidaji zménam v krevnim obrazu. ZmnoZeni
rakovinnych bilych krvinek zpasobuje sniZzeni poctu zdravych bilych krvinek, Cervenych
krvinek 1 krevnich desticek. Anémie neboli chudokrevnost je stav, kdy je sniZen pocet
cervenych krvinek (erytrocyt) nebo mnozstvi ¢erveného krevniho barviva hemoglobinu, a
zpusobuje celkové pocity unavy a slabosti, ztratu télesné vykonnosti, nemocni se pii namaze
zadychavaji a snadno se unavi. Trombocytopenie neboli snizeny pocet krevnich destic¢ek v Krvi
zpusobuje zvySenou krvacivost. Nejcasteji se jednd o krvaceni z nosu, dasni, kozni teckovité a
splyvavé krvaceni. Dale se v krevnim obraze miuze vyskytovat neutropenie, coz je nedostatek
urcité skupiny bilych krvinek — neutrofilii, a zptisobuje slabost, inavu a nachylnost k infekcim,
nebot’ je snizena obranyschopnost organismu. Zmnozeni rakovinnych bilych krvinek muze
zpusobit také to, ze se tyto krvinky hromadi v riznych orgédnech, které se zvétsuji. Proto jako
dalsi ptiznaky se mohou objevovat zvétSené uzliny, a to naptiklad na krku, v podpazdi nebo
v tiislech. Dale se mize objevovat takzvana hepatoslenomegalie, coz je zvétseni jater a sleziny.
Velmi ¢asto objevuji také bolesti koncetin a patete, horecky nad 38°C, zvySené nocni poceni a
vahovy ubytek, ktery dosahl vice nez 10 % hmotnosti za poslednich Sest mésicti. Na obrazku
¢.9 je zobrazen vak sleukemickymi buiikami. Z tohoto obrazku je patrné, ze zmnozené

rakovinné bilé krvinky zpiasobuji velké snizeni po¢tu zdravych krevnich bunék [34, 35, 36].

L L T B L R R

Obrazek 9: Vak s leukemickymi bufikami po jejich odbé&ru z krve metodou tzv. leukaferézy. Silna bila vrstva
mezi Cervenou vrstvou (Cervené krvinky) a zlutou vrstvou (krevni plasma) piedstavuje masu
leukemickych bilych krvinek. Pievzato z: Zdroje obrazku [8].
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Pro stanoveni diagnézy leukémie je zapotiebi provést laboratorni vySeteni vzorku
krve — krevni obraz a vySetfeni krve na pritokovém cytometru, ktery je schopen detekovat
typické povrchové znaky naddorovych bunck leukémii. Déle se provadi vySetfeni kostni dfenc,
jejiz vzorek se odebira nejcastéji z lopaty kosti ky€elni nebo z kosti hrudni, a ultrazvukové
vySetieni, diky kterému mulzeme posoudit stav jater, sleziny, uzlin a dalSich organd, které

mohou byt pii onemocnéni leukémii poskozeny [34].

V piipad¢ leukémii se jedna o velmi rtiznorodou skupinu onemocnéni, a proto i
pfi volbé vhodné 1écby zalezi na mnoha riiznych faktorech. Obecné Ize fici, ze v soucasné dobé
uz je toto onemocnéni dobfte 1éCitelné a Casto 1 plné vylécitelné. V nékterych piipadech, jako
jsou napiiklad ¢asna stadia chronické lymfocytarni leukémie, jsou pacienti pouze pravidelné
sledovani a vétSinou nevyzaduji terapii. Zakladem lécby zejména akutnich leukémii je
chemoterapie. Jejim principem je podavani cytostatik, coz jsou syntetické 1éky zastavujici
bunécny rast. Tyto latky, podavané ve formé tablet, nitrozilnich injekci nebo infuzi, se dostavaji
krevnim obéhem do tkani, kde ni¢i nadorové buiiky. Cytostatika, kterd se pii chemoterapii
pouzivaji, ale bohuzel nejsou specifickd pouze pro nadorové buiiky a poskozuji 1 buiiky zdravé,
coz se muze projevit celou fadou nezadoucich ucinkd, jako je zvraceni, prijmy, vypadavani
vlast, poskozeni sliznic, infekéni komplikace, poskozeni krvetvorby a dal§i. Cilem
chemoterapie je tedy znicit populace nadorovych bunék v téle pacienta za cenu co nejmensiho

poskozeni zdravych tkani.

Chemoterapie se navic ¢asto kombinuje s 1éky, které nejsou chemoterapeutiky. Jedna
se o takzvané biologické léky, které jsou vyznamnou soucésti 1écby chronickych leukémii.
Vyznamnym protinadorovym lékem k 1écb& CLL se v 60. letech 20. stoleti stal chlorambucil,
ktery poSkozuje DNA bunék, jez se poté nemohou délit. Dalsi skupinou protinddorovych
preparati jsou monoklondlni protilatky. Ty jsou schopné pisobit cilené na naddorovou buiitku a
zpusobit jeji zanik bud’ samostatné anebo v kombinaci s chemoterapeutiky. Mechanismus
ucinku je nasledujici: navodi cytolyzu prostfednictvim aktivace komplementu, aktivuji
cytotoxicitu zavislou na protilatce a souCasné¢ indukuji apoptdézu. Do této skupiny patii
protilatka rituximab ¢i ofatumumab. Dal$i moznosti 1é¢by jsou transplantace kostni diené. Pied
samotnou transplantaci je pouZita intenzivni a agresivni chemoterapie, kterd Upln€ znici
krvetvorbu pacienta. Nasledné je krvetvorna tkan darce prevedena formou nitrozilni infuze
pacientovi, kde krvetvorbu obnovi. Kromé takzvanych kurativnich 1é€ebnych postupti, jejichz

cilem je nemoc vylécit, existuji i postupy paliativni, jejichz snahou je zlepSit kvalitu zivota a
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prodlouzit jej v pfipad€, Ze nemoc neni mozné vylécit uplné. Dale existuji symptomatické

1é¢ebné postupy, které 1é¢i pouze ptiznaky nemoci [34, 36].

3.7.4 Nadory prsu

Karcinom prsu je u zen nejcastéjsi malignitou a podle Gdaji z roku 2005 predstavuje
v Ceské republice 21 % vsech nadorii. V soucasné dobé primémé u jedné z deviti Zen bude
Vv prub¢hu jejiho zivota diagnostikovan karcinom prsu a jedna ze tficeti zen na tuto chorobu
zemfe. Incidence karcinomu prsu ale stale meziro¢né stoupa a stoupa také s vékem potencialni
pacientky. Nadory prsu jsou velmi riiznorodé a na jejich vzniku se podili mnoho na sobé¢
nezavislych faktori, coz vede k nevyzpytatelnému biologickému chovani. Karcinom prsu je
totiz schopen recidivovat (vracet se) i po dlouholetém obdobi remise, tedy vymizeni ptiznakii

a projevi onemocnéni [37, 38].

Karcinom prsu mize byt dlouhou dobu bez zjevnych a vyraznych ptiznaki, pficemz
lokalni pfiznaky si mize kazdé Zena odhalit sama pii pravidelném samovySetfovani prsu. Jsou
to napi. zména tvaru a velikosti prsu, zména tvaru bradavky, ekzém bradavky, vytok
z bradavky, zména charakteru ktize prsu, bolesti prsu nebo hmatna bulka v prsu nebo v podpazi.
Celkové ptiznaky vyplyvaji az z pfitomnosti metastdz a patii sem bolesti v kostech,

nechutenstvi, hubnuti, teploty nebo dusnost [37].

Ke stanoveni diagnozy je, stejné jako u jinych tumort, dilezitd podrobna rodinna i
osobni anamnéza a dale fyzikalni vySetieni pohledem a pohmatem. V piipad¢, ze je hmatna
rezistence, urci se jeji velikost, konzistence a pohyblivost proti spodiné a kizi. Pohmatem se
zéaroven vySetiuji 1 uzliny v podpazi, nadklicku a na krku. Nekteré nélezy ovSem nejsou timto
fyzikalnim vySetienim zjistitelné, proto dal$i nezbytnou soucasti vySetfeni jsou zobrazovaci
metody, pfedev§im mamografie. Mamografie je rentgenologické vySetfeni mékkym zafenim,
jehoz cilem je vyhledat nehmatnou patologickou zménu a stanovit jeji velikost a vztah
k okolnim strukturam. Pod kontrolou mamografu Ize také provést odbér tkané
na histopatologické vySetfeni. Ze zobrazovacich metod se dale vyuziva ultrasonografické
vySetieni, které se vyuziva jako doplikové vysetfeni predevsim u mladych zen s hmatnou
rezistenci, kde muze byt mamografie nepiehlednd, diale magnetickd rezonance nebo
pozitronova emisni tomografie (PET), kterd mutZe odliSit nenddorovy plvod rezistence
od nadorového. Po zhodnoceni stavu nemocného a pied stanovenim terapie je nutné provést
jesté biochemické vySetieni, jehoZ soucasti je stanoveni nddorovych markert. Ty se vySetiuji

opakované ke sledovani pribchu 1écby a i po jejim ukonceni ke stanoveni mozné progrese
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onemocnéni. Pfed planovanym chirurgickym zékrokem se jeSt€¢ provadi hematologické

vysetteni, které zhodnoti stav krvetvorby [37].

Lécebna strategie je urcovana podle klinického stadia nemoci a podle prognostickych
faktorii, mezi které patii naptiklad velikost tumoru, jeho histologicky typ a stupen diferenciace,
stav hormonalnich receptort a dalsi. BohuZel ale ani podle téchto faktorii nelze presné vyclenit
skupiny pacientek, které by byly 1éCeny stejnym zpiisobem. V 1€€bé nadoru prsu se pouzivaji
vSechny 1écebné metody typické pro nddorova onemocnéni, mezi které patii chirurgicky vykon,
radioterapie, chemoterapie ¢i hormonalni terapie. Chirurgicka 1écba je jednim ze zékladnich
1écebnych postupd. V soucasné dobé je snaha nahrazovat radikalni operacni vykony
(mastektomie) konzervativnimi operaénimi technikami, jejichZ cilem je krom¢ histologické
verifikace neboli ovéfeni stavu tkdné a odstranéni tumoru predev§im piijatelny kosmeticky
efekt pro pacientku a minimalizovani vyskytu lokalni recidivy nemoci. Mastektomie je
takzvany sanacni vykon, jehoz cilem je odstranéni prsu s koznim krytem a ¢asti velkého prsniho
svalu. Tento zakrok je velice individuélni a nestandardni a provadi se uz jen ojedin¢le. Indikaci
pro tento zékrok je krvaceni, siln¢ zapéachajici tumory, syndrom mizejiciho prsu v naddoru a
podobné. Na stanoveni spravného 1é¢ebného postupu se podili cely tym specialistti, do kterého
patii Iékafi hodnotici zobrazovaci metody, patolog, klinicky onkolog, radioterapeut a chirurg.
Od samého pocatku 1écby by meéla byt zajisténa také rehabilitace a psychosocidlni péce

[37, 38, 39].
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4 ZAVER
Cilem této bakalaiské prace bylo z genetického, klinického a lékaiského hlediska

definovat problematiku genu TP53 a onemocnéni vazajici se k mutacim v tomto genu, tzv. Li-

Fraumeniho syndrom.

Gen TP53 je oznacovan jako ,straZzce genomu®, a to predev§sim kvuli jeho roli
V ochran¢ organismu proti vzniku nadorovych onemocnéni. Tento gen ma schopnost navodit
apoptozu bunék, které jsou pro télo nezadouci nebo nebezpeéné. Gen TP53 dokaze i pozastavit
bunécny cyklus, ¢imz poskytne reparacnim mechanismim ¢as potfebny na opravy poskozené
DNA. Mutace vtomto genu zpusobuji Li-Fraumeniho syndrom, coz je onemocnéni

s autosomalné dominantni dédi¢nosti.

Krom¢ zarode¢nych mutaci genu TP53 se na vzniku Li-Fraumeniho syndromu mohou
podilet i mutace v genu CHEK2, jehoz funkce spociva v reparaci DNA, regulaci buné¢ného
cyklu a programované bunééné smrti — apoptozy. Dalsi moznou ptic¢inou tohoto syndromu jsou
mutace nové vzniklé, tzv. de novo mutace genu TP53. Tyto mutace nové vznikaji u daného

jedince a ani jeden z rodict je ve svém genetickém materialu nema.

U Li-Fraumeniho syndromu rozliSujeme dvé formy tohoto onemocnéni. Jednou z nich
je klasicka forma Li-Fraumeniho syndromu a druhou je Li-Fraumeni like syndrom, ktery nema

nckteré znaky klasické formy onemocnéni.

Genetické testovani pacientll s podezienim na Li-Fraumeniho syndrom by se mélo
provadét u vSech déti s nddorem nadledviny, kdy je pravdépodobnost nalezeni mutace genu
TP53 az 80%, dale u nadorti choroidalniho plexu, coz je husté prokrvena ¢ast mozku, ktera
tvoii mozkomisni mok, u kostnich nadorti neboli osteosarkomt a rhabdomyosarkomti neboli
nadorl pfi¢né pruhovaného svalstva. Toto testovani musi byt indikovano klinickym genetikem
po provedeni genetického poradenstvi a po podepsani informovaného souhlasu. U rizikovych
rodin se provadi také genetické testovani CHEK2 genu, ackoli jeho vyznam v etiologii Li-
Fraumeniho syndromu je zatim nejasny. Prediktivni neboli presymptomatické testovani mutaci
genu TP53 je v Ceské republice mozno provadét aZ osobam star$im 18 let, a to predevsim kvili
tomu, Ze neni mozné rizikovym osobam v détském veéku nabidnout u¢innou prevenci a kvli
riziku mozného poskozeni ditéte a jeho rodiny diagn6zou tak zavazného syndromu. Do té doby

je vSem rizikovym détem doporucovano preventivni sledovani.
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Vcasnd diagnostika a 1é€ba nadorového onemocnéni zdsadnim zplsobem ovliviiuje
osud jedincti s Li-Fraumeniho syndromem, ale bohuzel chybi jednozna¢né doporuceni
efektivnich screeningovych metod, které by umoznily spolehlivé odhalit vznik nadorového
onemocnéni. Je tomu tak piedevsim kvuli velké riznorodosti nadord, které se u téchto pacienti
vyskytuji, a také kvili relativné nizkému poctu postizenych jedinct, resp. rodin. Je znamo, které
typy nadorti se objevuji nejcastéji, avsak u pacientti s Li-Fraumeniho syndromem vétSinou
prekvapi naprosto ne¢ekanymi lokalizacemi a také rychlosti vzniku nadord, a proto navrhnout
spolehlivou preventivni péci je velice komplikované. Navrhovana preventivni péce pro dospélé
osoby je provadéni celotélového vySetieni pomoci pozitronové emisni tomografie s vyuzitim
celotélové magnetické rezonance pro detekci nadord prsu a mozku. U déti se doporucuje
kombinace fyzikdlniho vySetfeni, laboratornich vysSetieni, ultrazvuku bficha a magnetické

rezonance mozku véetné neurologickych kontrol.
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