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ABSTRAKT

Uvod: Délozni myomy jsou nejéast&jsim benignim onemocnéni zenského pohlavniho traktu
s vrcholem vyskytu ve ¢tvrtém a patém decenniu. Etiopatogeneza déloznich myomu zistava i
v soucasné dob¢ z velké ¢asti neobjasnéna. Nesporny podil na vzniku déloznich myomt maji
faktory genetické. Byla identifikovana fada gend, jejichZ mutace jsou popisovany u urcitého
procenta pacientek s délozni myomatdzou. Jednim z kandidatskych genli je 1 gen pro
fumarathydratazu (FH). Heterozygotni germindlni mutace tohoto genu zpiisobuji dva dédi¢né
syndromy: Multiple smooth muscle tumors of the skin and uterus (MCUL1)/ Hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome (HLRCC) charakterizované familiarnim
vyskytem kozni leiomyomat6zy, déloznich myomii mezi 20-30 rokem Zzivota a renalnim
papilarnim karcinomem. Cilem nasi prace bylo identifikovat frekvenci vyskytu mutaci FH u

mladych pacientek se sporadickymi déloZnimi myomy.

Metodika: Do studie byly zatazeny pacientky s déloznimi myomy diagnostikovanymi do 30
let véku, jako kontrolni skupina slouzil soubor pacientek do 30 let sabsenci déloznich
myomil. V lymfocytech izolovanych z periferni krve pacientek byla stanovena aktivita
fumarathydratazy (fumardzy) a kontrolntho enzymu citratsyntdzy a byla porovnana
s kontrolnim souborem. Nasledn¢ byla provedena mutac¢ni analyza genu FH. Déle bylo

provedeno méteni aktivity a mnozstvi fumarathydratazy ve tkani leilomyomti.

Vysledky: U 14 pacientek (34,1 %) ze souboru (n=41) byla nalezena snizena aktivita
fumaréazy na 2-50 % kontrolnich hodnot. Po DNA analyze se vSak heterozygotni mutaci FH
podatilo prokazat jen u 2 pacientek (4,9 %). V jednom piipad¢ se jednalo o jiz dfive popsanou
mutaci ¢.584T>C a u druhé pacientky jsme identifikovali novou mutaci ¢.892G>C. Ob¢
pacientky zdédily mutace FH od svych matek, u kterych také doSlo k rozvoji déloznich
myomu okolo 30. roku zivota. Ve vzorcich myomové tkané (n=22) byla v jednom ptipade
prokazana vyraznd redukce aktivity 1 mnozstvi fumardzy, mutace FH nebyla vSak u této

pacientky identifikovana.

Souhrn: Nasi praci jsme prokazali, ze vyskyt mutaci FH je u sporadickych myomu relativné

nizky.

Kli¢ova slova: délozni myom, leiomyom, fumarathydrataza, fumaraza, gen FH



ABSTRACT

Introduction: Uterine fibroids are the most common benign tumours of female genital tract
with the peak incidence in the 4™ and 5™ decennium. The actiology of uterine fibroids still
remains poorly understood. Genetic factors play undisputed role in the onset of uterine
fibroids. Up to date numerous gene mutations were identified in certain percentage of patients
with uterine fibroids. One of the candidate genes is Fumarate hydratase gene (FH).
Heterozygous germiline mutations of FH cause two hereditary syndromes: Multiple smooth
muscle tumours of the skin and uterus (MCULL1)/ Hereditary leiomyomatosis and renal cell
cancer syndrome (HLRCC) characterised by leiomyomata of the skin, early onset uterine
fibroids between 20-30 years of age and renal papillary carcinoma. The aim of our thesis was
to identify the frequency of FH mutations in patients with early onset sporadic uterine

fibroids.

Methods: Patients with the diagnosis of uterine fibroids up to the age of 30 years were
enrolled in the study. Control group consisted of patients with absence of uterine fibroids.
Activities of Fumarate hydratase and control protein Citrate synthase were measured in
lymphocytes and compared to the results obtained from the healthy controls. Mutation
analysis of FH gene was performed. Activity of Fumarate hydratase and its amount was

determined also in the leiomyomata tissue.

Results: 14 patients out of 41 (34.1 %) showed reduced activity of Fumarate hydratase to 2-
50 % measured in the control group. Heterozygous mutations in the FH were, however,
identified only in two patients (4.9 %). In one case the mutation ¢.584T>C was previously
described and in the other case the mutation c.892G>C was newly identified. Both the
patients inherited the mutations from their mothers who also developed uterine fibroids
around 30 years of age. In the leiomyoma tissue samples (n=22) one case of reduced activity
and amount of Fumarate hydratase was recorded. This patient was not identified as FH

mutation carrier.

Conclusion: Our data show that the frequency of FH mutations in patients with sporadic

fibroids is relatively low.

Key words: uterine fibroid, leiomyoma, Fumarate hydratase, Fumarase, FH gene
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMPK
bcl-2

bp

CS
COC
COMT
CT
EGF
FGF

FH
GnRHA
HIF
HLRCC
IGF

LUAO

MCULI1
MHz
MRgFUS
MRI

p53

PDGF

AMP-aktivovana protein kindza (AMP-activated protein kinase)
B-cell lymfoma-2

par bazi (base pair)

citratsyntaza

kombinovana peroralni kontracepce
katechol-O-methyltransferaza

pocitacova tomografie (Computer tomography)
epidermalni ristovy faktor (Epidermal growth factor)
rustovy faktor fibroblasta (Fibroblast growth factor)

gen pro fumarathydratazu

agonisté gonadoliberinu

Hypoxia inducible factors

Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome
Insuline-like growth factor

laparoskopickd okluze uterinnich arterii (Laparoscopic uterine artery

occlusion)
Multiple smooth muscle tumors of the skin and uterus
megahertz
magnetickou rezonanci vedeny fokusovany ultrazvuk
magnetickd rezonance (Magnetic resonance imaging)
protein 53

rustovy faktor z destiek (Platelet derived growth factor)



RFA radiofrekvenci ablace myomu

STUMP hladkosvalovy nddor nejistého maligniho potencidlu (Smooth muscle tumor of

uncertain malignant potential)

TGF-B transformujici rastovy faktor (Transforming growth factor)

TNF tumor nekrotizujici faktor (Tumor necrosis factor)

UAE embolizace déloZznich tepen (Uterine artery embolization)

UPA ulipristal acetat

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor (Vascular endothelial growth factor)
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Kapitola 1:

UVOD DO PROBLEMATIKY
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1 UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 DéloZni myomy
1.1.1 Deskripce, incidence

Dé&loZzni myomy jsou benigni, monoklonalni tumory vychdzejici z hladké svaloviny
myometria. Ve tkdni myomi se vyskytuje velké mnozstvi extracelularni matrix obsahujici

kolagen (nejhojnéji zastoupen typ I a III), fibronektin a proteoglykany (Parker, 2008).

Délozni myom je nej€astéjSim nezhoubnym nadorem v oblasti Zenského genitalniho
traktu. 1 pfes vysoky vyskyt je obtizné stanovit pfesnou incidenci tohoto onemocnéni
vzhledem k tomu, Ze fada dé€loznich myomu je asymptomaticka (Holub/I, 2009; Parker,
2008). Symptomy jsou piitomny jen u 25 % pacientek a frekvence vyskytu je udavana mezi
30-40 % pacientek ve 4. decenniu (Okolo, 2008). Skutecny vyskyt déloznich myomt je vSak
vys$$i. V praci zkoumajici histopatologické néalezy u 100 pacientek, které podstoupily
hysterektomii z jakékoliv indikace, byly délozni myomy popsany v 77 % piipadi. Rada takto
popsanych myomua byla vSak drobna, velikosti okolo 2 mm. Vzhledem k Casté absenci
symptomu a limitacim zobrazovacich metod je tedy vyskyt déloznich myomt podhodnocen

(Parker, 2008).

Incidence déloznich myomt se 1i$i dle rasové ptisluSnosti. U Cerné rasy je incidence
déloznich myomi signifikantné vys$i v porovnani s béloSskou populaci. U Zen Cerné pleti je
také zaznamendvan niz$i veék vyskytu symptomi jakozto i niz$i vk, ve kterém pacientky

podstoupily hysterektomii (Holub/I, 2009).

1.1.2 Klasifikace, histopatologie

Délozni myomy lze dle vztahu k vrstvdm d€lozni stény rozli§it na submukodzni,

intramuralni a subserdzni.

NejcastéjsSim typem jsou myomy intramuralni, lokalizované ve sténé délozni. Rlstem
vytvaii myomy masu narusujici vnitini ¢i vnéj$i povrch délohy, coz, zejména v piipadé

objemnych myoma mtize ztézovat jejich anatomickou klasifikaci.

Submukézni myomy jsou lokalizovany v tésn€ blizkosti endometria a tvoii 5-10 %

déloznich myomt. Tento typ myomul je Casto provazen klinickymi symptomy, zejména
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abnormalnim déloznim krvacenim. Zvlastnim typem je takzvany myom pendulujici ¢i

intrakavitalni.

Subser6zni myomy jsou lokalizovany pod peritoneem kryjicim povrch délohy. I v této
podskupiné se mohou vyskytovat pendulujici myomy, u nichz existuje riziko torze a nasledné
nekrozy. Pii rastu do peritonedlni dutiny mohou myomy ptisobit Gtlak okolnich organi. Pti
ristu lateralné mezi listy plica lata hovofime o tzv. intraligamentdznich myomech (McLucas,

2008).

Obr. 1.: Anatomicka klasifikace deéloznich myomii

Schematické znazornéni typii myomi: a=subserozni myomy, b=intramuralni myomy,
c=submukozni  myomy, d=pendulujici  submukozni myom, e=myoma  nascens,

[f=intraligamentozni myom. Prevzato a upraveno (zdroj wikipedia.org).

Dle klasifikace WHO se histopatologicky leiomyocelularni nadory dé€li na leiomyom,
hladkosvalovy nador nejistétho maligniho potencidlu (STUMP) a leiomyosarkom.
Pfevazujicim typem je benigni leiomyom, ktery lze rozdé€lit na nékolik histologickych a
ristovych variant, které zahrnuji naptiklad mitoticky aktivni leiomyom, celularni leiomyom,
atypicky leiomyom ¢i myxoidni leiomyom. Tyto varianty mohou na mikroskopické trovni

napodobovat ur¢itymi rysy nadory maligni a je tedy nutno je spravné diagnostikovat.

Nadory nejistého biologického chovani a Ileiomyosarkomy jsou vzéacné.

Leiomyosarkomy ptedstavuji pouze 1% malignich nadort délohy.

13



Kritérii pro hodnoceni biologické povahy nadoru jsou stupenn jadernych atypii,

mitoticky index, pfitomnost a typ nekrozy a vztah nadoru k okoli (Dundr, 2009).

1.1.3 Symptomatika, diagnostika, terapie

Vice nez 50 % deloznich myomt je asymptomatickych. U zbyvajicich zen mohou byt
symptomy vyrazné, podili se na morbidité a zhorSuji jejich kvalitu zivota. Klinicky se myomy
prezentuji Sirokym spektrem ptiznakl zahrnujicim déloZni krvéaceni, poruchy menstruacniho
cyklu, bolesti a tlak v podbftisku, problémy s mocenim, defekaci a pti pohlavnim styku. Mezi
dalSimi lze jmenovat téhotenské komplikace jako je pfed¢asny porod, abrupci placenty ¢i

patologickou polohu plodu (Gupta, 2008; Parker, 2008).

U piiblizn€ 62 % pacientek se symptomatickymi déloznimi myomy je diagnostikovdna
mnohodetnd myomatdza. Zeny &erné pleti jsou obecné vice symptomatické a maji ast&ji

diagnostikovany mnohocetné a objemné myomy (Gupta, 2008).

Metodou volby v diagnostice d¢loznich myomi je ultrazvuk. Kombinaci
transabdomindlniho a transvagindlniho vySetfeni jsme schopni popsat pocet, typ a lokalizaci
dominantnich myomu. Sonohysterografie umoznuje popis a diferencidlni diagnostiku

submukéznich myomi a patologii endometria.

MRI je vhodna zejména pii nejasnostech o biologické povaze tumoru, diferencialni

diagnostice adenomydzy a pii sledovani pacientek po okluzivni 1écbé (McLucas, 2008).

Volba lé¢ebného postupu se lisi u pacientek s reprodukénimi anebo dokoncenymi
reprodukénimi plany. Lze ji rozdélit na 1é€bu farmakologickou (symptomaticka ¢i kauzalni,
kam fadime GnRHa ¢i UPA), chirurgickou (myomektomie, hysterektomie), okluzivni (UAE,
LUAO) a abla¢ni (RFA, MRgFUS, myolyza). Expektacni postup je mozny u pacientek
asymptomatickych ¢i pacientek s klinicky nesignifikantnimi myomy (Agdi, 2008; Bratby,
2008; Donnez, 2012; Istre, 2008; Mara/l, 2009).

Metodou volby u pacientek s klinicky vyznamnymi myomy ve fertilnim véku je
délohu Settici vykon, tedy myomektomie (laparotomickad, laparoskopicka ¢i hysteroskopicka)
(Agdi, 2008; Mara/IIl, 2009). Okluzivni metody jsou u pacientek s reproduk¢énimi plany méné
vhodné pro vysokou incidenci prvotrimestralnich aborti a vysoky vyskyt nitrodéloznich

patologii zejména po UAE (Mara, 2012). Farmakologickd kauzéalni terapie analogy
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gonadoliberinu (GnRHA) je pro vysoky vyskyt menopauzalnich symptomd, nizkou G¢innost
v objemové redukci myomt a opétny nartiist myoma po ukonceni 1€Cby urcena spiSe jako
»pretreatment® pred pldnovanou chirurgickou 1é€bou (Istre, 2008; Mara/Il, 2009). Obdobné¢ i
lécba pomoci ulipristal acetatu (UPA) vede k malé objemové redukei pfitomnych myomi,

neni vSak provazena vedlejSimi klimakterickymi symptomy (Donnez, 2012).

Metody abla¢ni a hysterektomie, piedstavujici definitivni feSeni délozni myomatdzy,

jsou indikovany u pacientek s ukon¢enymi reprodukénimi plany (Istre, 2008).

1.1.4 Vliv deéloznich myomii na reprodukci

I ptes nepochybny klinicky vyznam déloZnich myom zlistava souvislost mezi myomy
a neplodnosti stale neobjasnéna. Dle fady studii jsou délozni myomy prokazatelnou pti¢inou
neplodnosti jen u 2-3 % pacientek. Mezi pfedpokladané mechanismy, kterymi myomy

ovliviuji fertilitu, fadime (Holub/II, 2009; Khaund, 2008):

o naruseni implantace z ditvodu nepravidelného ristu endometria, poruseni celistvosti
endometria i zhorSeni cévniho zasobeni pii implantaci plodového vejce nad
myomem,

. zhorSeni transportu spermii a embrya pro poruchy déloZni kontraktility ¢i rozSifeni
délozni dutiny,

o délozni myomy mohou byt pfi¢inou tubdrni nepriachodnosti.

Vyskyt déloznich myomt je spojovan s opakovanymi t€hotenskymi ztratami. Nejvyssi
riziko je u myomi lokalizovanych submuko6zné, u intramurdlnich myoma se submuké6zni
komponentou a déle se zvySuje pfi mnohocetné myomatdze. Posouzeni role myomektomie
na zlepSeni reprodukénich vysledkl pacientek s déloZznimi myomy je limitovano nedostatkem
randomizovanych kontrolovanych studii. Recentni data ukazuji na nejednoznacny efekt
myomektomie ve srovnani s expektacnim postupem u intramuralnich ¢i subserdéznich myomd.
Ve skupiné pacientek se submukdznimi myomy nebo myomy vyrazné dislokovanou dutinou
vede jejich odstranéni ke sniZzeni incidence samovolnych potratli (Olive, 2010; Metwally,
2012).

Vztah déloznich myomt apozdnich téhotenskych komplikaci je vSeobecné

akceptovany fakt. Myomy mohou byt pfi¢inou poruch placentace, poruch placentarni perfize,
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nepravidelné polohy plodu, poruch délozni kontraktility a s tim spojenym zvySenym rizikem

cisatského fezu a postpartalni hemorhagie (Holub/II, 2009; Olive, 2010).

1.1.5 Etiologie déloznich myomu, patogeneze, rizikové faktory

I ptes vysoky vyskyt déloznich myoma je jejich etiopatogeneze stile z velké Casti

neobjasnéna.

Délozni myomy piedstavuji estrogen- a progesteron dependentni tkan, dosud vSak
neni znam piesny mechanismus puisobeni a soucinnosti téchto hormond na iniciaci jejich
rustu. Pravdépodobnou roli hraje zvysSend exprese estrogenovych receptort a silnéj$i odpoved’
na estrogenni stimulaci v bufikdch myoma v porovnani se zdravym myometriem. Role
progesteronu v patogenezi déloZznich myomu je neméné vyznamnd. V porovnani s okolnim
myometriem byla v myomech zaznamenana vys$si koncentrace progesteronovych receptortit A
a B. Bunky d¢loznich myoml vykazuji zvySenou mitogenni aktivitu v lutealni fazi
menstruacniho cyklu a v t€hotenstvi. Ukazuje se tedy, Ze oba ovarialni steroidy maji klicovou

ulohu ve stimulaci rastu myomu (Holub/I, 2009; Okolo, 2008).

Rastové faktory lokalné produkované buiikami hladkého svalu a fibroblasty mohou
stimulovat rast myomu. Regulace exprese rastovych faktorti je zvySovéana rovnéz ovarialnimi
steroidy. Estrogen 1 progesteron zvysuji expresi VEGF, IGF, PDGF a EGF. Studie zabyvajici
se roli rustovych faktorii vSak pfinesly rozporuplné vysledky. FGF-2 (Fibroblast growth
factor), jeden z kandidatnich rastovych faktort zvySujici proliferaci, migraci a diferenciaci
endotelidlnich bun€k, bun€k hladké svaloviny a fibroblastli, stimuluje riist bunék myomu in
vitro, in vivo tento vliv nebyl prokazan. Obdobné nejednoznacné vysledky byly publikovany i
u nasledujicich rastovych faktor: EGF, PDGF a TGF. Nejvice pozornosti bylo vénovano roli
vaskuldrniho endotelidlniho rhstového faktoru (VEGF). VEGF stimuluje syntézu
endotelidlnich bunék a zvySuje permeabilitu cév. Ovaridlni steroidy zvySuji expresi VEGF.
Proliferace bunc¢k tumoru je zavisla na cévnim zasobeni, VEGF indukovana angiogeneze tak
facilituje jejich rist. V buiikkach myomti byla prokazana silna exprese VEGF-a oproti

okolnimu myometriu (Fleischer, 2008; Okolo, 2008).

Dalsim studovanym patogenetickym faktorem je apoptéza. Apoptoza, tedy
programovana bunécna smrt, je jednim z fyziologickych procesti v lidském téle a nezbytna je

spravna koordinace pro- a proti-apoptotickych faktorti. Mezi hlavni pro-apoptotické faktory
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fadime p53 a TNF-a. Naopak onkogen bcl-2 apoptdzu blokuje a pievaha proti-apoptotické
aktivity vede k prodlouZzenému prezivani bun€k, coz mlzZe ptispivat k ristu myomu stejné
jako jinych tumorti. Dle nékterych studii ovaridlni steroidy, pfedevS§im progesteron,
LSupreguluji expresi bel-2 v bunkach déloznich myomi. Exprese TNF-a byla ve zvySené mite
prokazana v bunkach déloznich myoml ve srovnani s myometriem, piesnd role TNF-a
v regulaci ristu myoma vSak zatim neni zndma. V expresi genu p5S3 v bunkiach myoma a
myometria nebyl prokazan signifikantni rozdil, po 1écbé GnRHa vSak builky myomi
vykazovaly vyS$si expresi toho genu, coz vede k hypotéze, ze se p53 podili na zvySeni pro-

apoptotickych procesi vlivem hypoestrinismu (Okolo, 2008).
Byla identifikovéana fada rizikovych faktor vzniku déloznich myomi:

Jednim zrizikovych faktord je vék. Diagnéza déloznich myoma je
nejpravdépodobnéjsi u zen, které prekroCily 40. rok a incidence se déale zvySuje smérem
k menopauze. Také Casny v€k menarche je spojovan s vyssi incidenci déloznich myomi

(Holub/1, 2009).

Ackoli nebyl dosud identifikovan specificky gen u non-syndromickych myomd, je
vyskyt déloZnich myomu cCast&js$i u Zen s pozitivni rodinnou anamnézou. Pfibuzné 1. stupné
zen s délozni myomatézou maji 2,5nasobné zvysené riziko nalezu myomu. Stejné tak byl
popsan castéj$i vyskyt déloZznich myoml u monozygotnich dvojcat ve srovnani s dvojcaty
dizygotnimi. U Zen s pozitivni anamnézou déloznich myomi byla prokazana silnd exprese

VEGF- a (Holub/I, 2009; Okolo, 2008).

Obezita, nizky v€k menarche a expozice neoponovanym estrogenim patii mezi
rizikové faktory, oproti tomu uzivani COC, parita a koufeni cigaret, 1ze oznalit za faktory

protektivni (Othman, 2008).

Zeny &erné pleti maji troj- az pétinasobné riziko vzniku déloznich myomi ve srovnani
s kavkazskou populaci. Myomy jsou u pacientek ¢erné pleti diagnostikovany v niz§im véku,
jsou Cetnéjsi a vice symptomatické. Nedavno bylo potvrzeno, Ze polymorfismy v genech pro
COMT (katechol-O-methyltransferdza) a genu CYP17 (kdédujici cytochrom P450C17a),
hrajicich roli v syntéze a metabolismu estrogeni spolu s variabilitou v expresi a funkci
estrogenovych a progesteronovych receptori maji vliv na vys$$i prevalenci myomt u zen

cerné pleti (Okolo, 2008; Othman, 2008).
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1.1.6 Genetické faktory

Geneticky podklad vzniku déloznich myomii byl podpofen fadou epidemiologickych,
molekuldrnich a cytogenetickych studii.

Cytogenetické studie vzorktl resekovanych leiomyomu vedly ke zjisténi, ze 40-50 %
myomil vykazuje chromozomalni aberace. Nej€ast€jSimi jsou translokace chromozomi 12 a
14, delece chromozomu 7 a trizomie chromozomu 12.

Ptiblizné ve 20 % piipadli myomi s abnormalnim karyotypem nachézime translokaci
12. a 14. chromozomu, ktera byla zaroven prvni cytogenetickou abnormalitou popsanou
v bunikach leiomyomt (Meloni, 1992). Objev, Ze chromozomalni aberace stejné oblasti genu
12q jsou ptitomné i v fad¢ dalSich mezenchymalnich tumort (naptiklad fibroadenomy prsu,
lipomy, endometrialni polypy, angiomyxomy a adenomy slinnych 714z), vedl k pfedpokladu,
ze se klicové geny pro tumorogenezi nachdzi pravé v oblasti 12q14-15 (Henning, 1999;
Hodge, 2007). Dalsi podrobné mapovani této oblasti vedlo k identifikaci skupiny genovych
proteinit (High Mobility Group) tzv. HMGA. Tyto non-histonové komponenty chromatinu
slouzi jako architektonické faktory ovliviiujici buné€né procesy: diferenciaci, smrt, rast a
proliferaci a jsou pravdépodobné zodpoveédné za odlisny rist myomu (Reeves, 2001).

Dals§im castym typem aberace, vyskytujicim se v 17-20 % déloznich myomi je delece
chromozomu 7. Tento typ aberace se vyskytuje Castéji v bunkach déloZznich myoma nez
v jinych tumorech, byl vSak identifikovdn i v lipomech, endometridlnich polypech a u
nekterych hematologickych malignit (Hodge, 2009). Delece chromozomu 7 v myomech
nalézame casto v kombinaci s dalSimi abnormalitami jako je translokace chromozomi 12 a 14
(Ligon, 2008).

Je pozoruhodné, ze u bunécnych kultur s deleci ¢i translokaci chromozomu 7 vétSinou
nachazime mozaiku, tedy buiiky s normalnim karyotypem 46 XX (Xing, 1997). Tyto kultury
vykazuji pomaly rlst ve srovnani sbuiikami, vnichz je zarovenl pfitomna translokace
chromozomu 12 a 14. Délozni myomy s aberaci chromozomu 12 jsou také Casto objemné;jsi
nez myomy s abnormalitami chromozomu 7. Tato skute¢nost naznacuje, ze gen v oblasti 7q22
hraje roli v regulaci bunééného ristu (Rein, 1998).

Aberace chromozomu 6, konkrétné 6p21 jsou popisovany u vysSe zminénych
mezenchymalnich tumora (lipomy, endometridlni polypy, plicni hamartomy) a v déloZnich
myomech se vyskytuji s frekvenci <5 % (Ozisik, 1995).

Mezi dal§i méné Casté chromozomalni abnormality pozorované v buitkach déloznich

myomu patii zmény chromozomu X, strukturdlni pfestavby mezi chromozomy 1 a 3, zejména
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ve formé ring chromozomu 1 a ddle monozomie a delece dlouhého raménka chromozomu 10

(Ligon, 2008; Mark, 1990).

1.2 Fumarathydrataza
1.2.1 Deskripce

Fumarathydrataza (fumardza) je klicovym enzymem citratového neboli Krebsova
cyklu, ktery katalyzuje reverzibilni pfeménu fumaratu na malat (Obr. 2). Citratovy cyklus je
jednim z hlavnich soucasti energetického metabolismu buiiky a poskytuje intermediaty pro
biosyntézu aminokyselin, porfyrini, aj. Fumarathydrataza je evolu¢né relativné vysoce
v mitochondridlni matrix a v cytosolu (Alam, 2003; Alam, 2/2005). Jedinou vyjimkou je
mozkova tkan, ve které byl identifikovan pouze mitochondrialni izoenzym (Toro, 2003). Ob¢
formy fumarazy (mitochondridlni a cytosolickd) jsou kdédovany jedinym genem (genem FH).
Mitochondridlni izoenzym obsahuje N-termindlni sekvenci, cytosolickd forma je
syntetizovana bez signalni sekvence. Gen FH je lokalizovan na chromozomu 1q42.3-43,
sklada se z 10 exonll a koduje protein o velikosti 510 aminokyselin véetné signdlni sekvence

na N-konci (Eng, 2003; Tomlinson, 2002; Yogev, 2010; Yogev, 2011).

Obr. 2: Reakce katalyzovana fumaradzou

COO- COO-
Fumaradza,H,0 HO——H
/ =
H—y—H
COO’ COO
Fumarat S-malat
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1.2.2 Deficit fumarathydratdzy

Toto vzacné, autozomalné recesivni onemocnéni je zplsobeno germinalni mutaci
v obou kopiich FH. Je charakterizovano encefalopatii, poruchou neurologické¢ho vyvoje,
kieCemi a acidurii. Onemocnéni je letalni v Casném véku. Vyrazné snizeni aktivita fumarazy

vede k vysokému vylu€ovani fumaratu moci (Alam, 2/2005; Deschauer, 2006; Toro, 2003).

1.2.3 Heterozygotni mutace genu FH

Heterozygotni germindlni mutace genu FH zpiisobuje dva syndromy: Multiple smooth
muscle tumors of the skin and uterus (MCUL1) a Hereditary leiomyomatosis and renal cell
cancer syndrome (HLRCC). Syndrom MCULI je charakterizovan mnohocetnou kozni
leiomyomatozou a vyskytem d¢loZznich myomt u jedincti Zenského pohlavi. Kozni
leiomyomy vychdzi z musculi arectores pilorum a klinicky se projevi ve druhé az ctvrté
dekade, typicky jako siln€ bolestivé noduly na trupu ¢i koncetinach reagujici na zménu
teploty ¢i trauma. KoZni leiomyomatdza také Casto byva prvnim z projevii onemocnéni. U
jedinct muzského pohlavi dosahuje vyskyt koznich 1ézi 100 %, u Zen 55 % (Alam 2/2005).
Dé&lozni myomy jsou u postizenych zen obvykle mnohocetné, symptomatické a vyskytuji se
mezi 20. az 30. rokem Zivota. V rdmci syndromu HLRCC je navic popisovan familiarni
vyskyt renalniho papilarniho karcinomu typu II (Alam 2/2005; Alam 10/2005; Bardella, 2012;
Tomlinson, 2002).

U postizenych jedincti je redukovdna aktivita fumardzy v buiikdch lymfocyti
(Pithukpakorn, 2006). Absence nebo vyrazna redukce aktivity fumarathydratdzy mize byt
priCinou tumorogeneze a fumardza tedy funguje pravdépodobné jako tumor supresor. Déle
byla v nddorech téchto pacientl nalezena ztrata heterozygozity genu FH, coz naznacuje, Ze se

jednd o Knudsonilv ,,two-hit* model rozvoje tumoru (Tomlinson, 2002).

1.2.4 Mechanismus tumorogeneze

Mechanismus rozvoje nadort s deficitni fumarazovou aktivitou je zfejm¢ spojen
s aktivaci hypoxii indukujiciho faktoru (HIF). HIF je heterodimer skladajici se z labilni HIF-a
a stabilni HIF-B podjednotky. Nejvyznamnéjsi funkci HIF je podpora adaptace bunck na

hypoxii. V bunikdch leiomyomli a rendlnich buiikdch pacientii postizenych syndromem
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MCULI/HLRCC dochazi k intracelularni akumulaci fumarazy, coz vede ke stabilizaci
podjednotky HIF-a a transkripci cilovych genl v prosttedi normoxie mimikujici hypoxické

podminky (tzv. pseudohypoxie).

Somatické bunky mohou piezivat s defektem v Krebsové cyklu, pro buiikky mozkové
tkédné je vSak homozygotni germindlni mutace FH letalni. Somatické buinky s deficitem FH
pravdépodobné piekondvaji poruchu energetického metabolismu vyuzitim gluk6zy nebo

glutamatu jako hlavniho zdroje energie (Bardella, 2012; O'Flaherty, 2010).

Bunky s defektem FH vykazuji vySsi rezistenci proti programované bunécné smrti.
Ochrana proti apoptoze je pravdépodobné zprostiedkovéana aktivaci AMP-aktivované protein
kindzy (AMPK). AMPK je vysoce konzervovany indikator energetického stavu bunck
(Hardie, 2013). Akumulace fumaratu v FH defektnich bunikdch vede k aktivaci AMPK.
Aktivace AMPK ovliviiuje geny rodiny bcl-2 regulujici apoptoticky mechanismus na

mitochondridlni trovni (Bardella, 2012).
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2 HYPOTEZA A CILE DIZERTACNI PRACE

Délozni myomy jsou bezesporu z velké Casti geneticky podminénym onemocnénim,
naSe poznatky o etipatogenezi tohoto onemocnéni vSak jsou stile nedostatecné. Kromé znacné
heterogenity tohoto onemocnéni a Casté absenci pfiznakii byla do nedavné doby studiu
déloznich myoml vénovana relativné mald pozornost, pravdépodobné pro jejich nizky
potencial k maligni transformaci. V soucasné dobé¢ se zvySuje frekvence vyskytu déloznich
myomu u pacientek vreprodukénim véku, coZz patrné souvisi se spoleCenskych trendem
odsouvani reprodukénich plant do pozdéjsiho véku, a myomy tedy predstavuji znany nejen
medicinsky, ale 1 socioekonomicky problém. Objev existence dvou syndromt, asociovanych
s vyskytem déloZnich myomu u Zen v nizkém véku, zplsobenych heterozygotni mutaci genu

FH urcil dals$i mozny smér zkoumani etiopatogeneze déloznich myomd.

Cilem nasi prace bylo urcit, zda a ptipadné s jakou frekvenci se vyskytuji mutace genu
FH u sporadickych, non-syndromickych myomd, tedy u mladych zen s diagn6zou délozniho
myomu anegativni osobni a rodinnou anamnézou ostatnich projevli syndromu
MCULI/HLRCC (koZni leiomyomatodza, rendlni papilarni karcinom typ II). Déle jsme chtéli
urCit pfipadny diferenciani faktor podrobnym rozborem osobni anamnézy a analyzou
histopatologickych vzorkil ziskané tkané myomu. Dil¢im cilem bylo nabidnout pacientkam
s pozitivitou mutaci FH vySetfeni rodinnych ptislusnikti a posoudit potiebu dal§iho sledovani
vzhledem k ptfedpokladdané roli fumarazy jako tumor supresoru a publikované asociaci mutaci
genu FH s renalnim papilarnim karcinomem v ramci syndromu HLRCC (Alam 2003; Stewart,

2008; Toro, 2003).

NaSe hypotéza mozné asociace mutaci genu FH u non-syndromickych pacientek
s déloznimi myomy do 30 let véku byla zaloZzena na faktu, Ze vramci syndromu
MCULI/HLRCC se délozni myomy prezentuji v priméru rovnéz ve 30 letech (Alam 2/2005,
Stewart, 2008). V pouzité¢ metodice jsme vychazeli z publikovanych dat, kterd prokazuji, ze
mutace genu FH vede ke sniZené aktivité fumardzy a tu lze méfit z lymfocyt izolovanych

z periferni krve (Tomlinson, 2002).
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Specifickym cilem prace bylo tedy v souboru 41 pacientek, u nichz doSlo k rozvoji déloznich

myomu do véku 30 let véetné:

o stanovit aktivitu fumarazy a citratsyntazy jako kontrolniho enzymu a provést mutacni
analyzu genu FH ve vzorcich DNA izolovanych z krve v porovnani se zdravymi
kontrolami,

. stanovit specifickou aktivitu fumarathydratdzy a citratsyntazy jako kontrolniho
enzymu ve vzorcich déloznich leiomyomd,

o stanovit mnozstvi fumarathydratdzy a p-aktinu ve vzorcich déloznich leiomyomu

pomoci elektroforézy.
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3 MATERIAL A METODIKA
3.1 Soubor pacientek

Do studie byly zatazeny pacientky s déloznimi myomy. Jako kontrolni skupina byly
pouzity pacientky s absenci déloznich myomti. Vybér pacientek vhodnych do studie probihal
retro- 1 prospektivné. Jednalo se o pacientky registrované v ambulanci pro 1é¢bu déloznich
myomil na Gynekologicko-porodnické klinice VFN a 1. LF UK v Praze. VSechny Zeny
zatfazené do studie v€etné kontrol podepsaly informovany souhlas se studii. Provedeni studie
bylo schvaleno etickou komisi VFN a 1. LF UK v Praze. Nabor pacientek probihal v letech
2009-2010.

Vhodné kandidatky byly ziskdny na zakladé¢ anamnestickych dat a ultrazvukového
vySetteni (ultrazvukovy pfistroj General Electric, Voluson 730, Milwaukee, USA, pouzité
sondy: vaginadlni sonda 5-9 MHz a abdominalni sonda 2-5 MHz). Pacientky zatazené do
studie spliiovaly vstupni kritéria: vék v dob& diagnozy délozniho myomu do 30 let vcetné,
velikost délozniho myomu nad 3 cm/nebo v ptipadé retrospektivné vybranych pacientek tidaj
v opera¢nim protokolu o odstranéni myomu nad 3 cm a ultrazvukové vySetfeni prokazujici
pfitomnost myomu(i) a negativni rodinnd anamnéza na vyskyt koZni leiomyomatdzy a
renalniho papilarniho karcinomu. Pacientky obdrZely podrobny dotaznik na osobni a rodinnou
anamnézu a symptomy souvisejici s déloznimi myomy (silnd, bolestiva menstruace, panevni

bolest, bolest pii defekaci, moceni, pohlavnim styku a ¢asté nutkani na mocent).

Jako kontroly byly definovany zeny do 30 let s negativnim nalezem v malé panvi, tedy
s absenci déloznich myomd, potvrzenym na zéklad¢ ultrazvukového vySetteni (ultrazvukovy
ptistroj General Electric, Voluson 730, Milwaukee, USA) a negativni rodinnou anamnézou na

vyskyt kozni leiomyomatozy a rendlniho papilarniho karcinomu.

Po podpisu informovaného souhlasu byl pracovniky Gynekologicko-porodnické
kliniky VFN pacientkdm odebran vzorek nesrdzlivé krve a u prospektivné zatfazenych
pacientek byl v ramci myomektomie odebran i vzorek tkané myomu do tekutého dusiku.
Vsechny vzorky byly nasledné transportovany do Laboratotfe pro studium mitochondridlnich

poruch Kliniky détského a dorostového I€kaistvi VEN 1. LF UK.

Vsechny pacientky s dé€loznimi myomy zatazené do studie (retro i prospektivng)

podstoupily na Gynekologicko-porodnické klinice VFN délohu Settici vykon, myomektomii
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laparotomickou, laparoskopickou, hysteroskopickou ¢i kombinovanou. Vysledky opera¢nich

protokoli a histopatologického vySetieni tkdn¢ byly zaznamenany.

Udaje o velikosti dominantniho myomu a poétu myomd byly ziskdny

z ptedoperacniho ultrazvukového vySetieni.

3.2 Stanoveni aktivity fumarathydratazy

Aktivita fumarazy a kontrolniho enzymu citratsyntazy byla v izolovanych lymfocytech
stanovena spektrofotometricky a porovnana s aktivitou zjiSténou v lymfocytech zdravych
kontrol. Jako vyznamna redukce aktivity fumarathdratdzy v lymfocytech bylo povazovano

sniZzeni nejméné na 50 % aktivity kontrol.

3.3 DNA analyza

DNA k analyze byla izolovana ze vzorku periferni krve pacientek. VSechny exony a
ptilehlé intronové oblasti byly amplifikovany pomoci PCR a nasledné sekvenovany v obou
smérech na genetickém analyzatoru ABI 3100 Avant (Aplied Biosystems). Analyza deleci
jednoho nebo vice genll byla provedena pomoci MLPA kitu SALSA MLPA P198 Fumarase
deficiency (MRC Holland) dle doporuceni vyrobce.

3.4 Stanoveni aktivity fumarathydratazy ve tkani leiomyomi

Pro stanoveni aktivity fumardthydratdzy byla provedena optimalizace vstupniho
mnozstvi proteinu pouzitého v reakci specifické pro danou tkan pomoci méfeni rozmezi
mnozstvi proteinu v kyveté, pfi kterém je hodnota specifické aktivity nezavisla na koncentraci
proteinu. Byla méfena aktivita fumarathydratazy pii riznych mnozstvich proteinu v reak¢ni
smési. Ze zavislosti zmény absorbance na mnozstvi proteinu byl hledan usek, kde je zavislost

linearni. Jako nejvhodné;jsi rozmezi bylo vybrano 40-70 pg proteinu/objem reakéni smési.

Aktivita fumardzy a kontrolntho enzymu citratsyntdzy byla vtkani leiomyomu
stanovena spektrofotometricky a porovndna s aktivitou zjiSténou v kontrolnim vzorku.

Kontrolnim vzorkem byla tkan myomu od star$i pacientky. Jako vyznamna redukce aktivity
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fumarathdratazy ve vzorku myomové tkané bylo povazovano snizeni nejméné na 60 %

specifické aktivity zjisténé v kontrolnim vzorku.

3.5 Uréeni mnozZstvi fumarathydratizy ve tkani leiomyomu

Kuréeni mnozstvi fumardzy bylo 30 pug bunécného lyzatu separovano pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE).
Fumarathydrataza byla detekovana pomoci ,,Western blotu s naslednou imunodetekeci. Jako
kontrola mnoZstvi nandSen¢ho proteinu na gel byl pouzit protein p-aktin. Pro vyhodnoceni
intenzity signdlu byl pouZit program AlphaEaseFC Stand Alone (Alpha Innotech). Intenzita

signalu fumarathydratazy byla vztaZena na intenzitu signalu B-aktinu.

3.6 Statisticka analyza

Pro testovani kvantitativnich parametri (v€k, pocet myomi a velikost dominantniho
myomu) byl pouzit neparametricky test Mann-Whitneylv. Pro testovani kvalitativnich
parametrii byl pouZit test zavislost x * (chi-kvadrat) a pii malych &etnostech Fisheriv test.
Hladina vyznamnosti p byla povazovana za statisticky vyznamnou pfi hodnotdch menSich

nebo rovnych 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Zakladni charakteristika:

Do studie bylo zahrnuto 41 pacientek, u kterych doSlo k rozvoji déloznich myomu
pired 30. rokem Zivota vCetné. Zakladni charakteristiky zkoumané skupiny jsou uvedeny

v tabulce 1. Kontrolni skupinu tvofilo 42 zdravych zen do 30 let s absenci délozniho myomu.

Tabulka 1: Zakladni charakteristika zkoumané skupiny

Primér + SD
V¢ek v dobé diagnozy (roky) 27,5+32
Pocet myomt na pacientku 1,4+1,1
Velikost dominantniho myomu (mm) 62,6 £24,6

4.2 Aktivita fumarathydratazy

Aktivita fumarathydratdzy a kontrolniho enzymu citratsyntazy byla zmétena ve vSech
41 vzorcich a byla porovnana s kontrolnim souborem. Vyrazna redukce aktivity fumarazy na
2-50 % kontrolnich hodnot byla zaznamenana ve 14 (34,1%) vzorcich (vzorky ¢. 9, 14, 16,
17, 22, 24, 26, 27, 28, 30, 34, 36, 38, 39)- Obr. 3. Z téchto byl v 11 vzorcich dale snizen i
pomér aktivit fumarazy ku citratsyntaze na 1-44 % kontrol (vzorky €. 9, 14, 17, 22, 26, 27, 28,
30, 38, 39).
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Obr. 3.: Aktivita fumarazy (FH), aktivita fumardzy normalizovana na aktivitu kontrolniho
enzymu citrat syntézy (FH/CS) vyjadrena jako procento kontrol ve 41 vzorcich izolovanych

lymfocytii
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Pacientky byly dle vysledki aktivity fumarazy dale rozdéleny do skupiny s normalni
aktivitou (skupina A) a sniZenou aktivitou fumarazy (skupina B). Byla provedena analyza
zékladnich charakteristik téchto skupin spolu s osobni a rodinnou anamnézou pacientek se
zaméfenim na pritomnost symptomu spojenych s déloznimi myomy a vyskyt myomi

vrodinné anamnéze u piibuznych 1. stupné (tabulka 2). VSechny sledované parametry,

s vyjimkou primérné¢ho véku v dobé diagnozy, se statisticky vyznamné neliSily.

Tabulka 2:Pacientky s normalni a snizenou aktivitou fumarathydratazy

Skupina A | Skupina B | p

Pocet pacientek n=27 n= 14

Veék v dobé diagnozy (pramér, roky) 26,7 29,0 0,024
Pocet myomu (pramer) 1,4 1,2 0,921
Velikost dominantniho myomu (primér, mm) 64,9 58,2 0,121
Ptitomnost symptomu pied operaci (%) 81,5 71,4 0,692
Ptitomnost myomu u ptibuznych 1. st (%) 55,6 35,7 0,228
Ptitomnost kozni leiomyomat6zy v rodinné anamnéze | 0 0 nelze
Ptitomnost rendlniho karcinomu v rodinné anamnéze 0 0 nelze
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4.3 Muta¢ni analyza

Ve vSech 41 vzorcich izolovanych z krve byla provedena muta¢ni analyza genu FH.
Byly nalezeny 2 (4,9%) heterozygotni mutace genu FH (pacientky €. 14 a 16). U pacientky 14
byla identifikovana nova, dosud nepopsana mutace c¢.892G>C. Pacientka 14 méla délozni
myomy diagnostikované ve véku 28 let. Na Gynekologicko-porodnické klinice VFN
podstoupila v roce 2008 laparoskopické odstranéni dvou myomi (50 mm intramurdlni myom
zadni stény d€lozni a 20 mm subser6zni myom dé¢lozniho fundu). Histologicky se jednalo o
leiomyomy obvyklé¢ struktury. U pacientky 16 byla nalezena diive popsand mutace ¢.584T>C
(Obr. 4). Pacientka 16 méla ve veéku 30 let diagnostikovanu mnohocetnou dé¢lozni
myomatozu. Podstoupila otevienou myomektomii, b&hem které byly odstranény dva
dominantni (160 mm myom z fundu d€lozniho a 65 mm myom pfedni stény) a mnohocetné
drobné intramuralni myomy. Histopatologickym vySetfenim byly potvrzeny leiomyomy
obvyklé struktury s misty regresivnimi zménami. V dostupném zbytku parafinem fixovaného
délozniho leiomyomu pacientky 16 byla nalezena mutace ¢.584T>C v homozygotnim stavu,
coZ naznacuje ztratu heterozygozity v leiomyomu (Obr. 5). Mutacni analyza FH byla také

provedena u matek obou pacientek, u kterych byly prokézany shodné mutace.

Ve vSech dostupnych vzorcich DNA byly pomoci MLPA analyzy vylouceny

heterozygotni delece jednoho ¢i vice exont genu FH.
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Obr. 4: Identifikace germinalnich mutaci FH u pacientek 14 a 16.
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Obr. 5: PCR-RFLP analyza u pacientky 16
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Fragmenty o velikosti 249 bp a 150 bp odpovidaji nemutované alele genu FH, fragment o
velikosti 399 bp odpovidda mutované alele. Ve vzorku myomu nebyla nemutovand alela

detekovana.

33



4.4 Stanoveni aktivity fumarathydratazy ve tkani leiomyomu

U 22 pacientek (pacientky €. 9, 13, 17-21, 25-32, 34, 36-41; vzorky oznaceny jako 1.,-
23m), které byly do studie zatazeny prospektivné a podstoupily v letech 2009-2010 intervenci
na Gynekologicko-porodnické klinice VFN a 1. LF UK, byl odebran vzorek tkané€ leiomyomu
k vySetfeni aktivity fumarazy a kontrolniho enzymu citratsyntazy. Jako kontrola byl pouzit
vzorek leiomyomu pacientky ve veéku 38 let. U 10 (45,5 %) ztéchto pacientek byla
piredchozim vySetfenim zjiSténa sniZzena aktivita fumarazy v lymfocytech a zaroven byla

vyloucena germinalni mutace FH.

Vysledky analyzy jsou shrnuty v tabulce 3. Specifickd aktivita fumarathydratazy a
aktivita fumarathydratdzy vztazena na specifickou aktivitu citratsyntdzy jsou znazornény na

obrazku 6.

Ke snizeni aktivity fumarazy pod 60 % kontroly doslo, jak je patrno z obrazku 6A, ve
vzorcich: 2 m, 8 m, 9 m a 10 . Z obrazku 6B je patrné snizeni poméru specifickych aktivit
fumarazy ku citratsyntaze pod 60 % kontroly u vzorki: 8 1, 91, 16, a 20 .. Ve vzorcich 13-
15 nebyla aktivita fumarazy vibec detekovana, taktéz aktivita citratsyntazy byla v téchto

vzorcich na hranici rozliSovaci schopnosti pouZzité metody.
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Tabulka 3: Hodnoty specifické aktivity fumarathydratazy, citratsyntdzy,

aktivita fumardzy v lymfocytech u jednotlivych pacientek

jejich pomer a

vzorek Specificka aktivita Pomér specifickych aktivit: | Aktivita
[nmol.min”.mg™']* fumarathydrataza/ fumarazy v
citratsyntaza lymfocytech
fumarathydrataza | citratsyntaza
Kontrola | 29,4 42,9 0,69
1m 34,8 59,5 0,59 snizend
2n 10,8 18,0 0,60 normdlni
R 45,8 46,0 1,00 snizend
4., 441 99,0 0,45 normalni
6m 21,2 20,8 1,02 normalni
Tm 25,5 40,2 0,63 normalni
8m 14,0 36,1 0,39 normalni
9m 15,7 38.0 0,39 normalni
10, 14,7 18,0 0,78 snizend
11, 38,7 85,7 0,45 snizend
12, 244 40,0 0,61 snizend
13, 0,0 0,0 0,00 normalni
14, 0,0 3,5 0,00 snizend
15, 0,0 0,0 0,00 normalni
16 ., 44.5 130,1 0,34 normalni
17 26,5 57,9 0,46 snizend
18 28,7 50,6 0,57 snizend
19, 454 72,5 0,61 normalni
20, 26,9 79,3 0,34 snizend
21, 31,6 472 0,67 snizend
22 ., 22,9 33,2 0,69 normalni
23 30,6 52,0 0,59 normalni
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Obr. 6: Specificka aktivita fumardthydratazy (A) a specifickd aktivita fumarathydratazy

vztazend na specifickou aktivitu citratsyntdazy
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Na obrazku jsou vzorky myomut oznaceny cisly 1-23, kontrolni leiomyom oznacen jako K.
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4.5 Stanoveni mnoZstvi fumarathydratazy ve tkani leiomyomii

Mnozstvi fumardzy ve vzorcich tkani vztazené na mnozstvi f-aktinu v procentech je
znazornéno na obrazku 7. Obrazek 8 znazoriiuje stanoveni mnoZzstvi fumardzy pomoci
elektroforézy. Ve vzorcich 13 ,, a 15 , byla intenzita signalu fumardzy a B-aktinu na hranici

detekce pouzité metody a proto nebyla vyhodnocena.

Vyrazné sniZzeni mnozstvi fumarazy vztazené na mnozstvi B-aktinu bylo pozorovano u
vzorkl 9, 10 4 a 14 . K nejvyznamnéjsi redukci poméru fumarazy a p-aktinu vici kontrole

doslo ve vzorku 9 ,, kde pomér dosahnul jen 22 % poméru kontroly.

Obr. 7: Pomer mnoZstvi fumarazy a f-aktinu v procentech
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Vzorky leiomyomu jsou oznaceny prislusnych cislem. Kontrolni vzorek je oznacen K 25%,

K 50% a K 100 %.
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Obr. §8: stanoveni mnoztvi fumarazy pomoci elektroforézy
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Vzorky myomu jsou na obrazku oznaceny: M a prislusné cislo vzorku. Kontrolni vzorek je

oznacen K 25%, K 50% a K 100 %.

4.6 Prehled leiomyomi se sniZenou aktivitou fumarathydratazy a sniZenym mnoZstvim

fumarathydratazy

Tabulka 4 uvadi piehled vzorkl se snizenou aktivitou fumarathydratazy vztazenou na
specifickou aktivitu citratsyntazy v leiomyomech, mnozstvim fumarathydratdzy v
leiomyomech a aktivitu fumardthydratazy stanovenou v lymfocytech izolovanych z periferni
krve. Pouze u jedné pacientky (oznacena jako vzorek 9 ;) bylo zaznamenéno vyrazné snizeni
aktivity 1 mnozstvi fumarathydratazy. U této pacientky byla také nalezena snizena aktivita
fumarathydratazy v lymfocytech. Vzorek 14 ., nebyl do vyhodnocovéani zahrnut z divodu

nekrotického poskozeni tkané.
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Tabulka 4: Prehled vzorku se snizenou aktivitou a mnozZstvim fumarathydratdizy a aktivita

stanovena v lymfocytech u téchto pacientek

Specificka aktivita Specificka aktivita
fumarathydratazy vztazena | fumarathydratazy vztazena na | Mnozstvi
na specifickou aktivitu specifickou aktivitu fumarathydratazy
citratsyntazy v leiomyomu | citratsyntazy v lymfocytech | v leiomyomu
Leiomyom |[% kontroly] [% kontroly] [% kontroly]
2 87 72 95
9 60 43 21
10 118 31 52
16 50 56 96
20 49 30 96

4.7 Histopatologické nalezy

U vSech pacientek (97,6 %) s vyjimkou jedné byla histopatologicky ovefena diagnoza
benigniho leiomyomu. U pacientky 34 (podskupina se snizenou aktivitou fumarazy v
lymfocytech, vzorek leiomymomu 16 ) byl diagnostikovan hladkosvalovy nador nejistého
maligniho potencidlu (STUMP). Tato pacientka vSak nebyla identifikovdna jako nosicka

mutace FH.
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5 DISKUZE

Ptes benigni biologickou povahu ptedstavuji déloznim myomy vzhledem k vysoké
prevalenci u zen ve fertilnim véku znacny socioekonomicky problém. Z tohoto diivodu je v
soucasn¢ dob¢ vénovana studiu etiopatogeneze déloznich myomt pozornost. Pokroku ve
vyzkumu bylo dosazeno zejména na poli cytogenetiky. Bylo prokdzano, ze az 50 % d€loznich
myomu vykazuje chromozomalni odchylky (Ligon, 2008). Hypotéza genetického podkladu
tohoto onemocnéni byla také podpoifena epidemiologickymi daty. Bylo prokézano, ze
ptibuzni prvniho stupn€ Zen s déloznimi myomy maji 2,5 ndsobné zvySené riziko vzniku
délozni myomatozy a také byl prokézan vyssi vyskyt déloznich myoml u monozygotickych
dvojcat v porovnani s dvojcaty dizygotickymi (Okolo, 2008; Hodge, 2007). Dalsim ditkazem
o genetickém podkladu dé&loznich myomt byl objev dvou vzacnych autozomalné
dominantnich syndromia-MCUL1 a HLRCC zpuasobenych heterozygotni germindlni mutaci

FH.

Cytogenetické studie na rodinach postizenych syndromem MCUL1/HLRCC
prokazaly, ze 71-93 % pacientl jsou nosi¢i mutace genu FH, penetrance mutaci FH je tedy u
postizenych jedinct vysoka (Alam 7/2005; Perrier- Trudova, 2011; Toro, 2003; Wei, 2006).
V dtsledku zarode¢né mutace FH byla v lymfocytech postizenych jedinci nalezena snizena
aktivita fumarazy (Alam 9/2005; Hodge, 2007; Pithukpakorn , 2006; Tomlinson, 2002).
Studie publikovand vroce 2008 zahrnujici 105 Zen zrodin s vyskytem sydromu HLRCC
poukazala na niz§i sttedni vék vyskytu d€loZnich myoml u Zen pii pozitivité germindlni
mutace FH (FHyu-pozitivni, stiedni v€k 28 let) ve srovnani s FHy,,- negativnimi Zenami (38

let) (Stewart, 2008).

Relativné malo praci se vénovalo ur€eni frekvence vyskytu mutaci FH u sporadickych
déloznich myomu (Barker, 2002; Barker, 2006; Kiuru, 2002; Lehtonen, 2004). Kiuru a kol.
provedli mutacni analyzu 41 vzorkl déloZnich leiomyom a 53 sarkomi (extra- i uterinnich).
Ve zkoumanych vzorcich déloZznich myomt nebyla identifikovana zadnda mutace FH,
v jednom vzorku délozniho sarkomu u pacientky ve véku 32 let byly identifikovany dveé
mutace FH a jedna z nich byla nalezena 1 ve zdravé tkani (Kiuru, 2002). Ve studii z roku 2006
Barker a kol. na 45 vzorcich déloznich myomu od pacientek ve véku 32-53 let (primérny vek
42 let) popsali jeden piipad snizeni aktivity fumarazy, zdroven byla nalezena jedna germindlni
mutace FH a alelickd ztrata nemutované alely (Barker, 2006). Prace stejnych autori z roku

2002 na 129 vzorcich déloznich myomi od 21 pacientek prokdzala v sedmi ptipadech ztratu
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heterozygozity v oblasti kddujici gen FH, somatickd mutace vSak v téchto ptipadech odhalena
nebyla (Barker, 2002). Obdobné vysledky pfinesla 1 prace Lehtonena a kol., na 153 vzorcich
myomu od 46 pacientek se podafilo identifikovat ztratu heterozygozity v péti piipadech,

mutacni analyzou vSak byly odhaleny jen dvé somatické mutace FH (Lehtonen, 2004).

Barker a kol. predpokladaji, Ze germinalni mutace FH by mohly zptisobovat az 5 %
sporadickych myomi (Barker, 2006). Studie symptomi MCULI1/HLRCC zaroven odhalila,
ze 7 % FH,o, pacientek vykazuje délozni myomy jako jediny klinicky projev tohoto syndromu

a 9 % pacientt je klinicky zcela némych (Alam, 7/2005).

Nas soubor je unikétni vtom, ze doposud nebyla publikovana price zaméfend na
systematickou analyzu vyskytu mutaci FH u mladych pacientek (do 30 let véku vcetn¢)
s diagnozou sporadickych déloZnich myomt a absenci ostatnich klinickych projevli syndromu
MCULI/HLRCC v osobni a rodinné anamnéze. V nasem souboru 41 pacientek byla u 14
(34,1 %) pacientek v lymfocytech prokazana snizena aktivita FH, u 11 z nich byl snizen 1
pomér aktivit fumardthydratazy a kontrolniho enzymu citratsyntazy. U téchto pacientek bude
dale provedena mutacni analyza promotoru genu FH a analyza cDNA na ptfitomnost moznych

nestfithovych mutaci lokalizovanych v intronech genu.

U dvou pacientek ze souboru (4,9 %) byly identifikovany somatické heterozygotni

mutace FH.

V ptipad¢ pacientky 14 se jednalo o novou, dosud nepopsanou mutaci c¢.892G>C,
ktera vede k zdméné vysoce konzervovaného Ala298 na Pro. Mutace p.Ala298Pro je
lokalizovana v blizkosti aktivniho mista enzymu a pravdépodobné negativné ovliviiuje

katalyticky mechanismus (Picaud, 2011).

U druhé pacientky byla nalezena mutace ¢.584T>C dfive popsand v rodiné
s hereditarni leiomyomatézou (Toro, 2003). Mutace md za nasledek aminokyselinovou
zaménu p.Met195Thr, kterd je lokalizovana v centrdlnich helixech a ma vliv na stabilitu
enzymu, protoze rusi intrapodjednotkové interakce (Picaud, 2011). V dostupném parafinem
fixovaném vzorku leiomyomu byla mutace ¢.584T>C pfitomnd v homozygotnim stavu,
naznacujicim ztratu heterozygozity v leiomyomu, kterd je v souladu s hypotézou aktivace
pseudohypoxické odpovédi, umozinujici ristovou vyhodu bunck s deficitem fumarazy
(Lehtonen, 2004). Parafinem fixovany vzorek myomu u pacientky 14 bohuzel nebyl

dostate¢ny k provedeni mutacni analyzy FH ve tkani leiomyomu.

42



Ob¢ pacientky zdédily mutace genu FH od svych matek, u kterych také doslo k rozvoji
déloznich myoma okolo 30. roku Zzivota a nebyl u nich zaznamenan vyskyt ostatnich

symptomit MCUL1/HLRCC.

v v

papilarniho karcinomu. Celkové riziko vzniku rendlniho papilarniho karcinomu je vSak mezi
rodinami postizenymi HLRCC relativné nizké (2-6 %). Rendlni papilarni karcinom vykazuje
hormonalni zavislost, jeho rist je pravdépodobné ovliviiovan ovaridlnimi steroidy a je tedy
Castéj$i u jedinci zenského pohlavi. Dosud neexistuje konsensus ohledné¢ doporuceného
screeningu nosi¢l mutace FH na pfitomnost rendlniho karcinomu. Renalni papilarni karcinom
se pii ultrazvukovém vySetifeni miize zobrazovat jako izoechogenni lozisko, metodou volby je
tedy vySetfeni pomoci CT ¢i MRI. Proti pravidelnému screeningu hovofti relativné vysoka
radiacni zatéz pii CT vySetieni nebo zatéZz ekonomicka v ptipadé MRI (Alam, 7/2005).
Argumentem pro screening je predevsim vysoka mortalita pokroc¢ilého onemocnéni, ale dobra
odpovéd’ na lécbu pii zadchytu pocatecnich stadii (Lehtonen, 2004). Alam a kol. tedy
doporucuji pravidelny screening v ptipad¢ vyskytu rendlniho papilarniho karcinomu v rodiné

nosic¢u mutace FH.

Histopatologické vySetfeni d¢loznich myomad u pacientek se syndromem
MCULI1/HLRCC nejc¢astéji prokazuje benigni leiomyom (Alam, 7/2005 ). Prace publikovana
v leto$nim roce poukazuje na Castéjs$i vyskyt bunécnych atypii ¢i zvySenou celularitu vzorkd,
zddny ze zkoumanych myomia vSak nespliioval kriteria malignity (Sanz-Ortega, 2013).
Skupina finskych autorii se zabyvala ptipadnou tlohou FH v iniciaci maligni transformace
leiomyomt. Ve studii publikované roku 2006 na vzorcich 67 sporadickych leiomyosarkomti u
zen mladSich 45 let byla prokazana germindlni mutace FH pouze v1 (1,5 %) piipade
(Ylisaukko-Oja, 2006). V nasem souboru byl u vétSiny pacientek diagnostikovan benigni
leiomyom. Jedinou vyjimkou byla pacientka s diagnézou STUMP. Aktivita fumardzy
v lymfocytech 1 vtkani leiomyomu u této pacientky byla snizena, pacientka vSak byla

vyloucena jako nosicka germinalni mutace FH.

Porovnani véku, vyskytu symptomti, velikosti dominantniho myomu, poctu myomt a
rodinné anamnézy skupin pacientek snormalni a sniZenou aktivitou fumarazy nevedlo
k identifikaci diferencia¢niho parametru. Ve sledovanych parametrech se, s vyjimkou véku

v dobé diagndzy, skupiny mezi sebou statisticky vyznamné neliSily. Vék v dobé diagndzy
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myomu byl paradoxné statisticky vyznamné¢ niz$i ve skupin€ s normalni aktivitou fumarazy,

statistickd analyza vSak byla limitovana velikosti vzorku.

Ve 22 vzorcich myomové tkdné¢ bylo provedeno stanoveni aktivity a mnozstvi
fumarazy. Vzorky 13-15 nebyly do vyhodnocovani zahrnuty, protoze aktivity
fumarathydratazy ani citratsyntazy nebyly viibec detekovany. Mnozstvi fumarazy a B-aktinu
bylo velmi nizké nebo na hranici detekce pouzit¢é metody a v tkdnich téchto tii vzorka
leiomyomt byly navic patrné zndmky nekrézy. Nulova aktivita a snizené mnoZstvi
fumarathydratazy v téchto vzorcich byly pravdépodobné zplsobeny rozsahlym nekrotickym

poskozenim téchto tkani.

Ve vzorcich 2 ,, a 10 , byla snizena specificka aktivita fumarazy i specificka aktivita
citratsyntdzy a vysledny pomér specifickych aktivit byl srovnatelny nebo dokonce vyssi nez u
kontrolniho vzorku, coz mtize byt zpisobeno heterogenitou tkané. Ziejmeé byl v téchto tkanich
jiny pomér bun€k a vaziva neZ v kontrolnim vzorku. SniZeni mnoZstvi fumarazy a
specifickych aktivit ve vzorku 10, by mohlo byt také ddno men$im mnoZstvim
mitochondrialnich proteinti ve vzorku. Fakt, Ze ve vzorcich 16 , a 20 ,, je pomér specifickych
aktivit redukovan pod 60 % kontroly, piestoze specificka aktivita fumardzy ve vzorcich

sniZzena nebyla, je zfejmé také zplisoben heterogenitou tkang.

Ve vzorcich 8 ,, a 9 , byla specificka aktivita fumaradzy zmenSena na cca polovinu,
zatimco specificka aktivita citratsyntdzy byla témét srovnatelna s kontrolnim vzorkem.
Vysledny pomér specifickych aktivit fumardzy a citratsyntazy je tedy 55-60 % poméru
specifickych aktivit kontrolniho vzorku. Ve vzorku 9 ,, je déle patrné 1 sniZzeni mnozZstvi
fumarazy. U vzorku 9 ,, byla vylouena germinalni mutace v exonech genu FH pomoci

sekvenacni analyzy v lymfocytech pacientky.

Nosi¢i mutaci genu FH mohou byt jednoduse detekovani pomoci méfeni aktivity
fumarazy v lymfocytech izolovanych z periferni krve. Ob¢ pacientky s mutaci FH mély
snizenou aktivitu fumarazy v lymfocytech, pouze pacientka 14 méla snizeny pomér aktivity
fumarathydartazy vztazeny ke kontrolnimu enzymu citratsyntaze. V pripadé pacientky 16 byl
vzorek periferni krve hemolyticky, coZ mohlo ovlivnit aktivitu kontrolniho enzymu. Otazkou
do budoucna zlstava vhodnost pouziti citratsyntazy jako kontrolniho enzymu pii stanoveni
aktivity fumarathydratazy. Na posouzeni vhodnosti kombinace vyuZzivanych enzymi je ovSem

zapotiebi vice pozitivnich vzorkd.
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6 ZAVER

NaSe prace jako prvni systematicky analyzuje frekvenci vyskytu mutaci gen pro
fumarathydratazu u mladych pacientek se sporadickymi myomy, tedy u pacientek, u nichz se
v osobni a rodinné anamnéze nevyskytuji dal$i projevy syndromu MCUL/HLRCC. Nami
prokazana frekvence vyskytu mutaci FH dosahovala 4,9 %. Tento vysledek je v korelaci
s dfive publikovanymi daty vyskytu mutaci tohoto genu u Zen s déloznimi myomy bez pouziti
vekové hranice. Mutace FH byly popsany u 2 pacientek, jednalo se o jednu mutaci jiz diive
popsanou a jednu zatim nepublikovanou. V ptipadé€ jiz diive popsané mutace byla ve tkani
leiomyomu prokdzéna ztrata heterozigozity, coz je ve shodé shypotézou o
pseudohypoxémické odpovédi. Zaroven jsme studii potvrdili, Ze nosi¢i heterozygotnich

mutaci FH mohou byt snadno zachyceni pomoci vySetieni aktivity fumarazy v lymfocytech.

Vzhledem k mozné asociaci mutaci FH s vyskytem rendlniho karcinomu je nutna
obezietnost zejména u pacientek s velmi symptomatickymi déloZznimi myomy vyskytujicimi
se v mladém véku, zejména pokud ziskdme daj o diagndze kozni leiomyomatdzy u pacientky
¢1 rodinnych ptislusniku a vyskytu renalniho karcinomu v rodinné anamnéze. Tyto pacientky
jsou indikovany k muta¢ni analyze FH a pravidelnému screeningu na renalni karcinom. U
pacientek se sporadickymi myomy, které jsou nosicky mutace FH bez vyskytu rendlniho
papilarniho karcinomu v rodinné anamnéze, je riziko vzniku renalniho karcinomu relativné
nizké a kazdoro¢ni vySetieni pomoci CT by pro né piestavovalo nemalou radiacni zatéz, neni
tedy zatim doporucovano. Otazkou do budoucna zlstava, zda pti predpokladané hormonélni
zéavislosti tohoto karcinomu a popsaném vySSim vyskytu u jedinch Zenského pohlavi,

neindikovat u noSi¢ek mutace FH pravidelné screeningové vysetieni pomoci MRI.

46



Kapitola 7:

LITERATURA

47



7 LITERATURA

10.

11.

Agdi M, Tulandi T. Endoscopic management of uterine fibroids. Best Pract Res Clin
Obstet Gynaecol. 2008;22:707-16.

Alam NA, Rowan AJ, Wortham NC, et al. Genetic and functional analyses of FH
mutations in multiple cutaneous and uterine leiomyomatosis, hereditary
leiomyomatosis and renal cancer, and fumarate hydratase deficiency. Hum Mol Genet.

2003;12:1241-52.

. Alam NA, Barclay E, Rowan AJ, et al. Clinical features of multiple cutaneous and

uterine leiomyomatosis: an underdiagnosed tumor syndrome. Arch Dermatol. 2005
Feb;141:199-206.

Alam NA, Olpin S, Leigh IM. Fumarate hydratase mutations and predisposition to
cutaneous leiomyomas, uterine leiomyomas and renal cancer. Br J Dermatol. 2005
Jul;153:11-7.

Alam NA, Olpin S, Rowan A, et al. Missense mutations in fumarate hydratase in
multiple cutaneous and uterine leiomyomatosis and renal cell cancer. J Mol Diagn.
2005 Oct;7:437-43.

Barker KT, Bevan S, Wang R, et al. Low frequency of somatic mutations in the
FH/multiple cutaneous leiomyomatosis gene in sporadic leiomyosarcomas and uterine
leiomyomas. Br J Cancer. 2002;87:446-8.

Barker KT, Spendlove HE, Banu NS, et al. No evidence for epigenetic inactivation of
fumarate hydratase in leiomyomas and leiomyosarcomas. Cancer Lett.
20068;235:136-40.

Bardella C, Olivero M, Lorenzato A. Cells lacking the fumarase tumor suppressor are
protected from apoptosis through a hypoxia-inducible factor-independent, AMPK-
dependent mechanism. Mol Cell Biol. 2012;32:3081-94.

Bratby MJ, Belli AM. Radiological treatment of symptomatic uterine fibroids. Best
Pract Res Clin Obstet Gynaecol. 2008;22:717-34.

Deschauer M, Gizatullina Z, Schulze A, et al. Molecular and biochemical
investigations in fumarase deficiency. Mol Genet Metab. 2006;88:146-52.

Donnez J, Tomaszewski J, Vazquez F, et al. Ulipristal acetate versus leuprolide

acetate for uterine fibroids. N Engl J Med. 2012;366:421-32.

48



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Dundr P. Histopatologicka klasifikace leiomyocelularnich nadort. In MARA, M.
Dé&loZzni myomy: Moderni diagnostika a 1é¢ba. Praha: Grada Publishing. 2009. 231 s.
ISBN 978-80-247-1854-5.

Eng C, Kiuru M, Fernandez MJ, et al. A role for mitochondrial enzymes in inherited
neoplasia and beyond. Nat Rev Cancer. 2003;3:193-202.

Fleischer R, Weston GC, Vollenhoven BJ, et al. Pathophysiology of fibroid disease:
angiogenesis and regulation of smooth muscle proliferation. Best Pract Res Clin
Obstet Gynaecol. 2008;22:603-14.

Gupta S, Jose J, Manyonda I. Clinical presentation of fibroids. Best Pract Res Clin
Obstet Gynaecol. 2008;22:615-26.

Hardie DG. AMPK: a target for drugs and natural products with effects on both
diabetes and cancer. Diabetes. 2013;62:2164-72.

Henning Y; Deichert U; Bonk U., et al. Chromosomal translocations affecting 12q14-
15 but not deletions of the long arm of chromosome 7 associated with a growth
advantage of uterine smooth muscle cells. Molecular human reproduction.
1999;5:1150-4.

Hodge JC, Morton CC. Genetic heterogeneity among uterine leiomyomata: insights
into malignant progression. Hum Mol Genet. 2007;16 Spec No 1:R7-13.

Hodge Jc, Park PJ, Dreyfuss JM, et al. Identifying the molecular signature of the
interstitial deletion 7q subgroup of uterine leiomyomata using a paired analysis.
Genes, chromosomes & cancer. 2009;48:865-85.

Holub Z/1. Epidemiologie a etiopatogeneze dé€loznich myomii. In Mara, M. Dé&lozni
myomy: Moderni diagnostika a lé¢ba. Praha: Grada Publishing. 2009. 231 s. ISBN
978-80-247-1854-5.

Holub Z/II.Myomy a fertilita, t€¢hotenstvi a porod. In Mara, M. Dé&loZzni myomy:
Moderni diagnostika a lécba. Praha: Grada Publishing. 2009. 231 s. ISBN 978-80-
247-1854-5.

Istre O. Management of symptomatic fibroids: conservative surgical treatment
modalities other than abdominal or laparoscopic myomectomy. Best Pract Res Clin
Obstet Gynaecol. 2008;22:735-47.

Kiuru M, Lehtonen R, Arola J, et al. Few FH mutations in sporadic counterparts of
tumor types observed in hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer families.

Cancer Res. 2002;62:4554-17.

49



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

Khaund A, Lumsden MA. Impact of fibroids on reproductive function. Best Pract Res
Clin Obstet Gynaecol. 2008;22:749-60.

Ligon AH, Morton, CC. Leiomyomata: heritability and cytogenetic studies. Human
reproduction update. 2008;22:603-14.

Lehtonen R, Kiuru M, Vanharanta S, et al. Biallelic inactivation of fumarate hydratase
(FH) occurs in nonsyndromic uterine leiomyomas but is rare in other tumors. Am J
Pathol. 2004;164:17-22.

Mara M/I. Expektacni postup. In Mara, M. Dé&loZzni myomy: Moderni diagnostika a
lécba. Praha: Grada Publishing. 2009. 231 s. ISBN 978-80-247-1854-5.

Mara M/II. MozZnosti farmakologické 1é€by myomi. In Mdara, M. Délozni myomy:
Moderni diagnostika a lécba. Praha: Grada Publishing. 2009. 231 s. ISBN 978-80-
247-1854-5.

Mara M/III. Laparoskopickd myomektomie. In Mara, M. Dé€lozni myomy: Moderni
diagnostika a lécba. Praha: Grada Publishing. 2009. 231 s. ISBN 978-80-247-1854-5.
Mara M, Kubinova K, Maskova J, et al. Uterine artery embolization versus
laparoscopic uterine artery occlusion: the outcomes of a prospective, nonrandomized
clinical trial. Cardiovasc Intervent Radiol. 2012;35:1041-52.

Mark J, Havel G; Grepp C, et al. Chromosomal patterns in human benign uterine
leiomyomas. Cancer genetics and cytogenetics. 1990;44:1-13.

Meloni AM, Surti U, Contello AM, et al. Uterine leiomyomas : cytogenetic and
histologic profile. Obstetrics and gynecology. 1992;80:209-17.

Metwally M, Cheong YC, Horne AW. Surgical treatment of fibroids for subfertility.
Cochrane Database Syst Rev. 2012;11:CD003857.

McLucas B. Diagnosis, imaging and anatomical classification of uterine fibroids. Best
Pract Res Clin Obstet Gynaecol. 2008;22:627-42.

O'Flaherty L, Adam J, Heather LC, et al. Dysregulation of hypoxia pathways in
fumarate hydratase-deficient cells is independent of defective mitochondrial
metabolism. Hum Mol Genet. 2010;19:3844-51.

Okolo S. Incidence, aetiology and epidemiology of uterine fibroids. Best Pract Res
Clin Obstet Gynaecol. 2008;22:571-88.

Olive DL, Pritts EA. Fibroids and reproduction. Semin Reprod Med. 2010;28:218-27.
Othman EE, Al-Hendy A. Molecular genetics and racial disparities of uterine

leiomyomas. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol. 2008;22:589-601.

50



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Ozisik YY, Meloni AM, Altungoz O, et al. Translocation (6;10)(p21;g22) in uterine
leiomyomas. Cancer genetics and cytogenetics. 1995;79:136-8.

Parker W. Etiology, symptomatology, and diagnosis of uterine myomas. Fertility and
sterility. 2007;87:725-36.

Perrier-Trudova V, Rustin P, Barrois M, et al. French National Cancer Institute
"Inherited predisposition to kidney cancer" network. Novel FH mutations in families
with hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer (HLRCC) and patients with
isolated type 2 papillary renal cell carcinoma. J Med Genet. 2011;48:226-34.
Pithukpakorn M, Wei MH, Toure O, et al. Fumarate hydratase enzyme activity in
lymphoblastoid cells and fibroblasts of individuals in families with hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer. J Med Genet. 2006;43:755-62.

Picaud et al. Structural basis of fumarate hydratase deficiency. J Inherit metab Dis.
2011;34:671-6.

Rein MS, Powell WL, Walters FC., et al. Cytogenetic abnormalities in uterine
myomas are associated with myoma size. Molecular human reproduction. 1998;4:83-
6.

Reeves R. Molecular biology of HMGA proteins : hubs of nuclear function. Gene.
2001;277:63-81.

Sanz-Ortega J, Vocke C, Stratton P, et. al, Morphologic and molecular characteristics
of uterine leiomyomas in hereditary leiomyomatosis and renal cancer (HLRCC)
syndrome. Am J Surg Pathol. 2013;37:74-80.

Stewart L, Glenn GM, Stratton P, et al. Association of germline mutations in the
fumarate hydratase gene and uterine fibroids in women with hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer. Arch Dermatol. 2008;144:1584-92.

Tomlinson IP, Alam NA, Rowan AJ, et al. Germline mutations in FH predispose to
dominantly inherited uterine fibroids, skin leiomyomata and papillary renal cell
cancer. Nature Genetics. 2002:;30:406-10.

Toro JR, Nickerson ML, Wei MH, Warren MB, Glenn GM, Turner ML et al.
Mutations in the fumarate hydratase gene cause hereditary leiomyomatosis and renal
cell cancer in families in North America. Am J Hum Genet 2003; 73: 95-106.

Wei MH, Toure O, Glenn GM, et al. Novel mutations in FH and expansion of the
spectrum of phenotypes expressed in families with hereditary leiomyomatosis and

renal cell cancer. J Med Genet. 2006;43:18-27.

51



51.

52.

53.

54.

Xing YP, Powell WL, Morton CC. The del(7q) subgroup in uterine leiomyomata :
genetic and biologic characteristics. Further evidence for the secondary nature of
cytogenetic abnormalities in the pathobiology of uterine leiomyomata. Cancer
genetics and cytogenetics. 1997;98:69-74.

Ylisaukko-Oja SK, Kiuru M, Lehtonen HJ, et al. Analysis of fumarate hydratase
mutations in a population-based series of early onset uterine leiomyosarcoma patients.
Int J Cancer. 2006;119:283-7.

Yogev O, Yogev O, Singer E, et al. Fumarase: a mitochondrial metabolic enzyme and
a cytosolic/nuclear component of the DNA damage response. PLoS Biol. 2010
9;8:¢1000328.

Yogev O, Naamati A, Pines O. Fumarase: a paradigm of dual targeting and dual

localized functions. FEBS J. 2011;278:4230-42.

52



Kapitola 8:

VLASTNI PUBLIKACE VZTAHUJICI SE K TEMATU

53



8 VLASTNI PUBLIKACE VZTAHUJICI SE K TEMATU

Publikace in extenso, které jsou podkladem disertace

S IF:

1. Kubinova K, Tesarova M, Hansikova H, et al. Fumarate hydratase gene mutation in
two young patients with sporadic uterine fibroids. J Obstet Gynaecol Res.
2013;39:410-4 (IF 0.94).

2. Kubinova K, Mara M, Horak P, et al. Reproductive outcome after myomectomy:
comparison of patients with and without second look hysteroscopy and laparoscopy.
Minim Invasive Ther Allied Technol. 2012;21:118-24 (IF 1,33).

3. Horak P, Mara M, Dundr P, Kubinova K, et al. Effect of a selective progesterone
receptor modulator on induction of apoptosis in uterine fibroids in vivo. Int J
Endocrinol. 2012 ;2012:436174. (IF 1,867).

4. Mara M, Kubinova K, Maskova J, et al. Uterine artery embolization versus
laparoscopic uterine artery occlusion: the outcomes of a prospective, nonrandomized
clinical trial. Cardiovasc Intervent Radiol. 2012;35:1041-52 (IF 2.09).

Bez IF

1. Kubinova K, Mara M, Hordk P, et al. Genetické faktory v etiopatogeni déloznich
myomil. Ceska Gynekol. 2012;77:58-60.

2. Kubinova K, Mara M, Novotna M, et al. Laparoskopickd konzervativni léCba

déloznich myomu. Ceska Gynekol. 2012;77:326-30.

54



