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Suhrn

Predlozena diplomova praca sa zaobera Studiom prediktivnych biomarkerov

U kolorektalneho karcinomu a moznostami detekcie vybranych mutacii génov RAS.

Protoonkogén RAS je ¢len MAPK signalnej drahy a reguluje bunkovy rast,
diferenciaciu a proliferaciu. Gény KRAS a NRAS st c¢asto mutované u pacientov s
kolorektalnym karcinomom. Pri nasadeni cielenej liecby kolorektalneho karcindmu sluzia
gény KRAS a NRAS ako prediktivne biomarkery. Podla Zasad lécby zhoubnych
onemocnéni cytostatiky a suhrnu charakteristickych vlastnosti liekov je pre nastavenie
biologickej lie¢by kolorektalneho karcindmu nutna znalost muta¢ného statusu exonov 2, 3
a4 génov NRAS a KRAS. Stanovit’ mutacny status je mozné prostrednictvom Sirokého
spektra detekénych stprav a technik, pricom novodobé sekvenacné technoldgie umoziuji

rychle paralelné sekvenovanie produkujice vel'ké mnoZzstvo dat za nizku cenu.

Experimentalna cast’® diplomovej prace sa zaoberd ndvrhom, optimalizaciou
a zavedenim pyrosekvenacénej analyzy vybranych kodénov génov KRAS a NRAS na Ustave

molekularni a translacni mediciny Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

KIacové slova: KRAS, NRAS, pyrosekvenacia, prediktivny biomarker



Summary

This diploma thesis summarizes knowledge about predictive biomarkers in

colorectal carcinoma, and detection possibilities of selected RAS gene mutations.

RAS protooncogene is a member of MAPK signalling pathway and regulates
cellular growth, differentiation and proliferation. KRAS and NRAS genes are often mutated
in colorectal carcinoma. KRAS and NRAS genes serve as predictive biomarkers for
prescribing the correct medication for colorectal cancer. Following the Principles of
treatment of malignant diseases with cytostatics and summary of drug characteristics, the
knowledge of KRAS and NRAS mutational status in exones 2, 3 and 4 is necessary for
biological treatment prescription. Mutational status can be diagnosed using wide spectrum
of detection techniques, along with new sequencing technologies, which allow rapid

parallel sequencing and production of quantity data for low price.

Experimental part of diploma thesis focuses on design, optimalization, and
implementation of pyrosequencing technology for selected KRAS and NRAS codons in the
Institute of Molecular and Translational Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry,

Palacky University.

Key words: KRAS, NRAS, pyrosequencing, predictive biomarker
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1. Uvod

Pod pojmom prediktivny biomarker (onkomarker) oznacujeme gén alebo protein,
ktory predpoveda odpoved’ na zvolenu lieCebnu terapiu. V sucasnosti sa o prediktivnych
biomarkeroch  hovori predovSetkym Vv spojitosti S rozvijajicimi sa  moznostami
personalizovanej mediciny. Pri nastaveni spravnej personalizovanej lieCby je u vybranych

ochoreni nutna znalost’ muta¢ného statusu konkrétnych génov.

RAS koduju malé GTPazové proteiny, regulujice MAPK a PI3K signalnu dréhu.
Mutaciami RAS génov vznikaju onkoproteiny, ktoré v hyperaktivovanom stave reguluju
bunkovu proliferaciu, diferencidciu ai. Mutacie génov RAS boli identifikované v Sirokom

spektre rakovin, ako napr. pri rakovine kolorekta, titnej zZ'azy, mo¢ového mechura, ¢i koze.

U pacientov s kolorektalnym karcindmom je pre volbu lie¢ebného postupu potrebna
znalost’” mutacného statusu génov RAS. Zasady 1écby zhoubnych onemocnéni cytostatiky
a sthrn charakteristickych vlastnosti lieckov (SPC) udavaju potrebu poznat’ mutacny status
génov KRAS a NRAS pred nastavenim lieCebnej terapie panitumumabom a cetuximabom.
Mutacie KRAS a NRAS je nutné identifikovat’ u oboch génov v oblastiach exénu 2 (kodén 12
a 13), exonu 3 (kodon 59 a 61), a exénu 4 (kodon 117 a 146).

V sucasnosti je dostupné Siroké spektrum mutacnych testov detekujucich Specifické
mutacie KRAS a NRAS. Casto vyuzivané su detekéné supravy, oznadené CE-IVD znac¢kou,
zalozené na PCR metdde. Tieto metddy su vSak Casto limitované neschopnost'ou identifikovat’
vSetky mozné mutacie, pripadne konkrétny typ muticie analyzovaného génu. So
sucasnym rozvojom sekvenaénych metdd a ich zvySujucou sa dostupnostou laboratoriam je
mozné vyuzit' 1 sekvenacné technolodgie, ktoré identifikuju konkrétne poradie nukleotidov

v testovanej sekvencii DNA.



2. Ciele prace

Cielom teoretickej Casti diplomovej prace bolo spracovat’ informacie o génoch KRAS
a NRAS a ich vyzname v lie¢be kolorektalneho karcinomu. Cast’ teoretickej prace sa zarovei
venuje i moznostiam detekcie mutacii vybranych génov so zameranim na vyuZzivané
komer¢ne dostupné kity, zalozené na identifikacii mutacii pomocou PCR techniky, rovnako
ako aj sekvenacné techniky, so zameranim na Sangerovo sekvenovanie, pyrosekvenovanie a

sekvenovanie novej generacie.

Cielom praktickej Casti diplomovej prace bolo zavedenie pyrosekvenacnej analyzy
v DNA laboratériu na Ustave molekularni a translaéni mediciny Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. Stucastou experimentalnej Casti bol design primerov pre PCR reakciu,
optimalizdcia PCR podmienok, ndvrh a optimalizacia pyrosekvenaénych analyz a
identifikacia mutacii KRAS a NRAS v pacientskych vzorkdch prostrednictvom

pyrosekvenacénej analyzy. Analyzované boli mutacie génov KRAS a NRAS:
- KRAS exo6n 2 (kodony 12 a 13)
- KRAS exo6n 3 (kodony 59 a 61)
- KRAS exo6n 4 (kodony 117 a 146)
- NRAS exo6n 2 (kodony 12 a 13)
- NRAS exo6n 3 (kodony 59 a 61)

- NRAS ex6n 4 (kodény 117 a 146)



3. Sucasny stav rieSenej problematiky

3.1Signalna draha EGFR v onkogenézii
Jednou z drah regulujacich bunkovy rast, diferenciaciu a proliferaciu je signdlna draha

EGFR. Signal je na jednotlivych ¢lenov signalnej drahy prenaSany kaskadovito fosforylaciou.
Signalna drdha je aktivovand naviazanim ligandu na receptor lokalizovany na vonkajSom
povrchu plazmatickej membrany. Ligandom moéze byt EGF, TGF a, amfiregulin, betacellulin
ai. (Linggi a kol., 2006). Mutacie ¢lenov EGFR signalnej drahy spdsobuju kvalitativne alebo
kvantitativne zmeny génovej expresie, nasledkom ¢oho moéze Vv organizme dochadzat' ku

kancerogenézii.

Medzi najlepsie prestudované drahy EGFR patri drdha MAPK (mitogénom-aktivovana
proteinkinaza) a PI3K (fosfatidylinositol-3-kinaza) (viz Obr. 1).

Ligand —

EGFR dimer
Ligand-viaZuca
doména

[pren | — Akt |

}

_mTOR | [STAT35 |
N\ Pé +
Prezivanic Prolifericia

Obr. 1: Schéma signalnej drahy EGFR (upravené podl'a Ladanyi a kol., 2008)

EGF (epidermalny rastovy faktor) svojou védzbou na receptor EGFR aktivuje dany
transmembranovy  protein. EGFR  obsahuje  extraceluldrnu  receptorova  Cast,
transmembranovu hydrofobnu doménu a cytoplazmatickti doménu s Tyr-kindzovou aktivitou.
Vizbou EGF na receptor dochddza ku zmene konformécie a odkrytiu dimeriza¢nej domény.
Po dimerizacii receptoru sa nasledne priblizia intracelularne casti EGFR s kindzovou
doménou a dochadza k autofosforylacii Tyr. Ako nasledok fosforylacie sa na EGFR naviazu
substratové proteiny GRB2 a SOS. GRB2 sa na receptor viaze prostrednictvom SH2 domény,

pricom SOS nasledne viaze svojou SH3 doménou. Po vdzbe SOS na GRB2 sa proteiny RAS
10



aktivuji konverziou z inaktivneho (GDP) stavu na aktivny (GTP) stav. Aktivovany RAS
prenasa signal na protein Raf (MAPKKK), z ktoré¢ho sa signalnou kaskadou prenasa signal na
dalsich ¢lenov MAPK signalnej drahy, MEK (MAPKK) a ERK (MAPK). Aktivované ERK
je transportované do bunkového jadra, kde vidzbou na transkripcné faktory reguluje bunkovu
proliferaciu, diferencidciu, tumorogenézu ai. Po aktivacii je RAS protein inaktivovany
hydrolyzou GTP na GDP prostrednictvom GAP proteinov (GTPase activating protein).
V tumorovych bunkach dochadza v spojitosti s mutaciami RAS génov ku konstitutivnej

hyperfosforylacii danej drahy.

Aktivovany RAS sa okrem aktivacie Raf podiel'a i na fosforylacii PI3K signalnej drahy.
Lipidové kindza PI3K (fosfatidylinositol-3-kindza) aktivuje na membranu naviazany protein
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), ktory pdsobi na fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat
(PIP3). PIP3 podsobiaci ako druhy posol aktivuje PIP3-dependentnt kinazu-1 (PDK1)
a proteinkinazu B (PBK/Akt). PDK1 aktivuje Akt kinidzu, ktord prostrednictvom NF-xB
aktivaciou transkripénych faktorov, ako st AP-1, E2F a Myc, reguluje génovu expresiu (Cox

akol., 2002).

3.2 Liecba kolorektalneho karcinému
Kolorektalny karcindm (CRC) je zhubné nédorové ochorenie postihujuce hrubé crevo

(kolén) a konec¢nik (rektum).

Podl'a dat GLOBOCAN (Ferlay a kol., 2012) dosiahla svetova incidencia CRC v roku
2012 pocet 1360 602 pripadov. Jedna sa o treti najCastejSie sa vyskytujiici zhubny nador,
sposobujuci 693 881 umrti v roku 2012. V Eurdpe v rovnakom roku dosiahla incidencia CRC
447 136 pripadov a mortalita 214 814 (Ferlay a kol., 2012).

Ceska republika patri medzi krajiny s najvy$§im mnoZstvom pacientov trpiacich CRC.
Rocne je v Ceskej republike identifikovanych priblizne 8000 novych pripadov CRC (Dusek
akol., 2014). Vincidencii kolorektalneho karcinému umuzov stoji Ceskd republika na

tretom mieste pomyselného eurdpskeho rebricka (Ferlay a kol., 2012).

CRC je mozné diagnostikovat iV bezpriznakovom stadiu pocas skreeningového
vysetrenia. Od 1. januara 2014 sa v Ceskej republike spustil projekt adresného pozyvania
ob¢anov (muzov i zZien vo veku 50 — 70 rokov) ku skreeningu karcinomu kolorekta. Projekt

ma, okrem iného, za ciel’ zvysit mnozstvo Uspesne identifikovanych pacientov, zlepsit’ kvalitu
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skreeningu, aktualizaciu epidemiologickych dat a zvysit' informovanost’ §irokej verejnosti

0 danej problematike (Dusek a kol., 2014).

Kolorektalny karcindm je v pripade skorej diagnostiky dobre liecitelné ochorenie
svysokou Sancou na vylieCenie. Liecba CRC zavisi od mnohych faktorov, vratane
umiestnenia a vel'kosti nadoru, pritomnosti a typu metastaz, zdravotného stavu pacienta ai.
Medzi zakladné postupy liecby CRC patri jeho chirurgické odstranenie, radioterapia
a chemoterapia. V stc¢asnosti sa ako sucast’ liecby CRC vyuziva i cielena liecba, Specificky
namierena proti molekularnym draham podiel’ajucim sa na kancerogenézi. Podl'a Zasad 1écby
zhoubnych onemocnéni cytostatiky (tzv. Modrej knihy Ceskej onkologickej spolo¢nosti)
stanovujucej lieCebny postup nddorovych ochoreni, asuhrnu charakteristickych vlastnosti
liekov (SPC), je pre nastavenie lieCby kolorektalneho karcindomu pomocou lieCiv
panitumumab a cetuximab nutna znalost’ muta¢ného statusu exonov 2, 3 a4 génov RAS
(KRAS a NRAS) (Vyzula a kol., 2014).

Na zaklade Staddia progresie ochorenia sa pacienti trpiaci zhubnym novotvarom

kolorekta radia do 4 skupin s charakteristickym postupom lie¢by (Vyzula a kol., 2014):
- Stadium 0

Pacienti identifikovani v tomto $tadiu su lieeni chirurgickym odstranenim 1ézie a polypov,

bez indikécie chemoterapie.
- Stadium I

U pacientov $tadia I kolorektdlneho karcindmu dochadza k Sirokej excizii loZisk a naslednej

anastomoze (vzajomnom prepojeni ciev), bez lieCby chemoterapiou.
- Stadium II

Pri liecbe Stadia II kolorektalneho karcindému je okrem Sirokej excizie a anastomdzy nasadena
I adjuvantna (po chirurgickom odobrani loziska), pripadne neoadjuvantna (pred chirurgickym

zakrokom) chemoterapia.
- Stadium I1I

Liecba III. Stadia zahffia Sirokt chirurgickll exciziu, anastomézu a adjuvantnd, pripadne

neoadjuvantni chemoterapiu.

12



- Stadium IV

Liecba IV. stadia kolorektalneho karcinomu klasifikuje pacientov s pokro¢ilym stupfiom
ochorenia, vytvorenymi metastdzami a inoperabilnymi ochoreniami. Pred nasadenim
spravneho liecebného procesu je nutné poznat’ mutacny status ¢lenov RAS rodiny. Spolo¢nost’
Seskych patologov a COS stanovila poziadavku na identifikiciu RAS muta¢ného statusu
referencnym laboratoriam u pacientov Ill. aIV. §tadia pred nasadenim liecby. U zvySnych
Stadii sa RAS mutac¢ny status vysetruje na ziadost' onkologa. Medzi najcastejSie nasadzované
chemoterapeutika patria kombinacie FOLFOX (leukovorin, oxaliplatina, 5-FU) a FOLFIRI

(leukovorin, irinotekan, 5-FU).

V pripade liecby 1. linie sa nasadzuje monoterapia alebo kombinovand liecba
s vyuzitim 5-FU, irinotekanu, kapecitabinu, oxaliplatiny a biologickej lie¢by. Uspesnost
liecby sa hodnoti po 2 — 3 mesiacoch. Liecba 2. linie je posudzovana individudlne

s naslednym presetrenim po 2 — 3 mesiacoch (Vyzula a kol., 2014).

3.2.1 Cielena biologicka liecba

V Ceskej republike sa podla Modrej knihy Ceskej onkologickej spolo¢nosti v ramci
biologickej liecby kolorektadlneho karcindmu V stcasnosti vyuziva bevacizumab, cetuximab,
panitumumab a aflibercept. U pacientov, ktori uz boli lieCeni chemoterapeuticky s latkami
cielenymi na anti-EGFR/VEGF, sa ako monoterapeutickd liecba moze nasadzovat

i regorafenib.

3.2.1.1 Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin) je monoklondlna humanizovana protildtka produkovana
z bunkovej linie derivovanej z buniek vaje¢nika ¢inskeho Skrecka Cricetulus griseus (tzv.
CHO bunky). Sluzi ako inhibitor angiogenézy, inhibuje aktivitu vaskularneho endotelialneho
rastového faktoru. Indikdcia lieCiva doposial’ nie je viazand na identifikované molekularne
biomarkery. Bevacizumab bol schvaleny FDA v roku 2004 a okrem iného sa nasadzuje pri
liecbe metastdzujuceho kolorektalneho karcindmu v kombinécii s chemoterapeutickou liecbou
5-FU. Medzi mozné vedlajSie UCinky liecby patri hypertenzia a arteridlna a Zilna

tromboembdlia (Vyzula a kol., 2014).
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3.2.1.2 Cetuximab
Cetuximab (Erbitux) je monoklondlna chiméricka potilatka IgG1, inhibujuca EGFR.

Lie¢ivo bolo schvalené vroku 2003 FDA a nasadzuje sa okrem iného pri lieCbe
metastazujiceho kolorektalneho karcinomu exprimujuceho EGFR a RAS Standardného typu
(Vyzula a kol., 2014). Cetuximab sa vyuziva v lie¢be prvej linie v kombinacii s FOLFOX,
FOLFIRI, druhej linie s chemoterapiou zalozenou na irinotekane, pripadne ako monoterapia
Vv pripade zlyhania liecby irinotekanom a d’alSich liniach ako monoterapia. Medzi najCastejSie
uvadzané vedlajSie ucinky liecby patria kozné reakcie, suchd koza, zvySené riziko
anafylaktoidnej reakcie. LieCebnym u¢inkom cetuximabu sa zaoberali klinické Studie FIRE-3
a OPUS (prva linia liecby), CRYSTAL (prva a druha linia liecby), ASPECCT (monoterapia
cetuximabom) ai. (Vyzula akol., 2014). Bokemeyer a kol., (2014) porovnavali G¢innost’
liecby cetuximabom v kombinacii S FOLFOX4 verzus liecbu FOLFOX4 bez nasadenia
cetuximabu u pacientov bez mutacie KRAS (exon 2). Odpoved pacientov na liecbu
cetuximabom s FOLFOX4 dosahovala 57,9 %, u pacientov liecenych FOLFOX4 odpovedalo
na lieCbu 28,6 %. U pacientov s mutaciou KRAS odpovedalo na lie¢bu cetuximabu
s FOLFOX4 37 %, pricom na liecbu bez cetuximabu reagovalo 50,7 % pacientov. Klinicka
staidia CRYSTAL (Cutsem akol., 2007) uvadza u pacientov lieCenych cetuximabom
s FOLFIRI znizenie rizika progresie tumoru CRC o 15 % Vv porovnani s pacientmi lieenymi

samotnym FOLFIRI.

3.2.1.3 Panitumumab

Panitumumab (Vectibix) je monoklondlna humanna anti-EGFR 1gG2 protilatka,
schvalena FDA v roku 2006 (Vyzula a kol., 2014). Jednou z aplikacii panitumumabu je liecba
metastazujuceho kolorektalneho karcinomu s RAS Standardného typu, v 1. linii v kombinacii
s FOLFOX, 2. linii s FOLFIRI, a ako monoterapia po zlyhani chemoterapie na bazi 5-FU,
oxaliplatiny a irinotekanu. Mozné vedl'ajSie u¢inky liecby zahfiiaju mimo iné kozné reakcie,
unavu, dehydrataciu a hypokalcémiu (Vyzula a kol., 2014). Malik a kol. (2005) uvadzaja
kozné reakcie ako vedlajSiu odpoved” monoterapie panitumumabom u 95 % lieCenych
pacientov. Jedny z klinickych $tadii, ktoré sa zaoberali lieCebnym tG¢inkom panitumumabu sa
v prvej linii lie€by st PRIME a PEAK, druhu liniu liecby popisuje stadia 20050181, a Ginky
monoterapie panitumumabom uvadza $tadia ASPECCT (Vyzula akol., 2014). Studia
Douillard a kol., (2013) porovnava prezitie pacientov bez progresie tumoru (progression-free

survival, PFS) pri nasadeni panitumumabu spolo¢ne s FOLFOX4. U pacientov s mutaciou
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RAS bolo zaznamenané PFS 7,3 mesiacov, v porovnani s pacientmi bez RAS mutacie,
u ktorych bolo PFS 10,1 mesiacov. Douillard a kol., (2013) zaroven sledovali celkové prezitie
(overall survival, OS) pacientov lieCenych panitumumabom a FOLFOX4, pricom pacienti bez
RAS mutacie mali celkové prezitie 26 mesiacov. Celkové prezitie u pacientov s RAS mutaciou

bolo pri rovnakej liecbe 15,6 mesiacov.

3.2.1.4 Aflibercept
Aflibercept (Zaltrap) je rekombinantny fuzny glykoprotein produkovany CHO

blokujuci aktivaciu VEGF receptorov a proliferaciu endotelidlnych buniek. Bol schvaleny
FDA vroku 2012 av sucasnosti je predpisovany pri liecbe kolorektalneho karcindmu
s chemoterapiou FOLFIRI u pacientov s rezistenciou, pripadne progresiou na oxaliplatinu.
Medzi neziaduce ucCinky afliberceptu patri zhorSené hojenie ran, hypertenzia

a gastrointestinalna perforacia (Vyzula a kol., 2014).

3.2.1.5 Regorafenib
Regorafenib (Stivarga) je multikindzovy inhibitor, schvaleny FDA v roku 2012, ktory je

vyuzivany predovSetkym V liecbe kolorektdlneho karcindmu u pacientov po neuspesnej
chemoterapeutickej liebe s 5-FU, a anti-VEGF, anti-EGFR liec¢be. Predikcia regorafenibu nie
je v sucasnosti viazana na detekciu biologického markeru. Moznymi vedl'aj$§imi G¢inkami

liecby je Ginava, hypertenzia, koZzna reakcia ruka-noha ai (Vyzula a kol., 2012).

3.3 Prediktivne biomarkery

Pojmom prediktivny biomarker oznacujeme ,ukazovatel*” pre cielena liecbu,
napomahajici zvoleniu vhodnej liedebnej terapie. Stidium a diagnostika prediktivnych
biomarkerov, umoziujtcich cielent liecbu ochoreni, je jednym zo zékladov personalizovane;j
mediciny. Medzi ¢asto Studované prediktivne biomarkery patria gény nachadzajiice sa v
rodine RAS génov. V Ceskej republike je pre nastavenie lie¢ebného postupu CRC povinna
detekcia RAS muta¢ného stavu (Vyzula a kol., 2014). V pripade mutacie génov RAS dochadza
ku konStitutivnej aktivacii EGFR signélnej drahy i bez aktivovaného EGFR, proti ktorému st

prepisované tzv. anti-EGFR mADb (cetuximab a panitumumab).

3.3.1 Rodina génov RAS

V RAS nadrodine malych proteinov s GTP4azovou aktivitou sa nachadza priblizne 150
¢lenov identifikovanych v 'udskom organizme. Na zaklade funkcie a sekvencie jednotlivych

Clenov je dana nadrodina rozdel'ovana do piatich hlavnych vetiev: RAS, RHO, RAB, RAN
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a ARF (Wennerberg a kol, 2005). Jedny z najlep$ie prestudovanych onkoproteinov RAS
nadrodiny, i v savislosti s ich postavenim prediktivnych biomarkerov, st RAS (Rat sarcoma)
onkoproteiny, zohravajuce tlohu v regulacii bunkovej signalizacie, proliferacie, diferenciacie

a v bunkovom prezivani. Gény, ktoré koduji dané onkoproteiny, tvoria rodinu RAS génov.

V Tudskych typoch rakovin medzi naj¢astejsie sa vyskytujuce onkogény patria tri RAS
gény. Prvé dva RAS gény, pomenované ako KRAS (Kirsten sarcoma virus) a HRAS (Harvey
rat sarcoma viral oncogene homolog), boli v 'udskom genéme objavené v roku 1982 (Chang
akol., 1982). Gén NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) bol v l'udskom
genome identifikovany v roku 1983 (Hall a kol., 1983). Priblizne 99 % vsetkych mutacii
génov RAS su substiticie so zmenou zmyslu (COSMIC, 2014).

RAS proteiny, syntetizované v cytosole, su lokalizované na vnuatornej strane
plazmaticke] membrany a prechadzaju posttranslaénymi modifikaciami, predovsetkym
v oblasti C-terminalneho konca. S vynimkou C-terminalneho konca je Struktara vsetkych
proteinov, patriacich do rodiny RAS, charakteristicka vysokou homologiou. RAS proteiny
obsahuji na aminokyselinovej pozicii 186 — 189 C-terminalneho konca tzv. CAAX motiv,
pricom symbol C oznacuje aminokyselinu cystein, A oznacuje alifatické aminokyseliny, a X
oznacuje akukol'vek aminokyselinu (Macalusco a kol., 2002). CAAX motiv je rozpoznavany
farnezyltransferazou, geranylgeranyltransferdzou I, palmitoyldzou ai., ktoré modifikéciou
proteinu umoznuju jeho asociaciu s plazmatickou membranou. U izoformy KRAS 4A
dochadza pomocou palmitoyltransferazy k modifikacii a naslednému uchyteniu danej
izoformy na plazmatickti membranu bunky. Palmitoylacia nie je typicka pre izoformu KRAS
4B, uktorej dochadza k lokalizacii na plazmatickli membranu pomocou systému
mikrotubulov (Hancock akol., 1989, Thissen akol., 1997). Modifikacia Struktary RAS

proteinov a vizba Specifickych efektorov reguluje EGFR signalnu dréhu.

3.3.1.1 Gén KRAS

Gén Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, skratene znaceny ako KRAS, je
lokalizovany na kratkom ramienku chromozomu 12, na pozicii 12p12.1 (viz Obr. 2). KRAS
gén, dlhy 52 675 bp, je tvoreny 6 exonmi (NCBI, 2014a).

Gén KRAS koduje 188 aminokyselin vel'ky KRAS protein o velkosti priblizne 21 kDa
(McGrath akol., 1983). Alternativnym zostrihom vznikaji z génu KRAS dve izoformy
mRNA, oznacované ako KRAS 4A a KRAS 4B, liSiace sa C-termindlnym koncom. Dizka
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MRNA izoformy A génu KRAS je 5889 bp. Mediatorova RNA izoformy B je dlha 5765 bp.
Izoforma KRAS 4B sa v l'udskych bunkach vyskytuje vo vysSej miere nez izoforma KRAS
4A (Pells a kol., 1997).

Chr 12

[T N ] =M - 0 AN 0 A & M
mra NAd M - o o o - M - 0 MM o M AAN N m M
L O T Y Ly iz iz el ] wmm R T I I b s S L T T N = M ™ S S 8
d-d d dd o - o o inl o o odd o R L I o I o Y I A
I v R v R v v I v ) v} o oo fup oo o o oo o T O T oo o0 0T OO0 ooo OO0 OO

E

Obr. 2: Lokalizacia génu KRAS génu na chromozoéme 12, oznacena ¢ervenou Ciarou

(GeneCards, 2014a)

Napriek rozdielom medzi mutaciami jednotlivych nadorov, miesta s najvac¢Sou
frekvenciou mutacii génu KRAS sa vyskytuju na kodoénoch 12, 13 (exén 2) a v okoli kodénu
61 (exon 3), nasledované kodonmi 117 (ex6n 4) a 146 (ex6n 4). V kodone 12 (Gly) bolo
zaznamenanych az 86 % vsetkych pripadov. V kodéne 13 (Gly) bolo detekovanych priblizne
13 % vsetkych mutacii. Kodon 61 (Glu) a 146 (Ala) nesie priblizne 1 % mutacii (Medrare
a kol., 2011). V T'udskom gendome sa mutacie génu KRAS vyskytuji priblizne v 22 % rakovin
(Prior akol.,, 2012). Onkogénna mutacia génu KRAS sa vyskytuje predovsetkym
Vv pankreatickych adenokarcindmov, karcinomov kolorekta a plic, priCom sa objavuje najmé
v skorych S$tadiach rakoviny. Mutacie génu KRAS sa vyskytuju iu pacientov trpiacich

Noonanovym ¢i Costellovym syndromom (Medrare a kol., 2011).

3.3.1.2 Gén NRAS
LCudska varianta génu Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog,

oznacovaného ako NRAS sa nachadza na kratkom ramienku chromozému 1. Pozicia je
oznadovana ako 1p13.2 (viz Obr. 3) a gén obsahuje 7 exdnov. Dizka génu NRAS je 19 438 bp
(NCBI, 2014b).
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Obr. 3: Lokalizacia génu NRAS na chromozome 1, oznacena ¢ervenou ¢iarou (GeneCards,
2014b)
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Frekvencia onkogénnych mutacii génu NRAS je priblizne 8 % (Prior a kol., 2012).
Najviac mutacii (priblizne 60 %) sa nachadza v kodone 61 (Gln), nasledované kodonmi 12
(Gly — 24,4 %) al3 (Gly — 12,7 %) Mutacie génu NRAS sa vyskytuju predovsetkym
U hematopoetickych tumorov a malignych melanémov (Medrare akol.,, 2011). Mimo
rakovinovych ochoreni sa mutovana forma génu NRAS vyskytuje u pacientov trpiacich

Noonanovym syndrémom a autoimunnym lymfoproliferativnym syndrémom.

3.4 Metody pouzivané k detekcii mutacii génov KRAS a NRAS

Na detekciu mutacii génov KRAS a NRAS je mozné vyuzit’ Siroké spektrum detekénych
suprav. Supravy sa okrem mechanizmu posobenia liSia 1V mnozstve atype detekovanych
KRAS a NRAS mutécii, citlivosti ¢i Specificite. VSetky supravy maji zaroven rozdielne naroky

na kvalitu a kvantitu analyzovanej DNA a pritomnost’ tumorovych buniek

3.4.1 High resolution melting (HRM)

Pri detekcii mutacii HRM metddou dochadza ku post-PCR analyze amplikonov. Pri
zahriati DNA sa oddel'uji jednoretazcové vlakna, pricom cely proces je monitorovany
saturovanym fluorescenénym farbivom viazucim sa na dsDNA. Analyza prebieha v redlnom
Case azachytava akékol'vek varidcie v sekvencii DNA podla teplotného profilu topenia
amplifikovaného produktu. Na zéklade rozdielnej krivky topenia sa porovnava mutovana
a standardna (wildtype, wt) DNA (Malapelle a kol., 2014) (viz Obr. 4). HRM umoziiuje lacni
a rychlu analyzu DNA, pricom zachyti vzorky s 10 % mutacie (Tsiatis a kol., 2010). Vysledok
HRM je vsak potrebné overit’ i inou metddou, pretoZze abnormalnu krivku topenia sposobuje
akakol'vek zmena v Struktire DNA, a metdda mé teda tendenciu tvorit’ faloSne pozitivne
vysledky. Interpreticia HRM profilu navySe neumoznuje identifikaciu $pecifickych miest

mutacie v DNA.
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Obr. 4: Ukazka HRM analyzy zndzorfiujiica analyzu krivky topenia a HRM teplotny profil

pred a po normalizacii fluorescen¢ného signalu (Upravené podl'a Liu a kol., 2014)

3.4.2 therascreen® RGQ

CE-IVD znacena detek¢na suprava therascreen® umoziuje analyzu siedmich mutécii
génu KRAS v kodonoch 12 a 13 (viz Tabulka 1) (Bolton akol., 2015). Detekcia mutacii
kombinuje ARMS (Amplification-Refractory Mutation System) a Scorpion techniky.
Pomocou Specifickych ARMS primerov je Tag DNA polymerazou, rozpoznavajicou zhodu,
resp. nezhodu na 3° konci primeru, selektivne amplifikovand mutovana sekvencia.
Amplifikdicia DNA je detekovana bifunkénymi Scorpion molekulami obsahujucimi
kovalentne naviazany primer ku probe. Po hybridizacii proby ku amplikonu, sa zo Scorpion
molekuly oddeli zhaga& fluorescenéného signalu od fluoroforu (FAM™), a nasledkom ich
separacie sa zvysi fluorescenény signal. therascreen® porovnava amplifikdciu mutovanej
DNA a standartnej (wild-type) DNA pomocou Cp hodnoty, pricom vysledny status je ureny
na zaklade rozdielu ich Cp (ACp). Cp (crossing point) udava bod, resp. cyklus v ktorom
dochadza k prekonaniu minimdlnej hrani¢nej hodnoty fluorescencie, a dostatocnému
nahromadeniu amplikonov, ktoré st detekovatelné od fluorescenéného pozadia. Software
hodnoti vzorky s hodnotou ACp Vv rozmedzi 21,92 — 32,0, pricom ako pozitivne vyhodnoti

vzorky s hodnotou ACp mensSou alebo rovnou hranicnej, tzv. cut-off hodnote (therascreen®
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KRAS RGQ PCR Kit Handbook, 2012). Stprava zachyti priblizne 1 az 5 % mutacii,
v zavislosti na testovane] mutacii a kvalite DNA (Kotoula a kol., 2009; Malapelle a kol.,
2014).

3.4.3 cobas®

CE-IVD znaceny cobas® KRAS muta¢ny test firmy Roche umoziuje rychlu detekciu
19 mutacii génu KRAS v kodonoch 12, 13 a 61 (viz Tabul'ka 1). cobas® test detekuje mutacie
v DNA izolovanej z FFPE tkaniv pomocou tzv. Taq-Melt real-time PCR. PCR prebieha
pomocou paru primerov a dvoch fluorescencne znacenych oligonukleotidovych sond. Jedna
sonda detekujuca mutaciu génu stanovuje oblast’ o vel'kosti 85 bp (mutacie KRAS kodénov 12
a13), adruha detekuje 75 bp velky usek KRAS génu kodonu 61. Pritomnost’ mutacie je
stanovend pomocou analyzy krivky topenia, v programe scyklicky sa zvySujucou
a klesajiicou teplotou. Sonda pre wt vzorku sa viaze pri nizkej teplote na wt i mutovana
sekvenciu. Pri postupnom zvySovani teploty sa sonda uvolfiuje od amplikonu, ¢o sa prejavi
poklesom fluorescenéného signalu. Amplikony presne naviazané so sondou pre wt oblast’ sa
topia pri vysSej teplote, nez u oblasti s mutaciami. Pri kazdom zvySeni teploty sa stanovi
fluorescenény signal a teplota topenia. cobas® umoziuje rychlu detekciu do 8 hod. Limit

detekcie cobas® je priblizne 5 % (Gonzales deCastro a kol., 2012, Lee a kol., 2012).

3.4.4 KRAS StripAssay®, NRAS StripAssay®
KRAS StripAssay®, NRAS StripAssay® (ViennalLab) st metddy oznacené CE-1VD

znackou a umoznuju detekciu mutacii génu KRAS v kodoénoch 12, 13, 61 a muticie NRAS
v kodénoch 12, 13 a6l (viz Tabulka 1) (StripAssay® Evaluator, 2013a; StripAssay®
Evaluator, 2013b). Analyzovana DNA je amplifikovana tzv. mutant-enriched PCR a nasledne
hybridizovana na nitrocelul6zové stripy so Specifickymi probami, ktoré st imobilizované
Vv paralelnych liniach. Sekvencie naviazané s farebnymi probami st vizualizované skenerom
a prislusnym softwarom. Citlivost’ metddy je 1 %. Analyza prebieha do 6 hod (s vynimkou

izolacie DNA) (Malapelle a kol., 2014).

3.45 Infiniti® KRAS-BRAF Assay

Infiniti® KRAS-BRAF Assay (AutoGenomics) je CE-IVD znafeny kit, umoznujici
detekciu mutacii génu KRAS v kodone 12 (7 mutécii), 13 (6 mutacii), 61 (7 mutécii) a v géne
BRAF 5 mutacii (viz Tabul’ka 1) (Infiniti® KRAS-BRAF Assay, 2013). Detekcia je zalozena

na multiplexnej PCR amplifikacii a znaceni amplikonov fluorescen¢nou znackou pomocou
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predlzovania primerov, tzv. ASPE (Analyte Specific Primer Extension). ASPE primery st
hybridizované na Biofilm Chip Microarray, ktord obsahuje polyesterom obalené gulicky. Na
jednu microarray pripadéa jedna vzorka, ktora je nédsledne premyta od zostatkového substratu
a skenovana Infiniti analyzérom. Jeden zasobnik obsahuje 12 microarrayi. 48 vzoriek je
analyzovanych za priblizne 5,5 hod. (Altimari a kol., 2013; Infiniti® KRAS-BRAF Assay,
2013). Detekény limit Infiniti® technologie je 10 % (French a kol., 2011).

3.4.6 LightMix® Kit KRAS-NRAS

LightMix® Kit KRAS-NRAS je CE-IVD detekéna stprava umoziujuca in Vvitro
detekciu mutacii v génoch KRAS a NRAS (viz Tabulka 1) (LightMix Kit KRAS-NRAS,
2013). Pomocou primerov je amplifikovanych 6 rozdielnych PCR produktov, ktoré sa liSia vo
svojej velkosti. Amplifikacia wt DNA je redukovana pomocou tzv. uzamknutej LNA
(Locked-Nucleic Acid competitor). Po hybridizacii PCR produktov s probami je nasledne
porovnany pik kriviek topenia, ktory sa zobrazi iba v pripade amplifikdcie mutovanej DNA.
Piky s velkostou o020 % menSou nez piky kontroly znacia mutaciu, pricom u rozdielu
mensicho nez 5 % sa uvadza vysledny stav ako wt. V pripade nedostatku DNA nemusi byt
pritomny ziaden pik, a naopak, pri vicSom mnozstve DNA sa moze vytvorit' viacero pikov,
ktoré vSak neznamenaju vac¢sie mnozstvo mutacii. LightMix detekuje do 300 kopii mutacie na

100 ng DNA — 1 % (LightMix Kit KRAS-NRAS, 2013).

Tabulka 1: Prehl’ad zachytiteI'nych mutacii génov KRAS, NRAS a BRAF pomocou
komerénych detekénych suprav (Infiniti® KRAS-BRAF Assay, 2013; StripAssay®
Evaluator, 2013; LightMix Kit KRAS-NRAS, 2013; Bolton a kol., 2015)

Gén Kodoén | Muticia Detekéna suprava
KRAS 12 G12A cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
Gl12C cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
G12D cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
G12F cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
G12R cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
G12S cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
Gilz2v cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
G121 KRAS
StripAssay®
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Pokraéovanie — Tabul’ka 1
Gén Kodén Muticia Detekéna suprava
KRAS 12 Gl12L KRAS
StripAssay®
13 G13A cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
cobas® Infiniti® KRAS- KRAS
G13C BRAF assay StripAssay®
G13D cobas® therascreen Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
G13R cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
G13S cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
G13v cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
G13lI cobas®
61 Q61E cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
Q61H cobas®** Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
Q61K cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
Q61L cobas® Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
Q61P cobas® Infiniti® KRAS-
BRAF assay
Q61R cobas® Infiniti® KRAS- KRAS
BRAF assay StripAssay®
117 K117E LightMix®
K117N LightMix®
146 Al46T LightMix®
Al46P LightMix®
Al46G LightMix®
Al46V LightMix®
Al46A LightMix®
NRAS 12 G12A LightMix® NRAS
StripAssay
®
G12C LightMix® NRAS
StripAssay
®
G12D LightMix® NRAS
StripAssay
®
G12R LightMix®
G12S LightMix® NRAS
StripAssay
®
G12v LightMix® NRAS
StripAssay
®
G12N LightMix®
G12P LightMix®
G12Y LightMix®
G12G LightMix®
13 G13A LightMix®
G13C LightMix®
G13D LightMix® NRAS
StripAssay
®
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Pokracovanie — Tabulka 1
Gén Kodén Muticia Detekéna siprava
NRAS 13 G13R LightMix® NRAS
StripAssay
®
G13S LightMix®
G13v LightMix® NRAS
StripAssay
®
G13N LightMix®
G13Y LightMix®
G13G LightMix®
59 A59T LightMix®
A59D LightMix®
60 G60R LightMix®
G60E LightMix®
61 Q61K LightMix® NRAS
StripAssay
®
Q61E LightMix®
Q61R LightMix® NRAS
StripAssay
®
Q61L LightMix® NRAS
StripAssay
®
Q61P LightMix®
Q61H LightMix® NRAS
StripAssay
®
Q61Q LightMix®
146 Al46T LightMix®
BRAF 600 V600A Infiniti® KRAS-
BRAF assay
V600D Infiniti® KRAS-
BRAF assay
V600E1 Infiniti® KRAS-
BRAF assay
V600E2 Infiniti® KRAS-
BRAF assay
V600KRM Infiniti® KRAS-
BRAF assay

**dve Q61H mutacie (CAG a CAC)

3.4.7 Sangerovo sekvenovanie
Sangerovo sekvenovanie (Sanger a kol., 1977) patri do prvej generacie sekvenaénych

technik. Princip spociva v elongécii DNA retazca DNA polymerdzou, pricom v reakénom
mixe sa nachadzaji primery, dNTP a ddNTP. ddNTP (dideoxynukleotidy) st modifikované
nukleotidy, ktoré neobsahuju -OH skupinu na 2" a 3 uhliku sacharidovej zlozky nukleotidu.
ddNTP st fluorescenéne znadené aemitujii svetlo vréznych vlnovych dizkach. Po
inkorporécii zna¢eného ddNTP DNA polymeraza nedokaze pridat’ d’alsi nukleotid do reakcie,

a syntéza komplementarneho ret'azca je ukoncend. DNA je nésledne rozdelend podla svojej
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velkosti na kapilarnej elektroforéze. Sekvenator ndsledne chromatogramom zobrazi

sekvenované baze vo forme pikov rozdielnych farieb (viz Obr. 5).

Sangerovo sekvenovanie umoziuje sekvenaciu tsekov 0 velkosti 400 — 1000 bp
s presnostou 99,9 % (chybovost’ sekvenacie nepresahuje 1/10000). Medzi hlavné nevyhody
techniky patri slaba kvalita prvych a poslednych sekvenovanych bazi, mozné proporcionélne
rozdiely medzi zobrazenymi pikmi a pomerne nizka citlivost’ (pomer testovanych pozitivnych
vzoriek k celkovym testovanym, pozitivnym, vzorkam) — 15 — 20 %. (Altimari a kol., 2013;
Shendure a kol., 2008).
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Obr. 5: Princip Sangerovej sekvenacnej technoldgie (upravené podl'a Shendure a kol., 2008)

3.4.8 Pyrosekvenovanie

U pyrosekvenovania dochadza k sekvenacii DNA syntézou, ktora je merané v realnom
case. Sekvenovany produkt je najskor amplifikovany parom primerov, z ktorych jeden primer
je biotinylovany, ¢o umoziuje, aby sa amplifikovany produkt pevne imobilizoval na
magnetické gulicky obalené streptavidinom. Biotinylaciou na magnetickych gulickéch je po
denaturécii a premyti vlakna oddelené od zvysku amplifikovanych usekov. Prichytené vldkno
nasledne slizi ako templat pre sekvenac¢ny primer, ktorym DNA polymeraza, Klenow
fragment, syntetizuje vlakno v priamom smere 5’ 3’ (viz Obr. 6). Nukleotid, ktory nie je
inkorporovany do retazca, je degradovany apyrdzou. Po inkorporacii nukleotidu do
predlzujiiceho sa vlakna dochadza k sérii chemickych reakcii, pocas ktorych sa uvoltuje
pyrofosfat. Pyrofosfat je nasledne sulfurylazou premeneny na ATP, z ktorého je luciferazou

generovany svetelny signdl. Svetelny signal sa prejavi ako pik vo vyslednom pyrograme,
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pricom vyska piku je proporcionalne zhodnd s mnozstvom nukleotidov inkorporovanych do

predlzujuceho sa retazca.

Ked'ze dATP sluziaci ako substrat pre luciferazu, moze produkovat’ faloSny signal,
miesto dATP sa do retazca pridava dATP-a-S. Inkorporacia dATP-a-S vSak produkuje vyssie

piky nez zvysné nukleotidy, €o je potrebné brat’ v tivahu pri interpretacii pyrogramov.

Tvar pyrogramu ovplyviiuje itzv. dispensation order (D.O.), poradie, v ktorom su
jednotlivé nukleotidy vkladané do komory so sekvenacnymi reakciami. Pri cyklickom D.O. su
nukleotidy vkladané do sekvenacnej komory v cyklickom nemennom poradi. Cyklické D.O.
sa odporuca vyuzivat’ pri sekvenovani nezndmych sekvencii, pricom ich hlavnou nevyhodou
je generovanie tazSie Citatelnych pyrogramov s nadbyto¢nymi, pripadne ziadnymi pikmi.
Optimalizované D.O. umoziiuje rychlejsie a efektivnejSie analyzy zndmych mutacii, preto sa
pri sekvenovani znamych sekvencii odportaca vyuzit’ prave optimalizovany D.O (Harrington
a kol., 2013).

Pyrosekvenovanim je mozné zachytit vzorku s 5 % mutacii (Malapelle a kol., 2014;
Ogino a kol., 2005).

» dATP » dCTP » dGTP » dTTP
dCTP
m...AGCGTCA AAATTG...
TCGCAGT DNA polymeriza Pi Pi
4
dNTP = l) dNDP _~ LdNMP
PPi ATP ADP AMP

v

E ATP sulfurylaza
APS ATP +SO*

! y PP
luciferin luciferdza-luciferin-AMP — 02

luciferaza i

luciferaza - oxyluciferin + AMP + CO2

TCO C AGIAC’ M TWC M TA T GT G C TIC TAG AC l
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Obr. 6: Princip pyrosekvenacnej technoldgie (upravené podl'a Gharizadeh a kol, 2001)
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3.49 NGS

Novsie sekvenacné technoldgie si oznacované ako sekvenacné technoldgie novej
generacie (next generation sequencing, NGS), pripadne ako multiparalelné sekvenovanie.
NGS zahtnaju Siroké spektrum sekvenacnych platforiem s rozdielnymi principmi pripravy
DNA kniznic, sekvenécie, zobrazovania a analyzy dat. Paralelne produkuji velké mnozstvo
sekvencii, ¢im vytvaraju vicsie mnozstvo dat za nizSiu cenu, umoznuju sekvenaciu celych
genomov organizmov i resekvenaciu velkych genomov, ako napr. l'udského genomu (Kothari
a kol., 2014; Metzker, 2010). Technické Specifikacie vybranych sekvena¢nych platforiem
(454 Roche pyrosekvenovanie, Illumina Solexa, SOLID™, lon Torrent, Pacific Biosciences,
MinION™) s zobrazené v Tabulke 2.

3.4.9.1 454 Roche pyrosekvenovanie

Sekvenacna technologia 454 firmy Roche funguje na principe masivne paralelného
sekvenovania prostrednictvom pyrosekvenacnej technoldgie. Sekvenacnd platforma zahtiia 3

kroky (viz Obr. 7) (Liu a kol., 2012):

1.) Priprava kniznice
Vyizolovand DNA je pomocou sonifikdtoru alebo nebulizitoru fragmentovand na useky
0 velkosti 300 — 800 bp. Na konce fragmentov su naligované adaptory oznacené ako adaptor
A a adaptor B. Fragmenty s naligovanym B adaptorom, obsahujicim 5° biotin, su prichytené
na streptavidin. Po imobilizacii na streptavidin dochadza k denaturacii fragmentov
a uvolneniu nebiotinylovaného retazca, ktory nasledne sliZi ako ssDNA pre tvorbu DNA

kniznice.

2.) emPCR
Jednoretazcova kniznica je naviazand na agar6zové gulicky obsahujuce oligonukleotidy
komplementarne Ku adaptorom. Jeden fragment DNA sa naviaze na jednu agarézova gulicku.
Pridanim reagencii pre PCR a oleja st vytvorené emulzie, v ktorych je kazda gulicka s DNA
zachytend v kvapke roztoku obaleného olejom. Vo vytvorenych mikroreaktoroch
obklopenych vrstvou oleja prebieha klonalna amplifikdcia DNA. Po PCR s mikroreaktory

rozbité a obohatené o gulicky s amplifikovanou DNA.

3.) Pyrosekvenovanie
Sekvenacia DNA prebieha na pikotitraénej dosticke (PTP) z optickych mikrovlakien a je
zalozend na masivne paralelnom pyrosekvenovani, pocas ktorého sa po inkorporacii
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komplementarneho nukleotidu do predlzujiceho sa retazca uvolnuje pyrofosfat (viz
Pyrosekvenovanie). Sekvenator obsahuje zariadenie pre mikrofluidiku, prietokovii komoru

s pikotitracnou dostickou, CCD kameru a PC.

454 Roche sekvenacna platforma poskytuje pomerne rychle jednoduché Ccitania
sekvencii, a de novo identifikaciu nekomplikovanych genémov. Zaroven vyzaduje kratky ¢as
nutny na pracu s analyzovanymi vzorkami (tzv. hands-on time) — priblizne 4 hodiny. Medzi
hlavné nevyhody techniky patri vysoka chybovost’ identifikacii homopolymernych sekvencii,
a vysoky pomer cena/bp (Liu a kol., 2012). V roku 2013 firma Roche oznamila planované
ukonc¢enie podpory 454 pyrosekvenacnej platformy v priebehu roku 2016 (Seven Days: 18—
24 October 2013, 2013).

Priprava kniznice emPCR nanasanie na PTP

R By 1y 7| « Y , ‘& 7
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Obr. 7: Princip 454 Roche pyrosekvenacnej platformy (upravené podl'a Mardis, 2008)

3.4.9.2 lllumina

Sekvenacna platforma firmy Illumina je zaloZend na sekvenovani syntézou. Princip
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technologie spociva v 3 mechanizmoch (viz Obr. 8).

1.) Priprava kniznice




Priprava kniznice zafina mechanickym rozbitim DNA na fragmenty o velkosti 800 bp
a vytvoreni tupych koncov. Nésledne su na oba konce pridané niekol’ko-nukleotidové presahy

a ligované adaptory.

2.) Mostikova amplifikacia a tvorba klasterov

a.) Naviazanie vzorku na povrch prietokovej komory
Primery, komplementarne ku adaptorom, su 5° koncami kovalentne naviazané na prietokovl
komoru. Nahybridizovand ssDNA je dosyntetizovana DNA polymerazou a vzniknuty ds
retazec je denaturovany, za nasledného odmytia pdvodného templatového retazca. Novo

nasyntetizovany retazec zostava kovalentne naviazany na povrch prietokovej komory.

b.) Tvorba mostikov
Jednovlaknovy retazec DNA sa ohne a nahybridizuje sa ksusednému primeru
komplementarnemu ku koncu ohnutého fragmentu DNA. Predizenim nahybridizovaného
primeru DNA polymerazou je vytvoreny tvar dvojvlaknového mostika. Mostik je nasledne
denaturovany, ¢im vznikaju 2 kopie ss templatu, ktoré sa opdt’ ohybaji a cely proces je
opakovany. Mnohopocetné mostiky vytvaraji charakter klasterov rovnakych sekvencii,
priCom pri naslednej denaturicii vldkien a odmyti ret'azcov v reverznom smere pretrvavaju
iba klastre sretazcami v priamom smere. 3" konce retazcov sa zablokuju reverznym

terminatorom.

3.) Sekvenovanie syntézou
Na adaptérovt sekvenciu je nahybridizovany sekvenacny primer, ktorym zaéina sekvenacia
priameho retazca. Do sekvenujuceho sa retazca si priddvané 4 fluorescenéne znalené
nukleotidy, a uvolneny fluorescen¢ny signal je zachyteny skenerom. Fluorescen¢ny signal je

prevedeny na sekvenciu nukleotidov, ktora je nasledne od¢itana.

[llumina je v stacasnosti najpouzivanejSou sekvenacnou technoldgiou so Sirokym
rozsahom, malou chybovostou a vysokou presnostou sekvenovanych dat. Cas straveny
pripravou vzoriek je priblizne 4 hodiny. Medzi najvécsie nevyhody Illuminy patri pomerne
vysokd cena analyz a pristrojov, aprivelké mnozstvo generovanych dat, ktoré moze

komplikovat’ analyzu sekvencii (Liu a kol., 2012; Quail a kol., 2012).
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Obr. 8: Princip mostikovej amplifikacie technologie Solexa Illumina (upravené podl'a Tech

Summary: Illumina's Solexa Sequencing Technology, 2007)

3.4.9.3SOLID™
Sekvenatna platforma SOLiD™ (Sequencing by Oligonucleotide Ligation Detection)

firmy Applied Biosystems pozostava zo 4 krokov (Liu a kol., 2012):

1.) Priprava DNA knizZnice
SOLiID™ technolégia umoziiuje vyuzitie DNA kniznice bud’ vo forme fragmentov o velkosti
60 bp — 110 bp, alebo ako tzv. mate-pair kniznica vel'kosti 600 bp — 6 kbp. K usekom DNA su

pripojené adaptory oznacené ako P1 a P2.

2.) emPCR
Fragmenty DNA st s adaptormi naviazané na gulicky s naslednou emPCR. Gulicky su
modifikované na 3" konci, vd’aka ¢omu sa kovalentne naviazu na sklenu dosku. Sklena doska
moze byt rozdelena na 1, 4 alebo 8 casti, v ktorych je mozno analyzovat' az 256 vzoriek

sucasne.

3.) Sekvenacia ligaciou
Ku sekvenaénému primeru, napojenému na P1 adaptor, st postupne ligované 4 odliSne
fluorescenéne znacené proby o velkosti 8 nukleotidov (viz Obr.9). Prvé 2 bazy proby su
komplementarne k sekvencii DNA, baza 3 — 5 je degenerovana aschopna parovat’ sa

s akoukol'vek bazou, a baza 6 — 8, rovnako degenerovand, sa po ligacii uvolnuje. V d’alSom
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kole je rovnaky primer naviazany do pozicie n-1, néasledne do pozicie n-2, n-3 a n-4. Cely
sekvenacny krok sa opakuje v piatich kolach, pricom piate kolo udava rovnaky signal ako

v prvom Kole.

4.) Analyza dat
Déta su interpretované probami znacenymi 4 rozdielnymi nukleotidmi, pricom kazda farba

reprezentuje sucasne dva nukleotidy. Pri dekddovani sekvencie je potrebné poznat’ minimalne

1 bazu sekvencie.

Vyhodou SOLID™ platformy je dvojité &itanie kazdej baze, ¢o redukuje mnoZstvo
chyb, aumoziuje predovsetkym presnt identifikaciu SNP, zaroven ikratky ¢as straveny
pripravou vzorkov (priblizne 1 hodina). Nevyhoda spociva v pripade chybného precitania

nukleotidu, nasledkom ¢oho je chybne preéitany cely zvySok sekvencie (Liu a kol., 2012).
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Obr. 9: Princip sekvenacie ligaciou sekvenaénej platformy SOLID™ (upravené podla

Voelkerding a kol., 2009)
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3.4.9.4 lon Torrent

IonTorrent je sekvenac¢nd technologia firmy Life Science, ktora je zalozend na
sekvenacii pomocou semikonduktorovych ¢ipov. Fragmenty DNA o velkosti 200 — 400 bp su
pomocou adaptorovych sekvencii naligované na gulicky, na ktorych prebiecha emPCR. Ion
Sphere guli¢ky su ulozené v jamkach ioénovych ¢ipov, do ktorych je postupne pridavany
roztok s jednotlivymi nukleotidmi. Pocas inkorporacie spravneho nukleotidu je uvolneny
protéon (H"), ktory meni pH roztoku v jamkach. Zmena pH je detekovana citlivou vrstvou
ulozenou pod jamkami a uvol'nené H' si premenené na napitie (viz Obr. 10). Podl'a velkosti
zmeny napitia je mozné stanovit, o aky inkorporovany nukleotid sa jedna, pricom pri
inkorporacii dvoch rovnakych nukleotidov za sebou je vel’kost zmeny napitia je dvojnasobna.
Tzv. hands-on time je priblizne 1 hodina. Analyza zmeny napétia prebieha simultanne vo
vSetkych jamkach, ¢o umozinuje rychlu detekciu, bez potreby kamier ¢i skenovania.
Chybovost” dat ziskanych pomocou lon Torrent sekvenacnej platformy vSak méze byt vyssia

v srovnani s technologiou Illumina (Rothberg a kol., 2011; Quail a kol., 2012).

Filroj

Silikonowvy substrat

Obr. 10: Princip sekvenaénej technologie IonTorrent (upravené podl'a Rothberg a kol., 2011)

3.4.9.5 Pacific Biosciences
Biotechnologicka firma Pacific Biosciences (oznafovana i ako PacBio) vyvinula

sekvenatnii technologiu SMRT™ (Single Molecule Real Time). Technologia vyuZiva
sekvenaciu na SMRT komore s 150 000 vinovodmi oznacovanymi ako ZMW (Zero-Mode
Waveguide). ZMW st 50 nm Siroké vinovody, ulozené na sklenej podlozke a osvetlené zo
spodnej Casti svetlom (viz Obr. 11). Svetlo prechadzajuce ZMW osvetluje spodnych 20 — 30
nm, vdaka comu ZMW vytvaraji najmensi detekény objem o velkosti 20.10% litra

(zeptoliter) (Eid a kol., 2009).
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V spodnej Casti ZMW je vlozend DNA polymeraza, ktord po pridani DNA fragmentu
syntetizuje komplementarne vlédkno. Fluorescencne znacené nukleotidy st pocas syntézy

inkorporované do retazca DNA, a excitované svetlo je zachytené.

PacBio sekvenacnd technoldgia je charakteristickd nerovnym pokrytim pri
sekvenciach bohatych na AT/GC, a vysokymi nepresnostami pri detekcii SNP. Zaroven vSak
umoziuje rychle a dlhé sekvenatné Citania a sekvenaciu v malom objeme. Cas straveny

pripravou vzoriek je priblizne 4 hodiny (Quail a kol., 2012).
“
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Obr. 11: Princip sekvenaénej technolégie SMRT™ firmy PacBio (upravené podl'a Metzker,
2010)

3.4.9.6 MinlON™
Novinkou roku 2012 na trhu so sekvenaénymi technologiami je MinION™ firmy

Oxford Nanopore Technologies (UK). MinlON™ pracuje na principe sekvenéacie pomocou
organickych molekul nanoporov, bez nutnosti DNA amplifikdcie. Nanopor sa nachadza
Vv syntetickej polymernej membrane na povrchu kandlov, priCom jeho stredom prechadza
otvor o velkosti 1 — 2 nm. Prad i6nov, pretekajici stredom poru, strhdva i d’alSie molekuly
(DNA, RNA, proteiny), a vtiahnutd molekula charakteristicky rusi prad ionov, ktory je
zaznamenany a nasledne interpretovany. Pri sekvenéacii DNA je vytvoreny komplex DNA-
enzym, ktory je sucastou elektrofyziologickej tekutiny. Enzym rozdeluje vldkna DNA
a umoznuje prechod DNA vo forme ss. Zarovenl enzym reguluje rychlost’ prechodu analytu

cez nanopdr, pri¢om pri pomalSom tempe je dosahovana vyssia presnost’.
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Samotné zariadenie MinION™ obsahuje davkovaci otvor, priestor pre odpad a
prietokovil komoru so sadou jamiek v senzorickom ¢ipe, pricom kazda slizi ako elektronicky
kanal (viz Obr. 12). MinlON™ funguje po pripojeni na laptop cez USB kabel a je

kontrolovany softwarom, ktory zaroven i analyzuje data (Mikheyev a kol., 2014).

USB kibel

davkovaci otvor

prictokova komora

Obr. & 12: Ukéazka sekvenatného zariadenia MinlON™ firmy Oxford Nanopore

Technologies (upravené podl'a Oxfor Nanopore Technologies, 2014)

Tabul’ka 2: Technické $pecifikacie vybranych sekvenaénych platforiem (Liu a kol., 2012;
Quail a kol., 2012)

Sekvenator 454 GS HiSeq SOLiDv4 | PacBioRS | lon Torrent Sanger
FLX 2000 PGM 3730xI
(Roche) | (Hlumina)

Sekven. Pyrosek- | Sekvenacia | Sekvenacia | SMRT™ | Semikondukto- | Dideoxy
mechanizmus | venovanie | syntézou ligaciou rové ¢ipy terminacia
Dizka &itania | 700 bp 150bp | 50+ 35bp/ | 1500 bp 200 bp 400 — 900

50 + 50 bp bp
Presnost’ 99,9 % 98 % 99,9 % 99,9 % 98 -99 % 99,9 %
Cas/analyza | 23hod | 3-10dni | 7—14dni 2 hod 3 hod 20 min -3
hod
Cena/1MB 108% 0,07$% 0,133 2000 $ 1000 $ (Gb) 2400 $
(Gb)
MnozZstvo >2.5ug 50 - 1000 1-5ug 1ug 100-1000 ug | >2—-5pug
DNA ng
Data/Citanie 0,7 Gb 600 Gb 120 Gb 100 Mb 1Gb 1,9-84 kb
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4. Material

4.1 Pristroje a pomocky
Pristroje uréené na pripravu PCR amplikonov:

Termocyklér umoznujici PCR analyzu v realnom case LightCycler® 480 Real-Time

PCR System (Roche, USA)

Laminarny Box Mars Safety Classe 2 (LaboGene, Dansko)
Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Nemecko)
Centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf, Nemecko)

Centrifuga Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf, Nemecko)

Vortex mixer VX-200 (Labnet, USA)

Chladni¢ka a mraziak (Liebherr, Nemecko)

Mraziaci box Ultra Low Temperature Freezer C340-88 (New Brunswick Scientific,

USA)
Spectrofotometer ND 1000 (Biotech, USA)
Termostat Bio TDB — 100 (BioSan, USA)

Pristroje a zariadenia uréené na pyrosekvenaéni analyzu:

PyroMark Q961D sekvenator (Qiagen, Nemecko)
PyroMark Q96 Workstation (Qiagen, Nemecko)
PyroMark Q96 Cartidge (Qiagen, Nemecko)
Vakuova stanica (KNF, UK)

VORTEX Genius 3 (IKA, Nemecko)

Dry Bath Incubator (Major Science, USA)

Pomocky:

0,1 - 2,5 ul pipeta (Eppendorf, Nemecko)

0,5 — 10 pl pipeta (Eppendorf, Nemecko)

2 — 20 pl pipeta (Eppendorf, Nemecko)

10 — 100 pl pipeta (Eppendorf, Nemecko)

20 — 200 pl pipeta (Eppendorf, Nemecko)

100 — 1000 pl pipeta (Eppendorf, Nemecko)

Stojan na pipety (Eppendorf, Nemecko)

Stojan PCRack s vie¢kom (P-LAB, CR)

Chladiaci stojan na skimavky 1,5 ml (P-LAB, CR)
Chladiaci stojan na mikroskimavky (Eppendorf, Nemecko)
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4.2 Software a programy
- LightCycler 480 SW 1.5 (Roche, USA)

- PyroMark Assay Design version 2.0 (Qiagen, Nemecko)

- PyroMark Q96 Application Software 1.0 (Qiagen, Nemecko)

- Microsoft Office Word (Microsoft Corporation, USA)

- Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, USA)

- COSMIC Catalogue of somatic mutations in cancer (Trust Institute, UK)
- OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies, USA)

- BLAT Search Genome (USCS Genome Informatics Group, USA)

- UCSC In-Sillico PCR (USCS Genome Informatics Group, USA)

- Pyromaker 1.1 (Chen a kol., 2012)

4.3 Spotrebny material
- Mikroskamavky EU Thin-wall 8-tube strip 0,2 ml (BIOplastics, Holandsko)

- Viecka EU Optical Wide Area 8-cap strip (BIOplastics, Holandsko)

- PCR skimavky 1,5 ml (Axygen, USA)

- 96-jamkové dosticky LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 clear a folie (Roche, USA)
- Dosticky na sekvenaciu PyroMark Q96 Plate Low (Qiagen, Nemecko)
- QIAquick kolona (Qiagen, Nemecko)

- 10 pl $picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Nemecko)

- 20 pl $picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Nemecko)

- 100 pl spicky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Nemecko)

- 200 pl $picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Nemecko)

- 1000 pl $picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Nemecko)

- Ochranné rukavice NITRILE (Eurotubo Deltalab, Spanielsko)

4.4 Chemikalie a reagencie

4.4.1 Chemikalie a reagencie pre PCR
- DEPC osetrena voda

- Tween20 (1%) (Thermo Scientific, USA)

- 10mM TrisCl pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)

- HotStartTaq Plus Master Mix kit (obsahuje 2 x HotStarTaq DNA Polymerazu, 10 x
PCR pufor, 3 mM MgCl,, 400 mM dNTP) (Qiagen, Nemecko)
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PyroMark PCR Kit (obsahuje 2x PyroMark PCR Master Mix: HotStarTag DNA
Polymeraza, 10 x PCR pufor, 3 mM MgCl,, 400 mM dNTP) (Qiagen, Nemecko)
10 x concentrat Cora ILoad (Qiagen, Nemecko)

5 x Q roztok (Qiagen, Nemecko)

25 mM roztok MgCl, (Thermo Scientific, USA)

20 x EvaGreen (Biotium, USA)

10x PCR pufor (Thermo Scientific, USA)

5 U/ul Thermo Start DNA polymeraza (Thermo Scientific)

25 mM dNTPs

100 uM primerova zmes PM ¢&. 501, 502, 503, 474, 475, 476, 504, 508

100 uM sekvenaéné primery €. 939, 1018, 1021, 898, 901, 904, 1024, 1061

4.4.2 Chemikalie a reagencie pre pyrosekvenovanie

Pre pyrosekvenacnii analyzu bol pouzity therascreen® NRAS Pyro Kit so systémom Pyromark
obsahujuci:

Vizbovy pufor PyroMark (Qiagen, Germany)
Hybridiza¢ny pufor PyroMark (Qiagen, Germany)
Denatura¢ny roztok PyroMark (Qiagen, Germany)
10 x premyvaci pufor PyroMark (Qiagen, Germany)
Zmes enzymov (Qiagen, Germany)

Zmes substratov (Qiagen, Germany)

dATPaS (Qiagen, Germany)

dCTP (Qiagen, Germany)

dGTP (Qiagen, Germany)

dTTP (Qiagen, Germany)

Pouzité boli i reagencie, ktoré neboli sicastou therascreen® NRAS Pyro kitu:

Streptavidin Sepharose™ High Performance (GE Healthcare, USA)

Ethanol
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4.5 Biologické vzorky
Pouzitym biologickym materiallom bola DNA izolovana z nddorového tkaniva

(fixovaného v parafinovych rezoch), krvi a bunkovych linii pochadzajica od pacientov FN
Olomouc. Na izolaciu DNA bol pouzity izola¢ny kit DNA Sample Preparation Kit. Izolacia
DNA pacientov bola vykonana laborantkami Ustavu molekularni a translaéni mediciny
Lekaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (d’alej UMTM). Biologické vzorky boli
po izolacii uskladnené v mraziacom boxe pri teplote —20 °C. Pre testovanie muta¢ného statusu
pacientov bylo ziskané povolenie etickej komisie v ramci prace na grante MPO TIP FR-

T11/525 a vzorky boli anonymizované Stvorc¢iselnym MG koédom.
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5. Metédy

5.1 Navrh primerov pre PCR amplifikaciu

Pre uspesnu amplifikaciu ciel'ovej oblasti useku DNA boli u analyzovanych mutacii
navrhnuté primery v oboch smeroch (tzv. forward (F) areverse (R)). Pre nasledovni
pyrosekvenacnu analyzu a vytvorenie jednovlaknového PCR produktu je potrebné, aby jeden

z dvojice primerov obsahoval na 5" konci biotinylovu znacku.
Pre navrh spravnych primerov je potrebné dodrziavat’ niekol’ko pravidiel:

- Dizka primerov priblizne 18 — 22 nt

- Teplota topenia (Trm) dvojice primerov by sa nemala lisit’ o viac ako 5 °C
- Podiel guaninov a cytozinov priblizne 40 — 60 %

- Jeden alebo dva guaniny/cytoziny na 3" 1 5" konci primeru

- Eliminécia sekundarnych struktar a krizovej reaktivity

- Maximalna dizka intraprimerovej repeticie (mono- i dinukleotidovej) nepresahuje 4

Analyzované¢ mutacie boli oznafené podla jednotlivych testovanych kodénov: KRAS
12/13 (pre mutaciu génu KRAS exonu 2, kodoénov 12 a 13), KRAS 59/61 (pre mutaciu génu
KRAS exo6nu 3, kodénov 59 a61) atd. Pre naslednu sekvenacnu analyzu bol u kazdého
primerového paru F alebo R primer oznaceny biotinovou znackou.

Primery pre mutacie KRAS 12/13, KRAS 59/61, KRAS 117 a NRAS 117 boli navrhnuté
programom PyroMark Assay Design. Program PyroMark Assay Design zarovein U
navrhnutych primerov kontroluje pripadné tvorby sekundarnych $truktir, kriZovej reaktivity,
a U kazdého primeru udava teplotu topenia (Tr). Presnost” a $pecifita navrhnutych primerov

bola kontrolovana programami BLAT Search Genome a UCSC In-Sillico PCR.

Primery pre mutacie KRAS 146, NRAS 12/12 a NRAS 59/61 boli prevzaté od Vaughn
akol., 2011. Primery pre mutaciu NRAS 146 boli prevzaté od Jung a kol., 2013. Primery
prevzaté z cudzich zdrojov boli rovnako kontrolované programom BLAT Search Genome a
UCSC In-Sillico PCR a teplota topenia primerov bola stanovena programom OligoAnalyzer

3.1 podrla vopred nastavenych povodnych kritérii.

Z navrhnutych F a R primerov, oznacenych ¢iselnym koédom, boli nasledne vytvorené

primerové zmesi (PM):
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- KRAS 12/13: PM 501 (forward primer 937 + reverse primer 1015)
- KRAS 59/61: PM 502 (forward primer 1016 + reverse primer 1017)
- KRAS 117: PM 503 (forward primer 1019 + reverse primer 1020)

- KRAS 146: PM 474 (forward primer 896 + reverse primer 897)

- NRAS 12/13: PM 475 (forward primer 899 + reverse primer 900)

- NRAS59/61: PM 476 (forward primer 902 + reverse primer 903)

- NRAS 117: PM 504 (forward primer 1022 + reverse primer 1023)

- NRAS 146: PM 508 (forward primer 1059 + reverse primer 1060)

Primery boli po doruceni rozpustené v 10 mM Tris (pH 8) na finalnu koncentraciu 0,1

MM, inkubované 10 min pri 70 °C a nasledne alikvotované na objem 10 pl. Sekvencia, dizka,

mnozstvo GC, primerova znacka a teplota topenia (Ty,) pouzivanych primerov st uvedené

v Tabulke 3.

Tabulka 3: Zoznam primerov a ich charakteristik pouzitych pre PCR amplifikaciu

testovana mutacia tislo | smer | znatka | dizka (nt) | GC (%) sekvencia ('Dl'gl)
KRAS 12/13 937 | F 21 48 | GGCCTGCTGAAAATGACTGAA 71.5
KRAS 12/13 1015| R | biotin 24 46 | TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT |704
KRAS 59/61 1016 | F | biotin 24 42 | TGGAGAAACCTGTCTCTTGGATAT |69,2
KRAS 59/61 1017| R 23 48 | TACTGGTCCCTCATTGCACTGTA |70
KRAS 117 1019 | F | biotin 24 42 | TGAAGATGTACCTATGGTCCTAGT |64,9
KRAS 117 1020| R 21 48 | AAGTCCTGAGCCTGTTTTGTG 68,3
KRAS 146 896 | F 24 46 | AGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTT |65,3
KRAS 146 897 | R | biotin 23 43 | GCCCTCTCAAGAGACAAAAACAT |62,9
NRAS 12/13 899 | F 21 48 | CTTGCTGGTGTGAAATGACTG 62,3
NRAS 12/13 900 | R | biotin 24 42 | TTCTGGATTAGCTGGATTGTCAGT |63,2
NRAS 59/61 902 | F | biotin 22 50 | ACACCCCCAGGATTCTTACAGA 65,8
NRAS 59/61 903 | R 21 52 | GCCTGTCCTCATGTATTGGTC 63,6
NRAS 117 1022| F 24 46 | ATGATGTACCTATGGTGCTAGTGG |68,2
NRAS 117 1023| R | biotin 21 52 | GTAACTCTTGGCCAGTTCGTG 68,7
NRAS 146 1059 | F 20 55 | CGAACTGGCCAAGAGTTACG 55,9
NRAS 146 1060| R | biotin 24 46 | TGAAAGCTGTACCATACCTGTCTG |56,5

Pre sekvena¢nu analyzu bol ku kazdému navrhnutému, resp. prevzatému primerovému

paru ziskany isekvenacny primer, ktory sluzi pre samotni sekvenaciu amplikonu.

Sekvenaény primer umoziuje sekvenaciu retazca amplifikovaného F a R primermi,

uchyteného pomocou biotinylovej znacky na streptavidinové gulicky. Podl'a umiestnenia
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biotinylovej znacky na F alebo R primery je fragment DNA sekvenovany v priamom, alebo

opa¢nom smere, na com zavisi interpretacia vyslednych pyrogramov.

Zoznam sekvenaénych primerov oznaenych &iselnym koédom, dizkou nukleotidov,
poctom GC nt, sekvenciou a Ty, je uvedeny v Tabulke 4. Pozicia asekvencia vsetkych
pouzivanych primerov vo vybranom useku génov KRAS a NRAS a wt sekvencia testovanych

kodoénov je zobrazena v kapitole Prilohy, Obr. A.

Tabulka 4: Zoznam sekvenacnych primerov a ich charakteristik pouzitych pre PCR

amplifikaciu
testovana Sislo dizka | GC sekvencia Tm
mutacia (nt) | (%) (°C)

KRAS 12/13 | 939 17 53 |CTTGTGGTAGTTGGAGC 51.3
KRAS 59/61 |1018| 18 50 |CCTCATTGCACTGTACTC 51,3
KRAS117 [1021| 19 42 |GTTCTAGAAGGCAAATCAC | 51,6
KRAS146 |898 | 20 20 |AATTCCTTTTATTGAAACAT | 51,3

NRAS 12/13 | 901 15 60 |GTGGTGGTTGGAGCA 63,4
NRAS 61 904 18 50 |CATGGCACTGTACTCTTC 59,3
NRAS 117 [1024| 16 50 |TGGTGCTAGTGGGAAA 53,2
NRAS 146 |1061| 17 38 |TCCATTCATTGAAACC 43

5.2 Priprava PCR mixu
Pri optimalizacii PCR boli porovnavané tri druhy PCR master mixov: master mix z
PyroMark PCR Kitu, master mix z HotStartTaq Plus Master Mix Kitu, a master mix

vytvoreny zmie$anim rozdielnych individualnych reagencii (Thermo Scientific).

U PyroMark PCR Kitu a HotStartTaq Plus Master Mix Kitu bol porovnavany vplyv
Coral Load a Q roztoku na amplifikaciu produktu.

U HotStartTaq Plus Master Mix Kitu bol porovnavany i vplyv rozdielneho objemu
master mixu (10 pl a 15 pl) na vysledny pyrogram. Rovnako boli u daného kitu porovnavané
amplifikacie PCR produktu za pouzitia rozdielnych koncentracii MgCl, (1,5 mM, 2,2 mM a 3
mM).

5.2.1 Priprava PCR master mixu pomocou PyroMark PCR Kitu
PyroMark PCR Kit (Qiagen) je optimalizovany pre amplifikaciu génov slaziacich na

nasledovnu pyrosekvenacnll analyzu. Stucast’ou kitu su:
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- PyroMark PCR Master Mix, 2x (obsahuje HotStart Tag DNA polymerazu, PyroMark
reak¢ény pufor, 3 mM MgCl,, dNTP

- Coral Load koncentrat, 10x (zvySuje Specifickost’ PCR, sluzi ako nanasacie farbivo pre
pripadnu elektroforetickl analyzu)

- Qroztok, 5x (zlepSuje amplifikaciu tazSie ampifikovatelnych usekov templatu)

- MgCly, 25 mM

- Voda zbavena RN4z

PCR mix bol vytvoreny napipetovanim reagencii uvedenych v Tabulke 5. Objem
pipetovanych reagencii bol stanoveny vzorcom:

x.1,17.y

kde: X —znaéi pocet vzorkov
1,17 — znaci vopred stanoveny faktor

y — znaci celkovy objem

Tabul'ka 5: Rozpis reagencii PCR PyroMark PCR Kitu

Master mix PyroMark PCR Kitu
Reagencia Riedenie | Objem ( ul)
PyroMark PCR Master Mix 2X
CoralLoad 10x
Q roztok 5x
PM 400x
Eva Green 20X
H.O -
Celkom

Celkovy objem PCR mixu bol stanoveny na 10 ul. 9,5 ul master mixu bolo odobratych
a prenesenych do 8-jamkového stripu, pripadne 96-jamkovej dosticky. K 9,5 pl master mixu
bolo pridanych 0,5 pl analyzovanej DNA. Dosti¢ka resp. strip boli stoené na centrifiige
a vlozené do cykléru LC 480.

5.2.2 Priprava PCR master mixu pomocou HotStartTaqg Plus Master Mix Kitu
HotStartTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen) je optimalizovany pre amplifikaciu génov

pomocou HotStartTag Plus DNA polymerazy. Sti¢astou kitu su:
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- HotStartTag Plus Master Mix, 2x (obsahuje HotStart Tag DNA polymerazu, PCR
reak¢ény pufor, 3 mM MgCl,, 400 uM dNTP)

- Coral Load koncentrat, 10x

- MgCly, 25 mM

- Voda zbavena RNaz

PCR mix bol vytvoreny napipetovanim reagencii (viz Tabulka 6), o objeme stanovenom

rovnakym vypoctom ako v kapitole 5.2.1.

Pri amplifikacii HotStartTaq Plus Master Mix Kitom bol testovany vplyv reakéného
objemu 10 pl i 15 pl na vysledné pyrogramy. Pri analyze 10 ul objemu master mixu bolo
k9,5 ul master mixu pridavanych 0,5 pul DNA. V pripade pouzitého objemu 15 pl bol
Z master mixu odobrany objem 14,25 ul, ku ktorému bolo nasledne pridanych 0,75 pl vzorky
DNA.

Tabul'ka 6: Rozpis reagencii PCR HotStartTaq Plus Master Mix Kitu

HotStartTaq Plus Master Mix
Reagencia Riedenie | Objem ( ul)
HotStart Taq Master Mix 2X
CoralLoad 10x
PM 400x
Eva Green 20x
H.O -
Celkom

5.2.3 Priprava PCR master mixu Thermo Scientific

Samostatné reagencie (Thermo Scientific) (tzn. nie z jedného kitu) boli pouzité na tvorbu
tretiecho typu master mixu. Master mix obsahoval reagencie uvedené v Tabulke 7. Po
rozpipetovani 9,5 pl master mixu do jednotlivych jamiek 96-jamkovej dosticky alebo PCR

stripov bola pridand DNA o objeme 0,5 pl.
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Master mix The

rmo Scientific

Reagencia Riedenie | Objem (ul)
Thermo Taq DNA polymeraza 100x
PCR pufor 10x
MqgCl, 16,6x
PM 400x
Eva Green 20X
dNTP 125x
H.O -
Celkom

Tabul’ka 7: Rozpis reagencii PCR Thermo Scientific master mixu

5.2.4 Priprava PCR mixu pre porovnavanie u¢inku Coral Load a Q roztoku
U PyroMark PCR Kitu a HotStartTag Plus Master Mix Kitu boli porovnavané

amplifikacie s pouzitim Q roztoku a Coral Load koncentratu. Kazda mozna varianta bola

porovnavana v duplikate wt DNA (oznacenej Cislom 9690), a obsahovala negativnu kontrolu.

DNA bola amplifikovand primerovou zmesou ¢. 501. Pouzité reagencie iS vypoctom

(rovnakym postupom ako v predchadzajucich kapitolach) pre 3 analyzované vzorky su

uvedené v Tabulke 8 a 9.

Tabul'ka 8: Rozpis reagencii PCR HotStartTaq Plus Master Mix Kitu s rozdielnym objemom

Coral Load

Porovnanie rozdielych objemov CoralLoad u HotStartTag Plus Master Mix Kitu

Riedenie Vypocet (ul)
HotStartTaq Plus Master Mix 2X 17,55 17,55
PM 400x 0,1 0,1
Coral Load 10x 3,51 0
Eva Green 20x 1,755 1,755
H.O - 10,425 13,935

Tabul’ka 9: Rozpis reagencii PyroMark PCR Kitu s rozdielnym objemom Q roztoku a Coral

Load
Porovnanie rozdielych objemov CoralLoad a Q roztoku u PyroMark PCR Kitu
PyroMark PCR Kit Riedenie Vypocet (ul)
PyroMark PCR MasterMix 2X 17,55 | 1755 | 17,55 17,55
PM 400x 0,1 0,1 0,1 0,1
Q roztok 5x 7,02 7,02 0 0
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Tabul’ka 9 - pokracovanie

Porovnanie rozdielych objemov CoralLoad a Q roztoku u PyroMark PCR Kitu

CorallLoad 10x 3,51 0 3,51 0
Eva Green 20x 1,755 | 1,755 | 1,755 1,755
H,0 - 3,405 | 6,915 | 10,43 15,69

5.3 Nastavenie PCR programu LC 480
Analyzované vzorky boli v LC 480 amplifikované pomocou touchdown PCR programu.

Touchdown PCR amplifikuje DNA pri vysokej hybridizacnej teplote (Ta), ktora sa

Vv pociatoénych cykloch znizuje na tGroven Ta Standardnej PCR. Touchdown program v LC

480 je uvedeny v Tabulke 10. Vizualizacia touchdown programu Vv porovnani so Standardnym

PCR programom je uvedena na Obr. 14.

Tabul’ka 10: Vizualizacia touchdown PCR programu

Touchdown PCR program

Nazov programu Pocet cyklov | Teplota (°C) Cas (hh:mm:ss)
Aktivacia 1 95 °C 00:15:00
95 °C 00:00:30
Touchdown 13 68 °C—55°C 00:00:30
72 °C 00:00:30
95 °C 00:00:30
et g s 55°C 00:00:30
PCR amplifikacia 37 79 oC 00:00:30
95 °C 00:00:10
Topenie (melting) 1 55°C 00:01:00
95 °C 00:00:00
Chladnutie (cooling) 1 37°C 00:00:01
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Standardny PCR program
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Obr. 14: Porovnanie Standardného PCR programu a touchdown PCR programu

5.4 Optimalizacia pyrosekvenacnej analyzy
Priprava vzorkov na pyrosekvena¢nll analyzu spociva V imobilizacii amplikonov na
gulitky Streptavidin Sepharose™ High Performance, ¢im sa pripravi jednoretazcovy usek

DNA, na ktory je hybridizovany sekvenacny primer.

5.4.1 Imobilizicia PCR produktov na guli¢ky Streptavidin Sepharose® High
Performance

Pred analyzou na systéme PyroMark Q96 je potrebné imobilizovat’ templat DNA na
guligky Streptavidin Sepharose® High Performance. Sepharosové gulicky boli pretrepanim
homogenizované. Podl'a rozpisu reagencii v Tabulke 11 bol pripraveny master mix pre
imobilizaciu DNA. Master mixu bol pripraveny v objeme o 10 % va¢Som nez bol objem pre
celkovy pocet vzoriek. Pri analyze amplikonu v objeme 10 pl bol pre celkovy pocet vzoriek
pouzity objem master mixu 70 pl, u amplikonu v objeme 15 ul bol pre celkovy pocet vzoriek
pouzity objem master mixu 65 pl (viz Tabul'ka 11). Ku amplikonom v 96-jamkovej dosticke
alebo PCR stripe bolo pridanych 70 pl resp. 65 pl imobilizacného master mixu. Po uzavreti
zmesi foliami alebo vieCkami boli vzorky mieSané pri 1400 ot./min, pri laboratérnej teplote
(15 — 25 °C) po dobu 5 — 10 min. Vzorky boli kvoli rychlej sedimentacii sepharosovych

kuli¢iek ihned’ po miesani precistené na vaukovej stanici.
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Tabul'ka 11: Rozpis reagencii pre imobilizadciu PCR produktov na Streptavidin

Sepharose® High Performance gulicky

Master mix pre imobilizaciu DNA
Zlozka Objem/vzorka (ul)
Streptavidin Sepharose® High Performance 3
Vizbovy pufor PyroMark 40
H.O 28 (resp. 23)
Celkovy objem 70 (resp. 65)

5.4.2 Priprava vzoriek pred pyrosekvenac¢nou analyzou

Pouzity sekvenacny primer bol hybridizacnym pufrom PyroMark nariedeny na 0,4
uM. 40 pl nariedeného sekvena¢ného primeru bolo prenesenych na dosticku PyroMark Q96.
PCR dosticka (resp. stripy) a Pyromark Q96 dosticka boli uloZzené do vaukovej stanice.
Filtratné sondy vakuovej hlavice boli po zavedeni privodu vakua na 15 s spustené do PCR
dosticky. Vakuova hlavica bola prenesena do vanicky s40 ml 70 % etanolu. Po 5
s preplachovani bola vakuova hlavica prenesena do vanicky s 40 ml denaturaéného roztoku a
preplachovana po dobu 5 s. Vakuova hlavica bola prenesend do vanic¢ky obsahujicej 50 ml
premyvacieho pufru nariedeného 10x a preplachovana po dobu 10 s. Vakuova hlavica bola po
dobu 5 s zdvihnuta z vani¢ky a naklopena zvislo cez 90 °. Po preneseni vakuovej hlavice nad
PyroMark Q96 dosticku bol privod vakua vypnuty a filtraéné sondy boli ponorené do roztoku
sekvena¢nych primerov. Filtraéné sondy boli spustenim vakua premyté v destilovanej vode
a vzorky v dosticke PyroMark Q96 boli na predhriatom stojane po dobu 2 min ohriate na 80
°C. Po zahriati vzorky vychladli na laboratornu teplotu. Lyofilizovana zmes enzymov a zmes

substratov boli rozpusten¢ vo vode apodla schémy vyrobcu napipetované do kazety
PyroMark Q96.
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6. Vysledky

Ciel'om experimentalnej Casti diplomovej prace boli navrh primerov pre vsetky testované
mutacie (Kapitola 5.1), optimalizdcia podmienok amplifikdcie analyzovanych vzoriek
(Kapitoly 6.1, 6.2, 6.3) a navrh a optimalizacia pyrosekvenacnej analyzy (Kapitola 6.4).
Sucastou cielov diplomovej prace bola i diagnostika KRAS a NRAS mutacii v pacientskych

vzorkach pyrosekvenacnou technoldgiou (Kapitola 6.5).

6.1 Amplifikacia DNA pomocou HotStartTaqg Plus Master Mix Kitu a Thermo Scientific

master mixu

Amplifikdicia DNA bola porovnavana pomocou HotStartTaq Plus Master Mix Kitu
(porovnavané boli varianty master mixu si bez pritomnosti Coral Load koncentratu)
a Thermo Scientific master mixu. Podl'a rozpisu pripravy master mixu z HotStartTaq Plus
Master Mix Kitu (viz kapitola 5.2.2) a master mixu Thermo Scientific (viz kapitola 5.2.2) boli
analyzované vzorky wt DNA pre KRAS 146, NRAS 12/13 a NRAS 59/61. U kazdej analyzy
bola zaradena voda ako negativna kontrola (vysledky nepublikované). Vysledok amplitkacie
wt DNA je uvedeny v Tabulke 12 vo forme hodnoty Cp (crossing point). Cp udava moment
nahromadenia amplifikovaného produktu, kedy dochadza k zvySeniu mnozstva fluorescencie
nad pozadim. Pouzitim master mixu Thermo Scientific nedo$lo u Ziadnej vzorky
k amplifikacii. Z Tabulky 12 vyplyva, ze Cp hodnoty st u DNA amplifikovanej bez Coral
Load koncentratu nizsie nez s jeho pridavkom. HotStartTag Plus Master Mix Kit umoznil
lepSiu amplifikaciu vzoriek u varianty bez Coral Load, nez u varianty s jeho pridavkom.
Ukazka amplifikaénych kriviek pre kazdy pouzity mix je zobrazena na Obr. 15. Na Obr. 15 je
viditeI'né 1 zniZenie fluorescencie u amplifikdcie DNA master mixom s pridanym Coral Load

koncentratom.
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Tabul’ka 12: Porovnanie hodnot Cp u variant HotStartTaq Plus Master Mix Kitu a Thermo

Scientific master mixu

Cp - HotStartTaq c;’ﬁ)u-svifjrri/lr?f Cp - Thermo
PM DNA Plus Master Mix . Scientific master
. Kit (bez Coral .
Kit (s Coral Load) mix
Load)
0843 - 27,14 -
KRAS 14
> 146 9690 23,16 20,78 -
9843 32,70 26,39 -
NRAS 12/1 : ’
512113 9690 26,70 24,17 -
0843 29,89 24,90 -
NRAS 59/61 9690 24,70 22,5 -
2458 = -
2258
2.058

HotStartTaq Plus Master Mix Kit ‘
(bez Coral Load) -\

3 3

F Iuorescenc_ip (465 - 510)
3

129 /HotStartTaq Plus Master Mix Kit
(s Coral Load)
- i, S
0858
0658
7/"' Thermo Scientific master mix
0458 a— i £%

2 4 6 8 10 12 14 168 18 24 26 28 3} RN M4 B 3B/ 40 £ «

2’JCyzf(lus
Obr. 15: Ukazka amplifika¢nych krivieck DNA u HotStartTaq Plus Master Mix Kitu (varianty

s i bez Coral Load koncentratu) a Thermo Scientific master mixu

6.2 Amplifikacia DNA pomocou HotStartTag Plus Master Mix Kitu a PyroMark PCR
Kitu
Vplyv pritomnosti koncentratu Coral Load a Q roztoku na amplifikdiciu DNA bol
porovnavany u HotStartTaq Plus Master Mix Kitu a PyroMark PCR kitu (rozpis viz kapitola
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5.2.3). Analyzované boli vzorky wt DNA 9690 s primerovou zmesou KRAS 12/13 v duplikate
spolu s negativnou kontrolou (vysledky negativnej kontroly neuvedené). Vysledky vo forme
Cp hodnoty su uvedené v Tabul'ke 13. Amplifikacné krivky vybranych vzoriek pre vSetky
testované varianty su uvedené na Obr. 16. Z idajov z Tabulky 13 a Obr. 16 je viditelné, ze
amplifikovana DNA mala vyssi narast fluorescencie a nizsiu Cp hodnotou u HotStartTaq Plus
Master Mix Kitu bez pridavku Coral Load a u PyroMark PCR kitu s Q roztokom, bez Coral
Load. Pridavok samotného Coral Load u oboch kitov znizil fluorescenciu. U master mixu
PyroMark PCR kitu s Coral Load bez Q roztoku bol zaznamenany slaby fluorescen¢ny signal.
U master mixu PyroMark PCR kitu bez Coral Load a Q roztoku nedoslo k amplifikacii

u ziadnej vzorky.

Tabul’ka 13: Porovnanie hodnot Cp u variant HotStartTaq Plus Master Mix Kitu a PyroMark

PCR kitu
Cp- Cp- Cp- Cp- Co_ Cp-
HotStart- HotStart- PyroMark PyroMark p ro?vlark PyroMark
DNA Taq Plus Taqg Plus PCR kit (s PCR kit gCR Kit PCR kit
Master Mix | Master Mix | Coral Load, | (bez Coral (ibasQ (ibas
Kit (s Coral Kit (bez Q Load, bez Q roztokom) Coral
Load) Coral Load) | roztokom) roztoku) Load)
9690 23,90 22,24 24,12 - 24,20 28,00
9690 - 22,20 24,00 - 25,33 27,90
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4580 e
HotStartTaq Plus Master Mix Kit
4180 bez Coral Load
PyroMark PCR kit
3780 s Q roztokom
—_—
= PyvroMark PCR kit
i3 390 s Coral Load a Q roztokom
'
3 HotStartTaq Plus Master Mix Kit
:2%0 s Coral Load
& PyroMark PCR Kit y —
52580 s Coral Load
S5 180 PyroMark PCR Kit . gt
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Obr. 16: Ukazka amplifika¢nych kriviek DNA za pouzitia HotStartTaq Plus Master Mix Kitu
a PyroMark PCR kitu (varianty s i bez Coral Load koncentratu a Q roztoku)

6.3 Porovnanie vplyvu rozdielnej koncentracie MgCl, na amplifikaciu DNA

Po porovnani troch variant master mixov (Thermo Scientific master mix, HotStartTaq
Plus Master Mix Kit a PyroMark PCR kit) bol pre d’al$iu pracu vyuzivany HotStartTaq Plus
Master Mix Kitu bez pridaného Coral Load koncentratu. Pomocou HotStartTaq Plus Master
Mix Kitu (rozpis viz kapitola 5.2.2, bez pritomnosti Coral Load koncentratu) bol porovnavany
vplyv rozdielnej koncentracie MgCl,: 1,5 mM, 2,2 mM a3 mM na amplifikaciu DNA.
Analyzované boli vzorky wt DNA v duplikdte pre vSetky testované primerové zmesy.
Vysledky amplifikacie u duplikatov st ako Cp hodnoty uvedené v Tabulke 14. Na Obr. 17 sa
zobrazené rozdiely v amplifikacnych krivkach DNA v duplikate (priklad s primerovou
zmesou pre poziciu NRAS 117) pre vSetky tri testované koncentracie MgCl,. Z udajov
uvedenych v Tabulke 14 vyplyva, Ze Cp hodnota amplifikovanych vzoriek bola vo
v§eobecnosti niz$ia u master mixu s koncentraciou MgCl, 3 mM, a vysSia u master mixov
s 2,2 mM MgCl;a 1,5 mM MqCl..
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Tabul'ka 14: Porovnanie hodnot Cp u HotStartTaq Plus Master Mix Kitu o testovanych

koncentraciach MgCl; 1,5 mM, 2,2 mM a 3 mM, uvedené pre oba duplikaty

Cp Cp Cp
PM DNA 1 (1 5 mM MgCL,) (2,2 MM MgCl,) (3 MM MgCl,)
KRAS 12/13 | 10214 18,23 17,61 11,6 12,55 10,48 10,44
KRAS 59/61 | 10214 14,39 23,73 12,38 11,42 11,42 11,58
KRAS 117 10214 16,49 22,62 13,6 13,68 13,57 13,44
KRAS 146 10214 10,32 12,13 9,54 9,56 9,21 8,97
NRAS 12/13 | 10214 17,57 17,89 15,82 15,84 13,79 15,6
NRAS 59/61 | 10214 11,22 10,99 11,15 10,73 11,64 11,49
NRAS 117 10214 12,05 11,79 12,46 12,38 10,45 10,15
NRAS 146 10214 11,77 11,81 9,99 9,82 9,75 9,91
6051 A
e 1,5 me Mg(.‘lz. S s
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Obr.17: Amplifika¢né krivky analyzovanej DNA po pouziti 1,5 mM, 2,2 mM a 3 mM MgCl,

6.4 Optimalizacia pyrosekvena¢nych analyz

6.4.1 Nastavenie dispensation order
Pre ispesné pyrosekvenovanie vzoriek je potrebné nastavit spravne dispensation order

(D.O.) — poradie, v ktorom su jednotlivé nukleotidy vkladané¢ do komory so sekvena¢nymi
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reakciami. D.O. bolo navrhnuté pomocou volne dostupného programu Pyromaker, ktory

generuje teoretické pyrogramy na zéklade uzivatel'skych nastaveni.

Miesto vyuzitia cyklického D.O. (cyklicky sa opakujtca Stvorica nukleotidov) bolo D.O.
optimalizované (rozdielne poradie nt) samostatne pre vSetky analyzované kodoény. Obr. 18
demonstruje rozdiely v pyrogramoch analyzovaného useku KRAS kodonu 12 pri nastaveni
cyklického a optimalizovaného D.O. Pri pouziti rozdielnych D.O. dochadza u rovnakej
analyzovanej sekvencii k tvorbe rozdielnych pyrogramov. Cyklicky D.O. pri mutacii KRAS
kodonu 12 (GGT — GAT) sposobuje rozdiely v synchronizacii sekvenovanych retazcov (tzv.
out of phase — stav mimo fazu), ¢o generuje nadbyto¢né piky a komplikuje interpretaciu

pyrogramov.

Féaza je definovana ako relativna pozicia DNA polymerazy na sekvenovanom vlakne.
Sekvenované mutantné i wt vlakna DNA su vo fazi v momente, ked’ st zoradené na rovnake;j
pozicii. Desynchronizaciu sposobuje rozdielna pozicia bazi elongujicich sa sekvenujucich
vlakien. Optimalizovany D.O. pocas sekvenacie udrZziava elongujuce sa retazce DNA vo fazi.
Na Obr. 19 je znazornené nastavenie optimalizovaného D.O. (gén KRAS analyza kodonov 12
a 13) so synchronizovanymi sekvenovanymi retazcami DNA (stav vo fazi). Obr. 20

u rovnakej sekvencii demonstruje desynchronizovany stav pri cyklickom D.O.

D.O. boli u testovanych kodonov navrhnuté pre vSetky mozné kombinacie mutacii (tzn.
u kazdého kodoénu pre vsetky varianty kazdého nukleotidu). D.O. bolo optimalizované i pre
kodoény, u ktorych boli sekvenaéné primery prevzaté z cudzich zdrojov. Na Obr. 21 je
porovnany D.O. génu NRAS (kodén 146) navrhnuty autormi sekvena¢ného primeru (Jung
a kol., 2013) a novo navrhnuty optimalizovany D.O. pre vSetky kombinacie mutacii kodonu.
D.O. pouzivany autormi sekvena¢ného primeru nedokdzal zachytit’ vSetky mozné mutacie

kodonu 146.
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Obr. 18: Porovnanie cyklického D.O. (A) a optimalizovaného D.O. (B) u mutovanej
sekvencie KRAS v kodone 12 (wt: GGTGGCGTA, mutant: G(A)TGGCGTA, pri
nastaveniach: 50 % buniek obsahujucich mutaciu, mutant 100 %, chromozomovy status

heterozygot), simulacia v programe Pyromaker
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Obr. 19: Ukazka sekvenovanych retazcov v stave vo fazi optimalizovaného D.O. pre KRAS
mutaciu kodonu 12 (wt: GGTGGCGTA, mutant: G(A)TGGCGTA, pri nastaveniach: 50 %
buniek obsahujticich mutaciu, mutant 100 %, chromozoémovy status heterozygot), simulacia v

programe Pyromaker
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Obr. 20: Ukazka sekvenovanych retazcov v desynchronizovanom stave mimo faze
cyklického D.O. pre KRAS mutaciu kodonu 12 (wt: GGTGGCGTA, mutant:
G(A)TGGCGTA, pri nastaveniach: 50 % buniek obsahujicich mutaciu, mutant 100 %,

chromozomovy status heterozygot), simulacia v programe Pyromaker
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Obr. 21: Porovnanie D.O. autorov sekvena¢ného primeru (A.) a novo optimalizovaného D.O
(B.) pre NRAS mutaciu kodonu 146 (wt: TCAGCCAAG, mutant: TCA(T)CCAAG, pri
nastaveniach: 50 % buniek obsahujucich mutaciu, mutant 100 %, chromozémovy status

heterozygot), simulacia v programe Pyromaker
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6.4.2 Vplyv objemu amplikonu na pyrosekvenaénu analyzu

Vplyv rozdielneho objemu amplikonu na pyrosekvena¢nu analyzu bol analyzovany
porovnanim amplikonov pouzitych v reakénom objeme 10 ul a 15 ul (rozpis viz kapitola
5.2.2). Analyzované boli vzorky pacientskej DNA s 52 % mutacie KRAS v kodéne 13 (GGC
— GAC). Vzorky rovnakej koncentracie boli v trojitom opakovani amplifikované pomocou
HotStartTaq Plus Master Mix Kitu bez pridavku Coral Load koncentratu s3 mM
koncentraciou MgCl,. Vplyv purifikacie a rozdielneho reakéného objemu na vysledné
pyrogramy u vybranej analyzovanej vzorky KRAS je zobrazeny na Obr. 22. Na Obr. 22 je
viditeIné, ze vo vyslednych pyrogramoch pri analyze vzoriek vo vstupnom objeme 15 pl

doslo k zvySeniu fluorescencie a znizeniu Sumu, U precistenej vzorky naopak nie je viditeIny

nijaky detekovany pik.
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Obr. 22: Porovnanie pyrogramov sekvenovaného useku KRAS kodonov 12 a 13 pacientskej
DNA pri pouziti 10 ul (A), 15 ul (B) PCR reakéného mixu (KRAS wt: TGGTGGCGTAG,
mutant: TGGTG(A)CGTAG)

6.4.3 Stanovenie citlivosti pyrosekvenacnej analyzy

6.4.3.1 Rozsah podielu mutacie vstupného materialu

Analytickd citlivost’ detekcénej supravy PyroMark bola pre kazdi testovanti oblast’
stanovena zmieSanim mutovanej DNA s wt DNA. Mutovana i wt DNA boli riedené vodou na
vyslednu koncentraciu 20 ng/ul. Pri stanoveni citlivosti sa vychéadzalo z priblizne 50 %
mutacie vo vzorke mutovanej DNA. Mutovand DNA bola nasledne zmieSand s wt DNA

v pomere 1:1 (2x), 1:3 (4x), 1.7 (8x), 1:15 (16x) a 1:31 (32x). Vzorky boli v duplikatoch
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amplifikované pomocou HotStartTag Plus Master Mix Kitu bez pridavku Coral Load
koncentratu s 3 mM koncentraciou MgClo.

Vybrané pyrogramy muta¢nej rady KRAS kodoénov 12 a 13 (u analyzovanej vzorky
bolo pritomnych 44 % mutacie, riedenych s wt DNA na 22 %, 11 %, 5,5 %, 2,75 % a 1,32 %)
st zobrazné na Obr. 23. U vSetkych riedeni bola zachytend mutacia G12V (GGT — GTT).

Na Obr. 24 st zobrazené pyrogramy mutacnej rady KRAS analyzovaného kodénu 117,
ktory bol amplifikovany sekvenacnym primerom V obratenom (reverse) smere.
U analyzovanej vzorky bolo pritomnych 47 % mutacie, riedenej s wt DNA na 23,5 %, 11,75
%, 5,87 %, 2,9 % a 1,47 %. V pripade sekvenacie vzorky sekvenaénym primerom v reverse
smere je dana vzorka analyzovana v komplementarnom prepise. U analyzovanej vzorky bola
zachytena mutacia K117N (AAA — AAT) do pritomnosti 2,9 % mutécie vo vzorke.

D.)
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H h 3

Obr. 23: Pyrogramy mutacnej rady KRAS kodonov 12 a 13 pacientskej DNA, riedenych z 44
% (A)na22% (B.),11% (C.),55% (D.), 2,75 % (E.) a 1,32 % (F) mutacie (KRAS wt:
TGGTGGCGTAG, mutant: TG(T)TGGCGTAG)
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Obr. 24: Pyrogramy mutacnej rady KRAS kodonu 117 pacientskej DNA, riedené z 47 % (A.)
na 23,5 % (B.), 11,75 % (C.), 5,87 % (D.), 2,9 % (E.) a 1,47 % (F) mutacie (KRAS wt:
AGGAAATAAAT, mutant: AGGAAATAA(T)T)

6.4.3.2 Rozsah celkového mnoZstva vstupného materialu

Analyticka citlivost detekénej supravy bola okrem mutacnej rady stanovena
i pomocou koncentra¢nej rady. Analyzované vzorky boli v duplikatoch amplifikované
pomocou HotStartTaq Plus Master Mix Kitu bez pridavku Coral Load koncentratu s 3 mM
koncentraciou MgCl,. 15 pl PCR produktu bolo pouzitych pre pyrosekvenacnt analyzu.

KRAS s mutaciou v kodone 146 (47,8 % mutacie) bola riedend z 20 ng/ul na 0,156
ng/pl. Pri interpretacii pyrogramov bola viditeI'na desynchronizacia sekvenovanych retazcov
(viz Obr. 25, vybrané riedenia 20 ng/ul na 0,156 ng/ul). Vo vsetkych pripadoch bola
potvrdena mutacia A146T (GCA — ACA).

DNA analyzovana pre oblast” KRAS 12/13 (51,7 % mutacie) bola vodou riedena na
koncentraciu 20 ng/ul, 15 ng/pl, 10 ng/ul, 5 ng/ul, 2,5 ng/ul a 1,75 ng/ul. Vybrané pyrogramy
KRAS analyzovanych kodonov 12 a 13 riedenych s vodou na uvedené koncentrdcie st
zobrazné na Obr. 26. Vo vsetkych riedeniach vzoriek bola preukazana mutacia G13D (GGC
— GAC).
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Obr. 25: Pyrogramy KRAS kodénu 146, pacientska vzorka DNA riedena na 20 ng/ul (A.),
0,156 ng/ul (B.) (KRAS wt: CAGCAAAGACA, mutant: CAACAAAGACA)
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Obr. 26: Pyrogramy KRAS kodonov 12 a 13 pacientskej DNA, vzorka riedena na 20 ng/ul
(A.), 15 ng/ul (B.), 10 ng/ul (C.), 5 ng/ul (D.), 2,5 ng/ul (E.) a 1,75 ng/ul (F.) (KRAS wt:

TGGTGGCGTAGGC, mutant: TGGTG(A)CGTAGGC)
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6.5 Diagnostika mutacii pacientskych vzorkov

Schopnost’ detekénej stupravy PyroMark zachytit' mutacie v pacientskych vzorkach bola
preukdzana U vSetkych testovanych mutacii, S vynimkou mutacie NRAS kodonu 117. Na
pracovisku DNA laboratoria UMTM nebola v ¢ase testovania pristupna vzorka s mutaciou
NRAS 117. Analyzované vzorky o rozdielnom mnozstve mutacie boli pre pyrosekvenacnu
analyzu amplifikované pomocou HotStartTaq Plus Master Mix Kitu bez pridavku Coral Load
koncentratu s 3 mM koncentraciou MgCl,.

Vysledky typizacie ziskané detekénou supravou PyroMark boli porovnavané
s dostupnymi sekvenaénymi udajmi ziskanymi zo sekvenatora MiSeq (Illumina). Sekvenaéné
idaje zo sekvenatora MiSeq boli poskytnuté pracovnikmi UMTM. PyroMark detekoval
mutacie u vSetkych analyzovanych kodonov 1v pripade, Ze vzorky boli sekvenované pred
finalnou optimalizaciou D.O. pre jednotlivé mutécie.

Analyzované vzorky, typ, mnozstvo mutacie a koncentracia vzorky je uvedena v Tabulke
15. Pyrogramy z detekénej stpravy Pyromark pre kazda analyzovan(i mutéciu si uvedené na

Obr. 27.

Tabul'ka 15: Diagnostika mutacii génov KRAS a NRAS sekvenovanych pomocou MiSeq
a PyroMark detekénych suprav

Mutdcia DNA c(ng/nl) | % muticie | Ziver MiSeq | Zaver PyroMark
KRAS 12/13 | 10245 20 44 % Glz2v Glz2v
KRAS 59/61 | 10192 20 31,7% A59T A59T

KRAS 117 10008 20 47 % K117N K117N

KRAS 146 9758 20 47,8 % Al146T A146T
NRAS 12/13 | 10015 20 100 % G13R G13R
NRAS 59/61 | 10262 20 20 % Q61K Q61K

NRAS 117 Nepritomnd vzorka s mutaciou

NRAS 146 2843 20 14,2 % Al46T A146T

60



1204

115

116

1051

Obr. 27: Pyrogramy vsetkych analyzovanych mutacii DNA pacientov - A.) KRAS 12/13 wit:

TGGTGGCGTAGGC,

TG(MTGGCGTAGGC,

wit:

CACAGCAGGTCAAGAG, mutant: CACA(A)CAGGTCAAGAG, C.) KRAS 117 wt:
GTAGGAAATAAAT, mutant: GTAGGAAATAA(T)T, D.) KRAS 146 wt: CAGCAAAGAC,
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mutant: CA(A)CAAAGAC, E.) NRAS 12/13 wt: GGTGGTGTT, mutant: GGT(C)GTGTT,
F.) NRAS 59/61 wt: ATACAGCTGGACAA, mutant: ATACAGCTGGA(A)AA, G.) NRAS
146 wt: TCAGCCAAGA, mutant: TCA(A)CCAAGA
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7. Diskusia

Predlozena diplomova praca sa zaobera sekvendciou vybranych mutacii RAS génov.
Jednym z cielov diplomovej prace bolo zavedenie pyrosekvena¢nej analyzy génov KRAS
aNRAS na pracovisko DNA laboratoria UMTM. Pyrosekvena¢na analyza bola
optimalizovana na tGrovni pripravy vzoriek (PCR) i uzivatel'skych nastaveni pyrosekvenacie.

Pre efektivnu amplifikdiciu DNA boli u kazdého analyzovaného exonu navrhnuté
primery (v oboch smeroch amplifikacie — F, R a sekvena¢ny primer) a vytvoreny touchdown
PCR program amplifikacie.

Amplifikacia vzoriek pre pyrosekvenovanie bola porovnavana pouzitim troch typov
master mixov — z PyroMark PCR Kitu, HotStartTag Plus Master Mix Kitu (obsahujtce
aditiva Coral Load a Q roztok) a Thermo Scientific. Porovnanim jednotlivych master mixov
bol nakoniec pre d’al$iu amplifikaciu DNA vybrany HotStartTaq Plus Master Mix Kit —
varianta bez pridavku Coral Load. Optimalizdicia PCR bola prevedend i porovnanim
rozdielnej koncentracie MgCl, Vvreakénej zmesi arozdielneho objemu reakénej zmesy
pouzitej pre pyrosekvenéciu. Pre d’alSie analyzy bola pouzivand optimalizovana reakénd zmes
s 3 mM MgCl; a spracované amplikony sekvenované v objeme 15 pl.

Pred samotnou sekvenanou analyzou boli pre kazdi testovani mutaciu
optimalizované nastavenia pyrosekvenacie (dispensation order). Citlivost pyrosekvenacnej
analyzy bola stanovend na urovni rozsahu podielu muticie a celkového mnozZstva vstupnej

vzorky.

Priebeh amplifikécie a pyrosekvenacnej analyzy bol optimalizovany ndvrhom F, R a
sekvenacnych primerov pomocou programu PyroMark Assay Design version 2.0 (Qiagen,
Nemecko). PyroMark Assay Design poskytuje vyber zo Styroch kvalit primerovych stprav,
ktoré st pomocou algoritmu (stanovenie vypoctu nezname) oznacené 4 farbami — modra
(najvyssia kvalita), zItd (stredna kvalita), oranzova (nizka kvalita) a Cervend (nevhodna
kvalita). Na amplifikdciu a nésledni pyrosekvenaciu boli vyberané primerové supravy
V najvyssej kvalite. U kvalit oznacenych modrou a zltou farbou je uvedené, ze minimalne 90
% navrhnutych primerovych stprav umoziuje funkéné analyzy (PyroMark Assay Design

Software Handbook, 2011). Pozicia sekvenac¢nych primerov bola navrhnutd tak, aby
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sekvenovali 0 jeden az nickol'ko nukleotidov pred samotnou testovanou mutaciou, ¢im sa

pocas sekvendcie overila spravnost’ ich hybridizacie.

Vplyv rozdielneho zloZenia master mixov na amplifikdciu DNA bol porovnavany
z master mixov PyroMark PCR Kitu, HotStartTaq Plus Master Mix Kitu a Thermo Scientific.
Thermo Scientific master mix pozostaval zo samostatnych reagencii, ktoré neboli sucast’ou
jedného kitu. Pri amplifikacii HotStartTaq Plus Master Mix Kitom a PyroMark PCR Kitom
bol porovnavany vplyv PCR aditiv Coral Load koncentratu a Q roztoku na amplifikaciu
vzoriek.

Qiagen, 2010 uvadza Styri mozné u¢inky pridavku Q roztoku do PCR master mixu:
zlepSenie amplifikacie tazSie amplifikovatelnych tsekov, zvySenie primer-templatove;
Specifity, zhorSenie amplifikacie, alebo amplifikaciu bez viditeI'ného zlepsenia ¢i zhorSenia.
Koncentrat Coral Load slizi ako nanéasacie farbivo umoziujice elektroforetickt vizualizéciu
PCR produktu, a zvysuje $pecifickost’ PCR (Qiagen, 2010). Coral Load je v PCR manuali pre
pyrosekvenaciu pomocou supravy PyroMark uvadzany ako sucast’ pripravy PCR reakénej
zmesi (Qiagen, 2011). Podl'a Qiagen, 2010 by Coral Load nemal interferovat s vac¢Sinou
enzymov, no jeho pouzitie nie je odporu¢ané bez nasledného precistenia vzorky. Pri
porovnani amplifikaénych kriviek do§lo u master mixov s pridavkom Coral Load k znizeniu
fluorescencie. Zaznamenany pokles v detekovanej fluorescencii moéze byt sposobeny
zloZzenim koncentratu. Coral Load je zloZeny z Cerveného a oranzového nanasacieho farbiva
(druh farbiv nespecifikovany), ktorym méze byt napr. Cresol Red (Cervené) a Orange G alebo
Tartrazin (oranzové¢) farbivo. Pokles v detekovanej fluorescencii, viditelny pri porovnavani
amplifikacie rozdielnymi master mixmi s pridavkom Coral Load, je teda mozny nasledok
interferencie Coral Load a pouzitého fluorescenéného farbiva EvaGreen, viazuceho sa na
dsDNA, pripadne priamej vdazby na dsDNA.

Najlepsie vysledky amplifikacie boli ziskané pouzitim PyroMark PCR Kitu s Q
roztokom (bez Coral Load) a HotStartTaq Plus Master Mix Kitu (bez Coral Load). Pre d’alSie
analyzy bol pouzivany HotStartTaq Plus Master Mix Kit (bez Coral Load), ktory je v DNA
laboratoriu UMTM dostupnejsi a ¢astejsie vyuzivany nez PyroMark PCR Kit.

Postup pyrosekvenacie bol optimalizovany vytvorenim Specifického dispensation
order (poradie vkladania nukleotidov do sekvenacnej komory, D.O.) pre kazdi analyzovanu
mutaciu. U vzoriek, ktoré boli sekvenované pred nastavenim optimélneho D.O., bol v stulade

s publikovanou literatirou pozorovany desynchronizovany stav, ktory komplikoval
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interpretaciu pyrogramov (Harrington akol., 2013). Pre vsetky testované mutacie,
s vynimkou kodonu 61 génu NRAS, bol vytvoreny optimalizovany D.O. Wt sekvencia NRAS
kodonu 61 je CAA. V prvom nukleotide (C) kodonu 61 (CAA) a teoretickej moznej mutacii
(CAA — AAA) dochadza pri sekvenovani v reverse smere K desynchronizacii ret'azcov
a zmene profilu pyrogramov. Podla databazy COSMIC, 2014 dochéadza konkrétne v kodone
61 najcastejSie k mutacii CAA — AAA (79 z 153 pripadov, udaje z2014-11-23). Pri
interpretacii tejto mutacie je teda potrebné brat ohl'ad na mozné komplikacie pocas
vyhodnotenia pyrogramov.

Pri priprave master mixu pre imobilizaciu DNA pomocou Streptavidin Sepharose®
High Performance je v manuali a literatire pouZzivany objem biotinylovaného PCR produktu
10 pl, s ktorym sa tandardne pracuje i v DNA laboratériu UMTM, napriklad u metod KRAS
CADMA a therascreen (Qiagen, 2011; Sundstrom a kol., 2010; Tsiatis a kol., 2010). Pri
porovnani pyrosekvenacie pouzitim 10 ul a 15 ul PCR produktu (pri zachovani koncentracii
uoboch objemov) doslo pritestoch s 15 ul PCR produktu Kk viditelnému zvySeniu
fluorescencie a zlepSeniu ¢itatenosti pyrogramov. Pre dalSie pyrosekvenaéné testy bol
pouzivany objem 15 pl PCR produktu.

Prirucka Qiagen, 2011 odporaca riedit’ analyzovani DNA na koncentraciu 0,4 — 2
ng/ul. Pri porovnani rozsahu celkového mnozstva vstupného materialu bola u vzorky KRAS
12/13 zachytend mutacia G13D vo vSetkych riedenych vzorkach (riedené podl'a dostupnosti
mnozstva DNA 2x z 20 ng/ul na 1,75 ng/ul). Pri analyze KRAS 146 bola vzorka (z
dostato¢nej zasoby) riedend z 20 ng/ul diluénou radou 2x na 0,156 ng/ul. Mutacia A146T
bola potvrdena vo vSetkych riedeniach, pricom vSak U vSetkych riedeni doslo
k desynchronizacii sekvenovanych retazcov, ¢o skomplikovalo interpretaciu pyrogramov.
Desynchonizacia bola sposobend D.O. pre KRAS 146, ktory eSte nebol v Case analyzy
citlivosti plne optimalizovany. Vyrazny pokles fluorescencie pri riedeni DNA nebol
zaznamenany.

Pri stanoveni analytickej citlivosti z hl'adiska detekovateného percenta mutécie vo
vzorku bola u vzorky KRAS 12/13 preukdzana pritomna mutacia do riedenia 1,3 %. Pri
analyze kodonu 117 génu KRAS bola pritomnost’” mutacie identifikovana do riedenia 2,9 %
mutacie vo vzorke. Pritomnost’ mutovanej alely vo vzorke s mutaciou KRAS v kodone 146
bola detekovana do riedenia 6,1 % (data neuvedené). Namerané hodnoty analytickej citlivosti
priblizne zodpovedaju 5 % detekénému limitu pyrosekvenovania, uvadzanému V literatare
(Harrington a kol., 2013; Tsiatis a kol., 2010). Sundstrom a kol. (2010) uvadza nizke ¢itatel'né
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piky detekované i pri riedeniach 1,25 % - 2,5 % mutacie KRAS. V literatire je ako mozny
faktor ovplyviujaci detekény limit pyrosekvenacie uvadzana kvalita DNA, kvalita
navrhnutych primerov, pocet PCR cyklov ai. (Ogino a kol., 2005). Nami pouzivané vzorky
i vzorky pouzivané Sundstrom a kol., 2010 a Tsiatis a kol., 2010 pochadzali z FFPE CRC.
Tsiatis akol., 2010 vyuziva PCR program s 38 cyklami amplifikacie, pricom sekvenciu
pouzitych primerov neuvadza. Sundstrom a kol., 2010 neudédva sekvencie pouzitych primerov
ani PCR program. Tsiatis a kol., 2010 i Sundstrom a kol., 2010 na pyrosekvenaciu vyuzivali
10 pl biotinylovaného produktu.

Mutacie RAS je okrem pyrosekvenovania v stc¢asnosti mozné detekovat’ mnozstvom
komerénych detekénych suprav, zalozenych na PCR amplifikacii alebo sekvenacii. Metody
zalozené na detekcii amplifikdciou zvyc€ajne poskytuji jednoduchSie pracovné protokoly
a krat8i cas nutny na pracu so vzorkami nez pri sekvena¢nych analyzach. Hlavny nedostatok
metdd, ktoré nie st zalozené na sekvendcii, spo¢iva vich prednastaveni na detekciu
konkétnych mutacii vo vybranych kodonoch, pricom vsak nezachytia vsetky (teda i menej
Casté) varianty mutacii. Limit detekcie uuvedenych CE-IVD detekénych stprav bol
stanoveny testovanim vybranych mutacii KRAS a NRAS (1 % LOD u ex6nov 2 a 3 KRAS, 5 %
LOD u exdénov 2 a 3 KRAS a NRAS): therascreen® RGQ — ex6n 2 KRAS, cobas® - ex6n 2 a
kodon 61 KRAS, StripAssay - exon 2 a kodon 61 KRAS, Infiniti® KRAS-BRAF Assay - exon
2 a kodon 61 KRAS, LightMix® Kit KRAS-NRAS — exon 2 KRAS, therascreen NRAS &
KRAS Pyro (PyroMark) — exon 2 a kodon 61 KRAS a NRAS) (Krieken, 2014). Pri porovnani
pyrosekvenacie a HRM analyzy umozituje HRM menej citliva detekciu vzoriek - s 10 %
obsahom mutacie, pricom vysledok HRM analyzy je potrebné potvrdit’ iinou metddou
(Tsiatis a kol., 2010). HRM vo vzorkach neidentifikuje konkrétne mutované sekvencie, ¢o
moze byt problém predovsetkym u FFPE vzorkov, a méze tak zvySovat' mnozstvo falo$ne
pozitivnych vysledkov. CE-IVD stprava therascreen® RGQ umoziuje detekciu mutacii
Vv porovnatel'nej citlivosti s pyrosekvenovanim. therascreen® RGQ zachyti priblizne 1 %
mutacie, detekuje vSak iba 7 mutacii kodonov 12 a 13 KRAS (Kotoula a kol., 2009; Malapelle
a kol., 2014). CE-IVD detekéna stprava cobas® detekuje RAS mutacie o podobnej citlivosti
ako pyrosekvenovanie (LOD cobas® 2,5 % — 5 %) z FFPE vzoriek, umoznuje vsak detekciu
iba 20 mutacii KRAS (Harlé akol., 2013; Lee akol.,, 2012). CE-IVD KRAS aNRAS
StripAssay supravy umoznuju citlivejSie detekcie RAS mutacii nez pyrosekvenovanie s
citlivostou detekcie 1 %, pricom umoziuju detekciu 13 mutacii KRAS a 12 mutacii NRAS
(Jancik a kol., 2012; Malapelle a kol., 2014). CE-IVD znaceny kit Infiniti® KRAS-BRAF
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Assay (AutoGenomics) detekuje 19 mutacii génu KRAS v kodénoch 12, 13 a 61 (INFINITI®
KRAS-BRAF Assay, 2013). French a kol., 2011 uvadza detekény limit Infiniti® technolégie
10 %. LightMix® Kit KRAS-NRAS je CE-IVD detekéna stprava umoznujica detekciu 38
mutacii v génoch KRAS a NRAS s citlivostou detekcie 1 % (LightMix Kit KRAS-NRAS,
2013).

Sekvenacné platformy umoznuji detekovat presnti sekvenciu mutovanej Vzorky,
s moznost'ou identifikacie i1 vzacne sa vyskytujicich mutacii. ,,Zlaty Standard* sekvenacnych
technologii, Sangerovo sekvenovanie, umoznuje sekvendciu dlhsich tsekov (do 900 bp), ¢o
vSak u detekcie mutacii RAS z FFPE nie je nutnostou. Limit detekcie u Sangerovho
sekvenovania je niz8i nez u vacSiny detekénych stprav — priblizne 20 % (Altimari a kol.,
2013; Shendure akol., 2008; Tsiatis a kol, 2010). Pyrosekvenovanie umoziuje detekciu
krat$ich sekvencii (priblizne 50 nt) s limitom detekcie 5 % (Malapelle a kol., 2014; Ogino a
kol., 2005), ¢o je vyhodné predovsetkym pri diagnostike mutacii z FFPE vzoriek. Jednou
z uvadzanych vyhod pyrosekvenovania je moznost' sekvenovat DNA bez predchadzajicej
potreby purifikacie PCR produktov (Ogino a kol., 2005), a v porovnani s technologiami novej
generacie vyzaduje krat$i Cas straveny pripravou vzoriek. Sekvenac¢né technologie novej
generacie umoznuju paralelnu citlivi sekvenaciu vel’kého mnozstva vzoriek, avsak medzi ich
nevyhody patri pomerne vysoka cena pristrojov a reagencii, naro¢na priprava a dlha doba
spracovania a analyzy vzoriek. Pracovny postup MiSeq vychadza z: 1) priprava amplikonov
(celkovo 3 hod: priprava DNA, reakénej zmesi, PCR dosticky, gPCR - PCR program
priblizne 2 hod), 2) priprava kniznice na sekvendciu (tagmentacia Nextera XT — spojenie
amplikonov, purifikacia magnetickymi gulickami, kvantifikacia (celkovo cca 60 min),
tagmentacia a neutralizacia vzoriek (30 min), indexacna PCR ajej kontrola, purifikacia
magnetickymi guli¢kami, kvantifikacia indexovanych primerov a kontrola koncentracie poolu
— celkovo 4 hod), 3) sekvenovanie, 4) analyza vysledkov (3 hod). Pracovny postup PyroMark
je zalozeny na: 1) priprava amplikonov (priprava DNA, reak¢nej zmesi, PCR dosticky —
celkovo 1 hod, gPCR - PCR program priblizne 2 hod 20 min), 2) imobilizacia PCR produktov
na streptavidinové gulicky (priblizne 20 min) 3) priprava vzoriek na pyrosekvenaciu (priprava
sekvenacnych primerov, purifikacia a hybridizacia vzoriek na vakuovej stanici — celkovo
priblizne 20 min) 4) sekvenovanie (15 — 60 min), 5) analyza vysledkov (1 hod). Pracovny
postup MiSeq vyzaduje 2,5 — 3 dni v porovnani s 4 — 5 hod u PyroMark. NGS technolédgia
454 Roche je rovnako ako PyroMark zalozena na pyrosekvenovani (postup viz kapitola
3.4.9.1) aumoznuje citlivejsiu detekciu mutacii (pomer testovanych pozitivnych vzoriek
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k celkovym testovanym, pozitivnym, vzorkdm 1 % - 5 % Vv porovnani s 5 % u PyroMark)
(Altimari a kol., 2013). Firma Roche v$ak v priebehu roku 2016 planuje ukoncenie technicke;j
podpory 454 pyrosekvenacnej platformy (Seven Days: 18-24 October 2013, 2013).
Pyrosekvenovanie poskytuje citlivii detekciu vyzadovanych RAS mutacii na Grovni
sekvencie DNA, s kratkym c¢asom stravenym pracou so vzorkami. V DNA laboratdriu
UMTM teda méze pyrosekvenovanie slizit' ako vhodna alternativa k zavedenej sekvenovacej
platforme MiSeq, lllumina. V pripade malého mnozstva analyzovanych vzoriek, kedy
sekvendcia pomocou MiSeq nie je finan¢ne a ¢asovo vyhodna, pripadne pri overeni spravnosti
zaveru MiSeq mozu byt jednotlivé RAS mutédcie detekované pyrosekvenatne pomocou

supravy PyroMark.
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8. Zaver

Mutacie KRAS a NRAS sa musia vysetrovat’ z FFPE vzoriek kolorektalneho karcindému,
pretoze biologicka liecba je efektivna iba u pacientov s wt stavom RAS génov. PredloZena
diplomova praca sa zaoberd detekciou mutdcii uvedenych prediktivnych biomarkerov
pomocou pyrosekvenacénej technoldgie.

V sucasnosti nejestvuje jednotnd referencna metdda urcena pre diagnostiku RAS mutécii.
Genotypizacné laboratoria mozu na RAS diagnostiku vyuzit' komeréne dostupné detekcné
supravy zalozené na PCR, ktoré vSak nedetekuju vsSetky mutécie, resp. nedetekuju vsetky
potrebné exony. Pyrosekvenovanie poskytuje citliva detekciu vSetkych vyzadovanych RAS
kodonov na tirovni sekvencie DNA.

Ciel'om diplomovej prace bolo zavedenie pyrosekvenacnej analyzy na pracovisko DNA
laboratéria UMTM a diagnostika mutécii v pacientskych vzorkach.

Priprava PCR produktu pre nasledovnu pyrosekvenaciu bola optimalizovand porovnanim
troch rozdielnych master mixov, aporovnanim vplyvu aditiv na amplifikaciu pomocou
zvolenych master mixov. Pred amplifikaciou bola rovnako optimalizovana i koncentracia
MgCI, reakcie a vytvoreny touchdown PCR program, umoziujuci $pecificki amplifikaciu
vSetkych primerovych zmesi v jednom kole amplifikacie.

Samotna pyrosekvenacia bola optimalizovana pre kazdi analyzovani mutaciu nastavenim
Specifického poradia nukleotidov vkladaného do pyrosekvenacnej reakcie. Vplyv rozdielneho
mnozstva amplikonu pre pyrosekvenacnl analyzu bol porovnavany pouZzitim 10 pul a 15 pl
PCR produktu. Citlivost pyrosekvenacnej analyzy bola stanovena diagnostikou vzoriek
0 rozdielnom mnozstve mutacie a koncentracii. Schopnost pyrosekvenacnej platformy
zachytit’ mutacie vo vSetkych analyzovanych kodonoch bola potvrdena analyzou pacientskych
vzoriek o roznom mutaénom statuse. Spravnost’ vysledku pyrosekvenacie u pacientskych
vzoriek bola overena datami pochadzajiicimi z inej sekvenacénej platformy (MiSeq, [llumina).

V sucasnosti je na UMTM stanovena analyticka citlivost’ pyrosekvenacie z hl'adiska
mnozstva mutacie pre Styri z 6smych resp. siedmych analyzovanych kodénov (nedostupna
mutacia NRAS kodonu 117). Plany pre d’alSie testy spocivaju v stanoveni analytickej citlivosti
podielu mutacii v zvySnych vzorkach, rovnako ako i rutinnej diagnostike pacientskych
vzoriek. Pyrosekvenicia pomocou PyroMark bude na UMTM sluzit ako jedna zo

sekvenacnych metod detekujucich RAS mutacie u pacientov s kolorektalnym karcinomom.
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11.Prilohy

KRAS kodény 12 a 13
5°GGC ATGACTGAA3 5'CTTGTGGTAGTTGGAGC3”

I 1T T AT W T A AT A PRI AW R STA MR
5°'GGCCTGCTGAARATGACTGARATATARACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCARGAGTGCCTTGACGATACAGCTAAS”

FEETEEEErrrrr el
5 TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCTS "

KRAS kodény 59 a 61
5°TC CTCT

IIIIIII[IIIIIIIIII
5 TGGAGAAACCTGTCTCTT

¢

\ACCTGT

GGATAT3" 5°CCTCATTGCACTGTACTC3”
(RN FEEEEErrrrrrrrrntl
GGATATTCTCGACACAGCAGGTCAAGAGGAGTACAGTGCAATGAGGGACCAGTA3

FEERRRRRE et
5°TACTGGTCCCTCATTGCACTGTAS"

AT

KRAS koddén 117
S'TGAAGATGTACCTATGGTCCTAGT3’ S'GTTCTAGAAGGCAAATCACS’
FERETEERTT R e rentel TEELETERT R erent
5 ' TGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTAGGARATAAATGTGATTTGCCTTCTAGAACAGTAGACACAARACAGGCTCAGGACTT3
FEELERLELErrrrennntl
5'AAGTCCTGAGCCTGTTTTGTG3’
KRAS koddén 146

5 AGGCTCAGGA(

T GTT3° 5°AATTCCTTTTATTGAAACATS"

IIlIIIIIIIIIIIIlIIIII]II PELEEETEEEErErrrnnnl
5°AGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTAT TGARAACATCAGCARAGACAAGACAGGTAAGTAACACTGAAATARATACAGATCTGS”
5'TTTTCTGCAAAATCATAACTGTTATGTCATTTAATATATCAGT TTTTCTCTCAATTATGCTATACTAGGAAATAAAACAATATTTAGTAAATGT TS

I
5°GCCCT3"

5 'TTTGTCTCTTGAGAGGGC3 "
FEEEELEEr et
5°CTCAAGAGACAAAAACATS3"

NRAS kodony 12 a 13
5°'GTTCTTGCTG sAAA 5'GTGGTGGTTGGAGCA3"

IIIIIIII[IIIIIIIIIIIIII (NANRRRERERNEEE
5'GTTCTTGCTGGTGTGAAATGACTGAGTACAAACTGGTGGTGGTTGGAGCAGGTGGTGTTGGGARAAGCGCACTGACAATCCAGCTAATCCAGAAS”

FEEELEEer el
5’ TTCTGGATTAGCTGGATTGTCAGT3"

NRAS kodény 59 a 61

e
I I I FEEILEEL
TTCTTACAGARARRACAAGTGETTATAGATGGTGAAACCTGTTTGTTGGACATACTGGATACAGCTGGACAAGAAGAGTACAGTGS”

(ARARRRRENREY
5'CATGGCACTGTAC3’

3

w

‘CCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGGCS3”

Il PEEREEEEERER e eent
5 TCTTC3 5'GCCTGTCCTCATGTATTGGTC3 "

NRAS kodén 117
5'ATGA TAGTGGS*
||l|||||I|||||||||||l]l|
5'ATGATGTACCTATGGTGCTAGTGGGAAACAAGTGTGATTTGCCAACAAGGACAGTTGATACAARACAAGCCCACGAACTGGCCAAGAGTTACS
Bl EEEENEREEDERE) PELEERERTERER R Enentl
5" TGGTGCTAGTGGGAAA 3° 5'GTAACTCTTGGCCAGTTCGTG3’

GTACCTATGGTG

NRAS koddén 146
5'CGAACTGGCCAAGAGTTACG3® S5'TCCATTCATTGAAACCS3”

IR REE el FERELEERELErretl
5°'CGAACTGGCCAAGAGTTACGGGATTCCATTCATTGAAACCTCAGCCAAGACCAGACAGGTATGGTACAGCTTTCAS

LELLLLELEL L EEE LT
5'TGAAAGCTGTACCATACCTGTCTG 3’
Obr. A: Schématické zaznaCenie sekvencie pouzivanych primerov a testovanych kodénov na
vybranom ss useku KRAS a NRAS (vsetky sekvencie st zobrazené v smere 5'— 3’, F primer
oznaceny oranzovou farbou, R primer oznaceny fialovou farbou, sekvena¢ny primer oznaceny

zelenou farbou, testovana wt sekvencia kodonu zvyraznena ¢ervenou farbou)
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