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Navod k pouziti TOP2A/CEP17

Umisténi sondy na chromozému
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LSI TOP2A FISH kit je uréen k vySetfeni amplifikace/delece genu TOP2A pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) v lidské
nadorové tkani. LSI TOP2A FISH kit obsahuje dvé pfimo znacené fluorescencni sondy v hybridizaénim pufru. TOP2A préba je
znacena fluorochromem Orange a pokryva oblast genu 17q12-q22. Centromericka (alfasatelitni) proba CEP17 je znacena
fluorochromem Green a hybridizuje k tseku 17p11.1-17g11.1.

Enzymova aktivita topoizomeraz se uplatiiuje zejména pfi organizaci tercialni struktury DNA. Molekula DNA je v jadfe bufky
ukotvena na proteiny nuklearni matrix, mezi nimiz se diky dalSimu vinuti (torzi) vytvafi tercialni DNA struktura zvana nadSroubovice
(superhelix). Nema-li se torze nad$roubovice DNA neustale stupriovat az do zlomu DNA fetézce, musi byt v burice pfitomny
mechanismus schopny pnuti v DNA nadSroubovici uvolnit. Tuto funkci — katalyzovat zmény topologie DNA nadSroubovice — maji
jaderné enzymy DNA topoizomerazy, pficemz DNA topoizomerazy |l jsou pfimo soucasti nuklearni matrix. DNA topoizomerazy I
jsou v burice nutné k zajisténi replikace, transkripce, ale i segregace ¢i kondenzace chromozému. Z tohoto divodu je zvySena

exprese TOP2A (Topoll0l) zaznamenavana v S, G2 a M fazich buné&cného cyklu. Lidska topoizomeraza Il se vyskytuje ve dvou

vysoce homolognich izoformach — izoformé o (170 kDa) a izoformé oL (180kDa). Topoizomeréza |l je cilovou molekulou pro Ffadu
cytostatik, takzvanych topoll inhibitor(.

ZvySené mnozstvi topoizomerazy dané amplifikaci TOP2A genu disponuje nadorové buriky k vysSi citlivosti na topoll inhibitory
(naptiklad antracykliny). Toto vySetieni tak mGze ovlivnit vybér protinadorové Ié¢by u karcinomu prsu. Vétsina inhibitorti DNA
topoizomeraz se sou€asné vaze na DNA fetézce a molekulu DNA topoizomerazy za vzniku stabilniho komplexu, €imz jsou
stabilizovany zlomy v DNA Fetézcich, je zabranéno opétovné ligaci roz§tépenych DNA vlaken a indukuji se DNA reparaéni
mechanismy nebo apoptéza. Oba procesy bézi pfes celou $kalu signalnich drah. Nej¢astéji studovana je v8ak draha
onkosupresoru p53 a/nebo jeho nasledného efektoru proteinu p21WAF1/CIP1.

Udava se, Ze asi u 50% nadorl prsu s amplifikaci Her-2/neu genu dochazi taktéz k amplifikaci TOP2A. Tyto pacientky jsou citlivéjsi

k 1&é¢bé inhibitory topoizomerazy I, a to je hlavni divod preferenéni citlivosti nemocnych s amplifikaci Her2/neu na antracyklinové
rezimy.

Pro odliseni pravé amplifikace genu TOP2A od polyzomie chromozému 17 Ize pouzit smés pfimo znacenych sond LS| TOP2A
(Orange) a CEP 17 (Green).

Vysledky FISH

Za normalnich okolnosti pozorujeme v bunce dva oranzové signaly TOP2A (Obr.1a) a dva signaly zelené na centromere
chromozomu 17 , pfi amplifikaci genu pozorujeme vét$i mnozstvi oranzovych signala (Obr.1b).
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Obr. 1: Stanoveni poctu kopii genu TOP2A a sou¢asného poctu kopii chromozému 17 na parafinovych fezech.
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O CEP17
a) Dvé kopie genu TOP2A i chromozému 17 v nadorovych bunkach (fyziologicky nalez).
b) Normalni poc¢et chromozému 17, vy$Si pocet kopii genu TOP2A (amplifikace).
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