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Popis sondy

LSI EGFR FISH kit je ur€en ke stanoveni statusu genu EGFR pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH) v lidské nadorové
tkani.

EGFR FISH kit je certifikovan pro pouZiti jako in vitro diagnostikum.

EGFR FISH kit obsahuje dvé pfimo znacené fluorescenéni sondy v hybridizanim pufru: LS| EGFR a centromerickou sondu pro
chromozém 7 (CEP7), uréenou k enumeraci chromozému 7 a odliSeni pravé amplifikace od polyzomie. EGFR proéba je znacena
fluorochromem Orange, centromericka (alfasatelitni) proba CEP7 je zna¢ena fluorochromem Green.

Gen EGFR je lokalizovan na chromozému 7 v oblasti 7p12 a kdduje transmembranovy receptor pro epidermalni rastovy faktor
(EGFR, HER1, erbB-1). Protein EGFR je jednim ze ¢tyf znamych ¢lend erbB rodiny tyrozinkinazovych receptor(, do které radime
také HER2, HER3 a HER4. Tyto receptory se skladaji z extracelularni domény, obsahujici dvé na cystein bohaté oblasti, ktera
slouzi pro vazbu ligandu, transmembranové lipofilni domény a intracelularni, cytoplazmatické domény, ktera vykazuje
tyrozinkindzovou aktivitu. Pfirozenym aktivacnim ligandem je napfiklad epidermalni rdstovy faktor (EGF), transformujici rlstovy
faktor alfa, ,heparin-binding EGF-like“ ristovy faktor.

EGFR hraje dulezitou roli v regulaci bunééného cyklu, bunééné proliferace, diferenciace a bunééného prezivani epidermailnich
tkani. Receptor je aktivovan vazbou ligandu, po které dochazi k homodimerizaci dvou extracelularnich domén nebo k
heterodimerizaci EGFR s jinym ze ¢len(l erbB rodiny. Tato dimerizace vede k autofosforylaci tyrozinovych zbytk( na C-konci
intracelularni tyrozinkinazové domény. Tato fosforylace spousti intracelularni signaini drahy. Dvé z nejdulezitéjSich jsou
Ras/Raf/MAPK draha, jejiz aktivace zvySuje proliferacni aktivitu buriky a signalni draha PI3K/Akt. Exprese EGFR je pfisné
regulovana, zvyseni aktivity mize vést k progresi bunééného cyklu, urychleni bunééné proliferace, nadorového ristu, diferenciace
a angiogeneze, snizeni citlivosti nadorovych bunék k cytotoxické 1é€bé a radioterapii. Mechanismy zvySujici aktivitu EGFR jsou
overexprese genu, zvySena aktivace receptoru zvySenou koncentraci ligandu, amplifikace EGFR1, aktivani mutace nebo ztrata
intracelularnich regulaénich mechanizmu. Overexprese a amplifikace EGFR se vyskytuje u kolorektalnich karcinom(,
epidermalnich nadorud hlavy a krku, karcinomtd pankreatu, nemalobuné&nych typt bronchogenniho karcinomu, karcinomu ledviny,
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karcinomu prsu, karcinomu vajec¢niku, karcinomu mocového méchyfe, ale i u nadord neepitelialniho ptvodu, jako jsou napf. gliomy.
Pro praxi je vyznamné, ze exprese EGFR s progresi nadorud spiSe narlsta. Tyto nadory jsou charakterizovany zvySenou
agresivitou onemocnéni, hor§im prezitim, rozvojem vzdalenych metastaz &i hor§im stupném nadorové diferenciace.

Vysledky FISH

Za normalnich okolnosti pozorujeme v burice dva oranzové signaly (EGFR) a dva zelené signaly (chromozém 7) (Obr. 1a). Na
obrazku 1b Ize pozorovat polyploidii chromozému 7 doprovazenou vy$Sim poctem kopii genu EGFR (nepravou amplifikaci). Pravou
amplifikaci tedy vySSi pocet kopii genu EGFR s normalnim poctem chromozému 7 Ize sledovat na obr. 1c.

la 1b 1c

Obr. 1. Stanoveni poctu kopii genu EGFR a sou¢asného poctu kopii chromozému 7 na parafinovych fezech.
® ccrr

O CEP7

1a) Dvé kopie genu EGFR i chromozému 7 v nadorovych bunkach (fyziologicky nalez).

1b) Polyploidie chromozému 7 je doprovazena vys$§im poctem kopii genu EGFR (neprava amplifikace).

1¢) Normalni po€et chromozdmu 7, vySSi pocet kopii genu EGFR (prava amplifikace).
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