UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Katedra buné¢éné biologie a genetiky

GENOTYPIZACE GENU EGFR U PACIENTU S KARCINOMEM

Diplomova prace

Bc. Hana Noskova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bitina biologie

Forma studia: Prezeéni

Olomouc 2011 Vedouci prace: doc. Mgr. Bi Drabek, Ph.D.



ProhlaSuiji, Ze jsemipdkladanou diplomovou praci zpracovala samostaanpouZiti citované

literatury a pod odbornym vedenim doc. Mgtihb Drabka, PhD.

V Olomouci dne 2.8. 2011

(podpis)



Podékovani

V prvni fac€ bych chéla podtkovat svému vedoucimu prace patac. Mgr. Jifimu
Drabkovi, PhD. za odborny dohled ip zpracovani této prace, pomodi planovani
experimeni a jejich pfibéhu, a dale za tihivost acas, ktery mé pracianoval. Dale dkuji
dalSim dilezitym lidem z DNA laborati@ LEM, bez kterych bych si mnohdy reekila rady, a
to paniMiroslavé Rab¢anové Veronice Holinkove, DiS, Mgr. Jané Stranské, PhD.a
Mgr. Silwii Jan¢ik a to gedevSim za praktickou pomoc — extrakci DNA a WGHcp na
genovém analyzatoru, a v neposletht za vytvdeni sk¢lé pracovni atmosféry. Za pomoc
pii statistickém zpracovani vysletlkickuji Mgr. Lence Radové, PhD.

Zvlastni podkovani bych chila wnovat své rodi# a to zejména mamince Han

Noskové a bakite Jaroslay Zarské, za umozni studia a psychickou podporu.



Experimentalni  prdce  byly prové&wy s podporou grantu @ OPVVI
CZ.1.05/2.1.00/01.0030 a MPO TIP FR-TI1/525.



Souhrn

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor — také HERERBB) je transmembranovy
receptor s tyrozin-kindzovou aktivitou ERBB2 rodinghoz aktivace po vazhprisluSného
ligandu vede ke spusti drahy intracelularni signalizai kaskady, ktera ovliwje expresi
fady geri podilejicich se na bétiné proliferaci. Pro &které typy nadorovych onemainri je
typicka zvySena aktivita této EGFR signalni dratgz gispiva jak k proliferaci nadorovych
burgk, tak k istu nadoru, jeho invazivita krevnimu zasobeni, tv@bmetastaz a inhibici
apoptozy bugk. Mezi tato onemoaii pati také nemalobusiny karcinom plic (NSCLC),
ktery se vyskytuje ifiblizn¢ u 80 % pipadi pacienti s karcinomem plic. Jedn& se o agresivni
zejména ty, které se nachazejici v jeho tyrosirdomé domé# v exonech 18 — 21, se
vyznamé podileji na projevu onemoénmi, tzn. jeho zavaznosti a zardvaréuji moznosti
jeho |&by.

Cilem teoretickécasti prace bylo seznameni se secasnou problematikou genu
EGFR a proteinu EGFR, moZnostechc¢llg nadorového onemoémi pomoci latek
namienych proti EGFR a metodami uniogicimi detekci mutaci v geniGFR. Prakticka
¢ast prace byla zatfena na optimalizaci kvantitativni real-time analyzy jednoduchou a
citlivou detekci 19 ne€psgjSich typi deleci v exonu 19 a bodové mutace L858R (2573T>G)
v exonu 21, které spale¢ tvori az 90 %¢cast vSech mutaci geniGFR s aktivovanou
tyrozin-kinazovou aktivitou a porovnat data padientySetenych na ftomnost mutace
v genu EGFR v LEM pii Détské klinice, Lékeska fakulé Univerzity Palackého a FN

v Olomouci s daty ziskanymi celaggvymi studiemi.



Summary

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor — also HER@ ERBB) is a transmembrane
receptor with tyrosine-kinase activity, whose aatiion by the ligand binding leads to starting
up of the intracellular signaling cascade, whideets the expression of many genes involved
in the cell proliferation. Some types of cancer @naracterized by increased activity of the
EGFR signaling pathway, which contributes to thelifaration of tumor cells and the tumor
growth, invasiveness and its blood supply, metastand inhibition of apoptosis of
cells. Non-small cell lung cancer (NSCLC) also ng® to these diseases occuring in about
80% of patients with lung cancer. NSCLC is an aggke tumor that is currently the most
common cause of death from cand&BFR mutations, especially those located in its tyrosin
kinase domain in exons 18 to 21, significantly cdwite to the symptoms and severity of
disease, and also determine options of treatment.

The theoretical part’s aim of this thesis was tofgmiliar with current knowledge of
EGFR gene and EGFR protein, treatment options by uEi@§R antagonists and current
possibilities in detection of mutations EGFR gene. The practical part was focused on the
optimalization of quantitative real-time PCR ass$aly simple and sensitive detection of 19
most common types of deletions in exon 19 and singktleotide substitution L858R (2573T
> G) in exon 21, which together make up 90 % oftatbsine-kinase activatingGFR
mutations. This thesis also compares data of pgatieramined forEGFR mutations in
Laboratory of Experimental Medicine associated v@thildren’s Clinique, Medical Faculty
of Palacky University and Faculty Hospital in Olomepwith data gained in global studies.



Obsah

1 Uvod

2 Sowasny stav problematiky
2.1 GereEGFR a protein EGFR
2. 2 Signalizace EGFR
2. 2.1 Signalizace EGF — MAPK
2. 2. 2 Signalizace EGF — PI3K
2. 2. 3 Signalizace EGF — STAT
2. 3 Molekularni biologie mutaci v geBGFR
2. 4 Nadorova onemoéni plic
2. 4. 1 Molekularni mechanismy vzniku rakovinicpl
2. 4. 1. 1 Role genu EGFR pzniku nddorového onemogmi
2.4.1.1.1Ras — Raf — Mek
2.4.1.1. 2 PI3K — Akt - mTOR
2.4.1. 1. 3 Angiogeneze
2. 5 Latky nantiené proti EGFR pouZivané & rakoviny plic
2. 5. 1 Vyvoj latek naménych proti EGFR
2. 5. 2 Klinick& dinnost latek naniénych proti EGFR
2. 5. 2. 1 Inhibitory tyrozin-kinazové aktivigGFR — TKIs
2.5.2.1. 1 Erlotinib
2.5. 2. 1. 2 Gefitinib
2. 5. 2. 2 Monoklonalni protilatky proti EGFR
2.5.2. 2.1 Cetuximab
2.5.2. 2. 2 Panitumumab
2. 6 Metody pouzivané k detekci mutaci v geE@FR
2.6.1 Realtime PCR
2. 6. 2 Detetni systém vyuzivajici k amplifikaci alelicky speckié
primery — ARMS metoda a TagM&hsondy
2. 7 Komeéni soupravy pro detekci mutaci v gda@GFR
2. 7. 1 TheraScreen® DxS: EGFR29 Mutation Kit ((Di&gnostic)
2. 7. 1. 1 Princip detekce mutaci soupravou d8ereen® DxS
2. 7. 2 PNA ClampTM EGFR Mutation Detection Kitahagene)
2. 8 DalSi metody pouZzivané k detekci mutaci wdeBFR

3 Cile prace

10

12

13
14
14
15
16
17
19
21
21
22
22
22
23
24
24
24
25
26
26
27
27
27

29
30
30
30
31
32

34



4 Material a metodika
4. 1 Ristroje a poracky
4. 2 Spatebni material
4. 3 Chemikalie a reagencie
4. 3. 1 Chemikalie a reagencie pro real-time PCR
4. 3. 1. 1 Pouzité primery, sondy a ostatniosligkleotidy
4. 3. 2 Chemikalie a reagencie pro fragmémtanalyzu deleci
4. 3. 3 Chemikalie a reagencie pro sekvenovataceu_858R
4. 3. 4 Ostatni chemikalie a reagencie
. 4 Software
. 5 Biologicky material
. 6 Sekvence exérl8 — 21 genEGFR
. 7 Navrh primar a TagManTM sond pro metodu SSP-ARMS a Endpoint
genotyping analyzu
4. 7.1 Vnitni kontrola pro metodu SSP-ARMS
4. 7. 2 Endpoint genotyping analyza

IN

. 8 Riprava primerovych s#si specifickych pro jednotlivé EGFR mutace

IN

. 9 Riprava PCR mixu, nanaSeni na d#stia gidavek templatové DNA

IN

. 10 Optimalizace koncentrace MgCI2 a dalSichedtoeakni snesi
a optimalizace real-time PCR analyzy @a480
4. 10. 1 Pracovni protokol a PCR program na LC480dptekci mutace
L858R Endpoint genotyping analyzou
4. 10. 2 Pracovni protokol a PCR program na LC480dptekci
mutace L858R metodou PCR-SSP/ARMS siwnikontrolou
4. 10. 3 Pracovni protokol a PCR program na LC480dptekci
mutace L858R metodou COLD PCR
4. 10. 4 Pracovni protokol a PCR program na LC480detekci deleci
metodou PCR- SSP/ARMS s wumit kontrolou
4. 11 Ugovani meze detekce metody
4. 12 COLD PCR - COamplification at Lower DenatimatPCR
4.12. 1 COLD PCR analyza mutace L858R
4.12. 1. 1 Statistické srovnani COLD a ,ne-COLFCR
4. 13 Zpracovani dat paciéntySetenych na mutace gefiGFR
z DNA databaze LEM

35
35
36
37
37
38
38
39
39
39
40
40

42
44
45
46
a7

48

51

52

53

53

54

54

55

55

56



5 Vysledky
5. 1 Optimalizace real-time PCR analyzy pro detékclové mutace L858R
5. 1. 1 Detekce mutace L858R Endpoint genotypirayaou
5. 1. 1. 1 Analyzované vzorky a pouZzité primery
5. 1. 1. 2 Vysledky Endpoint genotyping analyzy getekci
mutace L858R
5. 1. 1. 3 Stanoveni meze detekce metody
5. 1. 2 Detekce mutace L858R vylepSenou EndpoinbGping analyzou
5. 1. 2. 1 Analyzované vzorky a pouZzité primery
5. 1. 2. 2 Vysledky analyzy a stanoveni meze deteketody
5. 1. 3 Detekce mutace L858R metodou PCR-SSP/ARMS
s vniini kontrolou
5. 1. 3. 1 Analyzované vzorky a pouzité primery
5. 1. 3. 2 Vysledky analyzy a jeji hodnoceni
5. 1. 4 COLD PCR analyza bodové mutace L858R
5. 1. 4. 1 Statistické srovnani standardni COLD PCR
a ,ne-COLD" PCR
5. 1. 5 DalSi pokusy detekce mutace L858R - neR@R
na principu COLD PCR
5. 2 Detekce bodové mutace L858R soupravou ThezaB@r DxS
5. 3 Detekce deleci metodou PCR- SSP/ARMS gnirkbntrolou
5. 3. 1 Analyzované vzorky a pouzité primery
5. 3. 2 Vysledky analyzy a jeji hodnoceni
5. 4 Zpracovani pacielhvySetenych na mutace gelGFR
z DNA databaze LEM k porovnani s daty zigkainceloswtovymi studiemi

6 Diskuze

7 Zavér

8 Pouzita literatura

9 Seznam pouZzitych zkratek

10 F¥ilohy

57
57

57

75

58
58
59
9 5
60

61
16
62
64

65

67
67
69

69
69

71
75

78

81

88



1 Uvod

Nadorové biiky se vyznauji ziskanou zvySenou autonomni a neregulovatemoliferaci a
to pomoci nekontrolovatelné produkce specifickycblekul, které podporujitist burgk
(rastové faktory), nebo diky abnormalni, posilené espspecifickych protein (receptory
rastovych fakto#) na bugc¢nych membranach, ke kterym destové faktory selektivhvazi.
Oba procesy spougt fadu intracelularnich signgl které vedou k proliferaci nadorovych
burék, indukci angiogeneze a metastazovanétSma lidskych epitelidlnich nadorovych
onemocgni se vyznauje funkeni aktivaci fistovych faktoit (dale EGF) a rodiny receptor
pro epidermalnitstové faktory (dale EGFR) (Ciardiello, Tortora; 300

EGFR je transmembranovy receptor ifat do rodiny ¢tyi pribuznych proteit
(Obr.1). Na kazdy receptor seibe selektivi vazat 101iiznych ligand. Po navazani ligandu
jednofettzcovy EGFR receptor vytwd dimer, ktery spusti ipnos signélu uvrit buiky
aktivaci autofosforylace receptoru diky své tyrezimazové aktivie. Mutace v tyrosin-
kindzové domeéh genu pro EGFR zvysSuje jeji aktivitu a indukujerauelularni penos
signalu kaskadovitym mechanismem az doébného jadra, coz fize mit za nasledek
proliferaci nddorovych buik, zablokovani apopt6zy, aktivaci invazivity a nmstézovani a
stimulaci neovaskularizace indukované tumorem.

Diky tomu byl EGFR navrzen jako prvni cil pro Iékamiené proti nadoroveho
onemocgni plic. Ctyii antagonisté EGFR (viz dale).jsou po 20 letechojg\éiv k dispozici
pro |&bu metastazujicich epitelialnich nadorovych onerioicriémito onemoc#nimi jsou:
nemalobugcny karcinom plic (Non—Small Cell Lung Carcinomaled&ISCLC), skvamozn
— burg¢ny karcinom hlavy a krku (Squamous-Cell Carcinonfatte Head and Neck),
kolorektalni karcinom a karcinom pankreatu.

Testovani EGFR sgéva v detekci mutaci a chromosomalnichéamv genu pro
EGFR. Screening statu&tGFR — ueni negativity/ pozitivity a typu mutace, je u pati
s lokalre-pokratilym nebo metastazujicim NSCLC velmiildzity a umoauje tak |ékai
zvolit vhodnou a efektivni bu (Mok a kol., 2009). Pro tentocé€l byly vyvinuty malé
molekuly namiiené proti kindzové aktiitEGFR zvané tyrosine kinase inhibitors - erlotiaib
gefitinib, stejrié tak jako monoklonalni protilatky cetuximab a pamumab (Cadranel a kol.,
2010).

K detekcEGFRmutaci je k dispozici celégada metod. Pro skrining znamych mutaci v

EGFRse nejasteji pouziva metody kvantitativni PCR v realnéase, ktera je také&itbzitym
10



ukazatelem mnoZstvi a kvality vzorku DNA. V této difikaci PCR je detekce mutaéasto
zaloZzena na principu tzv. Amplification RefractoMutation System (dale ARMS) —
detekiniho systému vyuzivajiciho k amplifikaci alelickgexifické primery. DalSi metodou
¢asto pouzivanou k detekci vSechityputaci, ¥etre téch novych, je sekvenovani.

V sowasné dob jsou pro analyzu mutaci EGFR k dispozici mnohé komé&ni
soupravy, mezi nez gatTheraScreen EGFR29 Mutation Test kit od sfrodsti DxS a PNA
Clamp™ EGFR Mutation Detection Kit spalrosti Panagene. Avsak existuji i mnohé
metody nezavislé nadhto soupravach, kdy dana laborapravidla pouziva své vlastni
reagencie. PCR a sekvenovaidstavaji nejpouzivafjsimi metodami umailjicimi detekci
mutaci nejastji se nachazejicich v exonech 18, 19, 20 a 21 §83kR Jak jiz bylo uvedeno
vySe, sekvenovani ma navic schopnost detekce ndypéhmutaci. Pokud je takova mutace
detekovana, je ptaba o¥feni jeji gitomnosti v nezavislé reakci, aceni, zda se jedna o
nadorovou variantu¢i o vzacny polymorfismus (AstraZeneca, 2011), jelptifomnost se

zZjistuje sekvenaci z nenadoroveé tkan
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2 Souwasny stav problematiky

2.1 GenEGFR a protein EGFR

Sekvence genEGFR —homolog onkogenu avian erythroblastic leukemiarpH® viru — je
vysoce mezidruhavkonzervovan. Lidsky geBEGFR se nachazi na chromosomu 7 v pozici
7p11.2 a zabirafiblizné 200kb genomické DNA (Reiter a kol., 2001). G&BFRse sklada

z 28 exofi a kdéduje glykoprotein o velikosti 170 kDa. Recepépidermalniho tstového
faktoru EGFR byl objeven americkym biochemikem &arCohenem, ktery za tento objev
ziskal v roce 1986 Nobelovu cenu. Protein EGFReg&ptor s tyrosin — kinazovou (dale TK)
aktivitou patici do rodiny ErbB. Do této rodiny gatEGFR (ErbB1, lidsky HER1), ErbB2
(HER2), ErbB3 (HER3) a ErbB4 (HER4). EGFR je slozan ti domén: extracelularni
domény (exony 1 — 16), transmembranové domény (&Qra intracelularni domény (18 —
28). Extracelularni doména sestavag poddomeén (I — 1V), intracelularni z C — terminalni

T] |
ﬁ?

Subdoména II
-

regul&ni domeény a TK domeény.

exonmy 1

Subdoména IIT

7p11.2 L 1 Subdoména IV

Transmembranova
18 -~ oblast

15

20

Chromosom 7 TK doména

21 |
22

3

24 -
e
Reguladni
doména
2B -~

Obr. 1: Lokalizace genu EGFR na chromosomu 7, strukteina jexoti a domény proteinu

EGFR(upraveno podle: Medscape Todays News, 2006)
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Obr. 2: Struktura monomerniho proteinu EGFR (modré: Noréc,cervena: C — konec)

a jeho ligandu EGF (Zova) vychazejici z krystalograte.wikipedia.org, 2008)

2. 2 Signalizace EGFR

EGFR signalizace je zapata navazanim ifslusného ligandu na extracelularni doménu

receptoru. Ligandy mohou byt nasledujici molekllinggi, Carpenter; 2006):

EGF

TGFa
HB — EGF
amfiregulin
betacellulin
epigen

epiregulin

Po navazani ligandu dojde k homo/ heterodimerizaceptoru, coz stimuluje jeho

vlastni intracelularni proteinkinazovou aktivitu.ydledkem je autofosforylace ¢kolika

tyrosinovych (Y) residui na C — terminélni domyéeceptoru. Mezi tato residua Hav992,
Y1045, Y1068, Y1148 a Y1173.
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Fosforylace tyrozinu EGFR vede k navazdizingch signélnich proteinvéetns adaptorovych
proteimfi GRB2 a Nck, fosfolipAzy PLC-Gamma, proteinu SHGenaSée signalu a
aktivatora transkripce STAT, akolika dalSich proteilh a molekul, a tim nasledrdochazi
k downstream jfenosu signalu (de)fosforylacitiplusnych cytoplazmatickych substrat
soustavou kindz a fosfataz. Tentemos signélu zahrnujekolik signaliza&nich kaskad, mezi
které paiti zakladni drahy jako jsou proteinkinazy MAPK, AktINK vedouci k syntéze DNA
a burgcné proliferaci (Oda a kol., 2005Yysledkem signalizace EGFR je aktivace @en
zodpowdnych za zrny v genové expresi, cytoskeletalriegtavby, migraci a adhezi biky

zabrarni navozeni apoptdzy a zvySenou &inou proliferaci.

2. 2. 1 Signalizace EGF — MAPK

Adaptorovy protein GRB2 je nezbytnou gésti fevodu signalu z EGFR ke GTP&ze Ras.
SH2 doména GRB2 je schopn&impé vazby na fosforylované tyrosiny 1068 a 1086
aktivovaného EGFR nebo vazby tiepé ges tyrosin-fosforylovany adaptorovy protein SHC.
SH3 domény GRB2 jsou konstie spojeny s proteinem SOS, vynmym faktorem Ras
GTPazy. Navazanim GRB2 a SOS komplexu na EGFR & d&Gtava do blizkosti k Ras,
¢imz jej aktivuje a nasledntak aktivuje Ras efektory jako jsou Raf kindzy BK® Raf
zahajuje kaskadu fosforyaich udalosti zahrnujicich fosforylaci a aktivaci EKbs
(MAPK/ERK kinazy) a ERKs (kindzy regulované extriat@&nim signalem). Vysledkem
kaskady je aktivace transkéipich faktofi, podilejicich se na expresi dgedilezitych pro
burg¢ny cyklus (Immervoll a kol., 2006; Meng a kol., Z)0

2. 2. 2 Signalizace EGF — PI3K

Kindza PI3K je aktivovana ifmou vazbou s GTPazou Ras. Aktivovana kindza PI3K
fosforyluje na membrannavazany protein PIP2, ktery naslédyeneruje PIP3. PIP3 hraje
roli jako druhy posel lokalizovany v membgarktery aktivuje na PIP3 — zavislou kinazu 1
(PDK1) a proteinkindzu B (PKB/Akt). PDK1 fosforyiiaaktivuje Akt, ktera se uvtilje

z membrany a je translokovana do jadra. Aktivovaké fosforylaci aktivuje transkrigni
faktory jako jsou AP-1, E2F a Myc a dochazi k espgeni dileZitych pro pezivani biiky.

Transkrigni faktory rodiny AP-1 se vazi na promotofiznych gei a reguluji proliferaci,

14



apoptdzu nebo angiogenezi. Protein Myc z rodingsikepinich faktofi Myc aktivuje expresi

N-Ras, p53 a dalSich gefimmervoll a kol., 2006; Meng a kol., 2005).
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Obr. 3: Schéma penosu signalufes EGFRprednaska doc. Krystofa +P UPOL, 2010)

2. 2. 3 Signalizace EGF — STAT

DalSi z dilezitych udalosti zodp@dnych za penos signalu je EGF aktivace protef®@TAT.
Stimulace EGFR vyvolava fosforylaci STAT1 a STAT3ahajuje formaci komplexu STAT1
a STAT3 s JAK1 a JAK2. JAKs jsou nepostradatelngg®stedkovani interakce EGFR se
STAT1 a STATS3. Poté jsou STATs translokovany dargadde aktivuji genovou expresi.
EGFR takeé aktivuje STAT3 do jisté miry nezavisleJ#&s, ale v zavislosti na aktivaci Src
kindz. Aktivovany c-Src fosforyluje tyrosin 845 MaGFR, coZz hraje idezitou roli ve

fosforylaci a aktivaci proteinSTAT (Smith a kol., 2006; Alvarez a kol., 2006).
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2. 3 Molekularni biologie mutaci v gentlEGFR

Objev somatickych mutaci genEGFRu pacieni s NSCLC byl velice vyznamnym
meznikem v pochopeni tohoto onem&tna gispeévkem v moznostech jeho diéy. DalSi
molekularni studie provedené&kwolika védeckymi skupinami ukazaly, ze se muta@FR
objevuji téndi vyhradré v exonech 18-21 genu, které kéduji aminokyselinogblast aast
karboxylové oblasti receptoru (Obr. 4). Murray & kgtvoril rozsahlou databazi publikované
literatury, kter4 obsahovala data vice nez 12 C@€iepfi s 254 nezavislymi somatickymi
mutacemi v této oblasti genu (Murray a kol., 200B3. ziskanych dat vyplynulo, Ze mezi
negastjSi mutace gen&GFRpati:

- bodové mutace v exonu 18
- delece a/ nebo inzerce v exonu 19
- inzerce/ duplikace a bodové mutace v exonu 20

- bodové mutace v exonu 21

Relativni ﬁlFidmce mutact Protein EGFR
v TK domené germ EGFR

(n=3303)
exon 18 | exony 116 <| Extracelldrni doména
exon 19
exon 20 exon 17 ~{ m Transmembranova doména
exon 21 ¢ exony 18- 91{ TK doména

0 10 20 30 40 50| exomy 22- ?84 Fegulaéni doména

Incidence (%)

Obr. 4: Incidence mutaci genu EGFR kodujici TK doméneptaru a znazowni jeho

struktury(upraveno podle: Paz-Ares a kol., 2010)

Ze souhrnnych dat mnohych rozsahlych studii byistézjo, Ze se mutace vyskytuji
negastji u dlouhodobych nekidki (51 %), Zen (38 %), pacigns adenokarcinomem (31 %),
pacienti vychodoasijského fwodu (29 %) a 10 % severnich Ant@mi a zapadnich
Evropari s NSCLC (Marchetti a kol., 2005). Byhot spot* mutace&iitaji na 90 % vSech
EGFR mutaci zaznamenanych u NSCLC. Mezpati kratké delece v exonu 19 zahrnujici
ztratu 9, 12, 15 a 18 nukleotidryskytujici se u 45 %ifpadi. Druhd nejastjSi mutace se
nachazi v exonu 21 a jedna se o bodovou mutaci R§2873T>G), ktera obsahuje misto

puvodni aminokyseliny leucinu arginin v kodonu 858vy&ledki studii bylo také zjigho, Ze
16



80% nadaii, které jsou citlivé na tbu TKIs, obsahuji mutace émici smysl kodonu nebo
delece v genu, v porovnani s Zadnymi mutacemi ealgni u necitlivych forem nador(Kris
MG a kol., 2003; Fukuoka a kol., 2003; Parra a,k2004). Bodova mutace T790M v exonu
20 vykazuje sekundarni rezistenci na TKls namych proti EGFR.

Mutace v oblasti genu EGFR, ktera kéduje TK doméeceptoru, byly poprvé u
pacienfi s NSCLC popsany v roce 2004 (Paez a kol.,, 20B4kz a kol. amplifikoval a
sekvenoval gefcGFRu 119 pacierit s NSCLC. Somatické delece a missense mutace byly
identifikovany u 16 z nich. Sekvenaci geRGFR péti pacienti odpovidanych na &bu
gefinitibem actyi pacient uZivajicich gefinitib s progresi nemoci bylo zjigh, Ze mutace
byly nalezené pouze u paciénbdpovidavych a u zZadného s progresi nemoci. S&upin
Lynche ve stejnou dobu vydala zpravu o nalezu sichyath heterozygotnich mutaci okolo
ATP-vazajici kapsy TK domény u osmi z deviti patienNSCLC, kt& odpowdéli na I&bu
gefinitibem, zatimco Zadné mutace nadorovychékumebyly nalezeny u pacientktefi na
stejnou |ébu neodpovdéli (Lynch, 2004). In vitro studie dale dokazaly, Zze mutované
receptory byly funkni, avSak vice citlivé na endogenni ligandy i geifit nez wt receptory.
Mechanismus, kterym mutovangGFR indukuje onkogenni stav, nebyl doposud zcela
objasién. Mutované receptory mohou byt postépaktivovany, zatimco trva déle jejich
defosforylace nasledujici po aktivaci ligandem, metmize dochazet k aberantni fosforylaci

jinych proteini.

2. 4 Nadorova onemoceni plic

vvvvvvv

nadory se vyskytuji mnohem mggasto nez nadory zhoubné. Podledilea (2004) se u
zhoubnych naddr jedna nejastji o karcinomy odvozené ze sliznice bronch- tzv.
bronchogenni karcinomy. Jejich vznik souvisi sikoim a inhalaci vyfukovych plyn
(aromatickych uhlovodik dioxind), radiaci (vdechovani radonu) a ke vdechovaniickals
chemickych latek &em jejich paémyslovém zpracovani (napazbestu, niklu, chromu).
Dlouhodobym pravidelnym kdanim se riziko vzniku rakoviny plic zvySuje 60krAtdosud

ne zcela jasnychigtodi jsou Zeny na kdua vznik rakoviny plic vice citlivé.
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Podle histologické strukturytime zhoubné nadory plic na:
Nemalobunééné karcinomy (70 — 75 % vSech nadgrdale NSCLC)

- dlazdicobug¢né karcinomy
- adenokarcinomy a bronchioloalveolarni karcinomy

- velkoburg¢né karcinomy

Malobunééné karcinomy (20 — 25 %, dale SCLC)
SmiSené nadory5 — 10 %)

- smiSené dlazdicobttné karcinomy a adenokarcinomy
- smiSené dlazdicobgéné karcinomy a malobédtné karcinomy (Mé&ak, Maakova;
2004)

NiZe jsou rozepsany néij@zit¢jSi charakteristiky podtypNSCLC.

Dlazdicobunééné karcinomy (tvoii 25 — 30 % plicnich karcinoimy vznikaji
z dlazdicového metaplastického epitelu objevujicsieov bronSich &sSinou po prodanych
zargtech nebo v souvislosti s kimnim a nedostatkem vitaminu A.élilem rekolika let
dochéazi k dysplazii a vzniku karcinomuo situ prokazatelnym cytologickym vydenim
sputa. Nadory mohouist dovnit bronchu a zfisobovat tak problémyipdychanic¢i zarst
plic, piicemz postup® dochézi k proliferaci nadoru do hloubky a nabyéhb invazivniho
charakteru.

Adenokarcinomy, které tvéi 30 — 35 % plicnich karcinofm rostou stejé jako
dlazdicobugcné karcinomy v plici centraénnebo i v perifernich oblastech a v okoli jizev.
Tento druh karcinomu plic se nedava do vztahu $dam. Nadory rostou&sSinou pomalu
bez tvorby velké n&dorové masy za @omd c¢asného vzniku metastaz. Podtypem
adenokarcinomu jéronchioloalveolarni karcinom, ktery je povazovan za adenokarcinom
in situ a na rozdil od invazivniho adenokarcinomu plicdestruuje a nemusi vytket

metastazy.

Velkobunééné karcinomy tvorici 10 — 15 % plicnich karcinairjsou charakteristické
velkymi nediferencovanymi kilkami nejistého fivodu, které mohou nabyvat aZz obrovskych

rozmera s obsahem mnoha jader.
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Pres pokroky vasné detekce a moznosti standardnibyé je NSCLC casto
diagnostikovan v pokrdlém stadiu a ma tak Spatnou progn6zu. Dokonalp@ihopeni
molekularniho pvodu nemoci a jeji evoluce ihe byt zasadnimifspevkem pro I€bu a

prevenci rakoviny plic.

2. 4. 1 Molekularni mechanismy vzniku rakoviny plic

Mormalni stav Prekancerdza Rakovina v raném stadiu Pokrotila rakovina

spojeno s koufenim —— s £

R "clanal patch” 3 '
tabakowvy kouf .
/ ), e ]
nachylnost .
\ v - bl
neznameé faktory .
.\"- - ‘ij
. &
fiet spojeno —
s koufenim
Molekularni B&zné Zmeény v tkani (genetické, Invazivita a angiogeneze | Metastazovani
a burgcné genetické epigenetické)- ,clonal
vlastnosti variace v patches* (neregulovatelne
zarodenych | signalni drahy, proliferace
liniich a apopt6za)

Lécebné Prevence Lokalni terapie s/ bez Systematicka terapie s/ bez
piistupy — adjuvans Radioterapie
Role Riziko Progn6za, predikce Predikce
molekularnich| Rakoviny —
markef

Obr. 5: Molekularni pivod nadorového onemadm plic (upraveno podle: Roy a kol., 2008)
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Environmentalni faktory, jako je tabakovy kKpgenetické viohy, {ssobeni hormaoina
vira (nag. lidsky papillomavirus) spolu interaguji a ovliyji kancerogenezi. Prvni zmy
v tkani vyvolané nap tabakovym kotem se vyskytuji ve stadiu genetickych (mutace tatra
heterozygozity) a epigenetickych &m(zména metylace promotoru). Tyto 2Zmy mohou
pietrvavat a pofipad vést k aberantni aktivaci signalnich drah a &nogich funkci
(neregulovatelna proliferace a apoptdza). Vysledison pak premaligni zény v podol
dysplazie a tvorba shliknadorovych buk tzv. ,clonal patches® (shluky nadorovych [in
klonalniho charakteru), které mohou itwocévy zasobujicich nador (angiogeneze) a
ovliviiovat invazivitu nadoru. Rakovina raného stadia dichazi v pokréilou formu a
vede aZz ke vzniku metastaz. Jednotlivé premalighiky nadorovych buk jsou tvaeny
klony a subklony, ve kterychime dochazet ke ztéheterozygozity, genetické nestalsila
vzniku mutaci (nap v p53 nebo EGFR). Nasledujici tabulka uvadi znageéetické
abnormality zodpotdné za vznik NSCLS:

Tab. 1. Genetické abnormality u NSCLC

Abnormalita Nemalobungéény karcinom plic
Skvamézré-bunéény karcinom Adenokarcinom
Prekurzor
Léze Znama (dysplazie) Prasgbdobna (atypicka

adenomato6zni hyperplazie)

Geneticka zréna Mutace v p53 KRAS mutace (atypickd

adenomato6zni hyperplazie urkl),
EGFRmutace u nekiaki
Nadorové onemocini

KRASmutace Vzacné 10-30%
BRAFmutace 3% 2%
EGFR

- mutace v TK domén Vzacné 10 — 40%

- amplifikace 30 % 15 %

- dalSi mutace 5% Vzacné
HER2

- mutace v TK domé&h Vzéacné 4 %

- amplifikace 2% 6 %
ALK fuzni gen Vzéacné 7%
MET

- mutace 12 % 14 %

- amplifikace 21 % 20 %
TITF-1 amplifikace 15% 15 %
p53 mutace 60 -70% 50-70%
LKB1 mutace 19 % 34 %
PIK3CA

- mutace 2% 2%

- amplifikace 33 % 6 %

(upraveno podle: Roy a kol., 2008)
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Status ki#actvi ndpadé odliSuje molekularni profil nadorovych onemeéoh plic wetrg
mutaci v p53,KRAS EGFR a HER2 Nadorova onemoeni plic souvisejici s kaenim
(SCLC) se zé&inaji tvait predevsSim centratnv dychacich cestach, zatimco nigiaké nadory
(adenokarcinomy) se tvio v periferiich dychacich cest. Molekularni markenyohou
piedznamenat riziko onemasm u zdravych jedintc a prognézu nezavislé nacbé
(prognostické markery) anebo poukazat na citlivestdanou [&u (prediktivni markery).
Pomoci marker specifickych pro ufith stadia nemoci je mozZnéciirjeji typ nebo definovat
mechanismy rezistence na terapii.

Prediktivni markery jsou faktory spojené s odgdivhebo rezistenci na dity typ
lécby (Duffy, 2005). Pouze dkteii pacienti s rakovinou dokézi reagovat na danohué u
vétsSiny z nich setasto vyskytuji nezadouci vedlejsiiiky. Pro optimalni |&u pacienta je
proto nezbytné i@dem brat v Gvahu s jakou pr@pddobnosti bude nador natwou l&bu
reagovat. Prediktivni markery jsaasto zamnovany s markery prognostickymi. Oba typy
molekularnich markér poskytuji informace o pra¥podobném budoucim chovéni nadoru.
Nekteré markery mohou mit dvoji charakter. Ka&ad estrogenovy receptor (ER) u rakoviny
prsu pouze népdpovida odpasd’ na endokrinni terapii, ale také souvisi s dobnmgpdzou

(ptinejmensim v kratkodobéasovém horizontu).

2. 4. 1.1 Role gen&EGFR pii vzniku nadoroveho onemocsini

Podle Roye a kol. (2008), jak jiz bylo uvedeno vyE&FR reguluje dlezité procesy
zodpowdné za kancerogenezi — proliferaci, apoptézu, ayggiezi a invazivitu a jeéhem
vyvoje a progrese NSCLC se svymi ligandgsto zvySed exprimovan. Klinickd data
vypovidaji o tom, Ze mutaceBGFR pati mezicasné udalosti ve vyvoji NSCLC a mutace v

exonech 18, 19 a 20 a L858R jsou schopny transfeafdoroblasty a epitelialni kiky plic.
2.4.1.1. 1 Ras - Raf — Mek

Ras — Raf — Mek draha je zapojena #éenpsu signalu downstream od EGFR a ostatnich drah
vedoucich kistu nadorovych butk a progresi karcinomu. AktivujicKRAS mutace jsou
limitovany na NSCLC (pedevSim adenokarcinomy) a jsou B&FR a HER2 mutaci v TK
doménéch zcela odliSn&etre rezistence k chemoterapii a k inhibitor namfenym proti
EGFR (TKlIs a mAbs). Mutace v getKRASjsou spojeny s kaenim a nejasgji zahrnuji
G—T transverze v exonech 12 a 13 (Sun a kol., 208y R kol., 2008).
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2.4.1. 1. 2 PI3K — Akt — mTOR

Draha vedouci downstream od EGFR sestavajici z,FABKa mTOR je aktivovana ve stadiu
casné karcinogeneze. Akt je také zvy&emrprimovan u bronchialni dysplazie. Experimenty
na zvfecich modelech ukazaly, Ze inhibici drahy vedoies$ p\kt mohou lidské pronadorové
a nadorové hiky vstoupit do apoptézy a tim zabranit progresi aemU mysSich modél
muze zase inhibice mTOR zastavit maligni progrespiak¢ adenomatdzni hyperplazie
(Wislez a kol., 2005).

2.4.1.1. 3 Angiogeneze

V epitelialnich biikach bronch v souvislosti s progresi bronchialni dysplazieiptohladina
cévniho endotelialniho astového faktoru VEGF (Merrick a kol., 2005). Brorahi
hyperplazie, metaplazie a karcindm situ jsou spojeny se zvySenou cévni hustotou, ktera
muze mit za nasledek tvorbu tzv. angiogenni skvamdyeplazie. Faktory asociované se
zvySenou nadorovou angiogenezi koreluji s vyvojempragn6zou rakoviny plic. Mnoho
angiogennich faktdrje regulovano alespozéasti ges drahy regulované hypoxii zahrnujici
HIF 1o a 2v. VEGF a ostatni angiogenni faktory jsou také regahy EGFR fes HIF-zavislé

a nezavislé mechanismy a onkog&®ASap53 VEGF byl v sodasné dob validovan jako
terapeuticky cil a byla optimalizovanaté pokr@ilého NSCLC za pouziti monoklonalni
protilatky bevacizumabu v kombinaci se standardnéneoterapii. Nejslib$Si vysledky
vIécbé NSCLC byly ziskany experiment&nna zaklad pouziti kombinace l&v
bevacizumabu deného proti VEGF a erlotinibu proti EGFR nebo konalgie chemoterapie a
vandetanibu (saiasnéd inhibice VEGF a TK domény EGFRjleymach a kol., 2007;
Heymach a kol. 2008).

2. 5 Latky namiirené proti EGFR pouzivané v |8bé rakoviny plic

VétSina epitelialnich karcinoinu lidi je vyvolana funéni aktivaci fistovymi faktory a jejich
receptory z EGFR rodiny. Po dvaceti letech vyva@évl cilenych na EGFR drahu jsou
v sowtasné dob pro l&bu metastazujicich epitelialnich nadorovych oneréioick dispozici
Ctyfi antagonisté EGFR. Ménnformaci mame o moznosteckt§ ranych stadii onemoéni
(Ciardello, Tortora; 2008).
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2. 5. 1 Vyvoj latek namfenych proti EGFR

Prvni I&€ivo proti EGFR bylo vyvinuto v 80. letech 20. stibldexperimenty s EGFR se daji
roz&lit na ti obdobi, picemZz v poslednim byly uspre testovany d¥ ttidy EGFR
antagonigi sowasré pouzivanych v klinické praxi. Jsou jimi monoklomiaprotilatky a malé
molekuly zvané TK inhibitory (TKIs).

Monoklonalni protilatky (dale mAbs) jako je cetmab se vazi na extracelularni
doménu EGFR v neaktivnim stavu, sdilttak s ligandem o vazebné misto na receptonm a ti
blokuje aktivaci EGFR tyrozinkindzy ligandem. Mat®lekuly TKIs, jako jsou erlotinib a
gefitinib, sou¥Zi zase s ATP o vazebné misto na intracelulérrdlytatké domén EGFR
tyrosinkinazy a tim inhibuji autofosforylaci EGFR dmwnstream signalizaci. mAb proti
EGFR specificky a selekti¢nrozpoznavaji pouze tento receptor. Naproti tomusTidohou
blokovat 6tzné receptory tstovych fakto# vcetrné ostatnich¢lena EGFR rodiny nebo
receptoru pro VEGF. V s¢asné dobjsou ve fazi vyvojeizné TKIs, které se vazi na EGFR
ireverzibilne. Funkéni a farmakologické vlastnosti inhibitorEGFR shrnuje nasledujici
tabulka:

Tab. 2: Funkeni a farmakologické vlastnosti inhibithEGFR:

Vlastnost Monoklonalni protilatky Inhibitory TK aktivity EGFR

Zpasob podani Intraven6zn(bézré jednou tyds | Oralns (denrg)
nebo jednou za 14 dni)

Struktura Rekombinantni  imunoglobulinyLatky o  nizké  molekulové
(150 — 180 kDa) hmotnosti (400 — 600 kDa)
Cilova selektivita Specificka pro EGFR Relativrspecificka pro EGFR

(inhibice i jinych receptdr rodiny
EGFR a VEGFR)

Mechanismus interferengeVazi se na extracelularni doménwéazi se na intracelularni¢ast
s aktivitou EGFR receptoru, zabtaiji navazani receptoru v TK domén soutzi
ligandu a dimerizaci receptorus ATP a inhibuji autofosforylaci,
vazbou na oblast vazby ligandu | vazba je ¥tSinou reverzibilni,
ireverzibilnt vazici se TKIs jsou ve
stadiu klinického vyvoje

Buné¢né efekty spojené s EGFRInhibuji proliferaci nadorovych Inhibuji proliferaci nadorovych
inhibici burtk v G1 kontrolnim bodu| burgk (zastava v GO0-G1 fazi),
angiogenni produkci VEGF pangiogenni produkci VEGF g
nadoro¥ indukovanou angiogenezinadoro¥ indukovanou angiogenez
a invazivitu nadorovych buéR, | a invazivitu nadorovych buhk,
umodaiuji protinddorovou aktivity umoaiuji protinaddorovou aktivitu
cytostatik a radioterapie cytostatik a radioterapie
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Vlastnost Monoklonalni protilatky Inhibitory TK aktivity EGFR

Indukce EGFR internalizace,Ano Ne (reverzibilni vazba)
deregulace a degradace

Inhibice intracelularniho fignosu| Ano Ano
signalu zavisého na EGFR

Piisobeni proti mutantnim EGFRPravé&podob ano, plati pro Ano, pro mnohé mutace v TK
proteimim mutace v TK doméhod paéatku | domér (mutace v kodonech 746
vazby mAb na extracelularni750 v exonu 19 a L858R mutace v
doménu receptoru, neni znamo prexonu 21), od p&tku vazby
mutace EGFR v extracelularpimutantnich protein na vysoko-
domért afinitni TKls jako je erlotinib &
gefitinib, ne u gefitinib/erlotinib
rezistentni mutace T790M v exonu

20

Aktivace imunitni  odpo¥di | Ano, na protilatce-zavisla Ne
pacienta cytotoxicita ntize zna&né prispst

k protinadorové aktivit anti-EGFR

mAbs jako je cetuximab. \

panitumumabu nebyla na

protilatce-zavisla cytotoxicita

zaznamenana.

(upraveno podle: Ciardiello, Tortora; 2008)

2. 5. 2 Klinicka Winnost latek namifenych proti EGFR

V souwasné dob je ve fazi vyzkumu vice nez 10 latek n&eniych proti EGFR prodkolik

druhi rakoviny u lidi (Normanno a kol., 2003; Ciardielldortora, 2001; Griinwald a kol.,
2003; Mendelsohn a kol., 2003). ¥kolika zemich byly pro k&bu metastazujciho NSCLC,
kolorektalniho karcinomu, skvamazbuni¢ného karcinomu hlavy a krku a karcinomu

pankreatu schvaleny 8wmAbs (cetuximab a panitumumab) a&dKIs (erlotinib a gefitinib).

2. 5. 2. 1 Inhibitory tyrozin-kindzové aktivity EGFR - TKIs
2.5.2. 1. 1 Erlotinib

Erlotinib (Tarcevd") je reverzibilni inhibitor TK aktivity EGFR odvon§ od molekuly

chinazolinu. Jeho strukturu zobrazuje nasledujicapek:
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Obr. 6: Chemicka struktura Erlotinibu - N-(3-etynylfenl)7-bis(2-metoxyetoxy)

chinazolin-4-amirien.wikipedia.org, 2009)

Erlotinib pro monoterapii NSCLC, ktery neodpovida li&bu chemoterapii na bazi platiny,
byl schvéalen &kolika agenturami pro kontrolu d& po celém s#té, veetrg FDA a EMEA
v EU. Steji tak bylo schvaleno pouziti Erlotinibu v kombinacgemcitabinem jako hlavni

linie 1&Cby pokrailého karcinomu pankreatu.

2.5.2. 1. 2 Gefitinib

Gefitinib (Iressd) je reverzibilni inhibitor TK aktivity EGFR odvorg od molekuly

chinazolinu. Jeho strukturu zobrazuje nasledujicapek:

F

0/\ HN Qa

~°N

2

Obr. 7: Chemické struktura Gefitinibu - N-(3-chloro-4-@lito-fenyl)-7-metoxy-
6-(3-morfolin-4-ylpropoxy)chinazolin-4-amigdroj: en.wikipedia.org, 2011)

Gefitinib byl v mnoha zemich schvalen jakett moznost &by NSCLC necitlivého
na chemoterapie na bazi platiny a docetaxelu. iBifije na trhu v Japonsku, Koréijné a
dalSich severoasijskych zemich. V USA a EU je pauzpouze v ramci vyzkumu.
Prvni faze experimefits EGFR prokazaly, Ze TKIs jsou klinicky velicéleZitymi latkami
pro pacienty s metastazujicim, na chemoterapiitihgen NSCLC. Maximalni snesitelna
denni davka je pro gefitinib 750 mg a pro erlotihi® mg. Mezi ne€jastjsi vedlejSi dinky u
pacienti uzivajicich TKls paft opakujici se fijmy a vyrdzky podobné akné&igemz vyrazky
se vyskytuji i u paciefituzivajich mAbs (Lacouture a kol., 2006).
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Gefitinib byl prvni latkou vyvinutou proti EGFR, tkteré byla Bhem dvou
nezavislych studii druhé faze experimieptokazéana klinicky dlezit4 protinadorova aktivita
u pacient s NSCLC necitlivym na mnohé chemoterapietw terapii zaloZzenych na platin
a docetaxelu. V roce 2003 byl gefitinib schvalenAHRAko |&ivo pouzivané po selhani obou
chemoterapii. Nicménexperimenty feti faze za pouziti placeba jako kontroly prokazaly
selhani léiva jako prostedku zvysSujiciho fezivani pacierit— vysledky paciefituzivajicich
gefitinib a pacient, kterym bylo podavano pouze placebo, se po rodeang vyrazg
nelisily. Zajimavé je, Zze nasledujici studii bylgStna citlivost na Iébu gefinitibem u
severoasijské populace, proto je tohotivig vyuzivano pouze ¥thto zemich, v USA bylo
od latky upusdino v roce 2005 a v EU nebyla nikdy schvalena.

2. 5. 2. 2 Monoklonalni protilatky proti EGFR

2.5.2.2.1 Cetuximab

Cetuximab (ErbituX") je chiméricka dlovék — myS) monoklonalni protilatka typu lgG1
schvélena &kolika agenturami pro kontrolud& po celém sw¥te, vcetre FDA a EMEA v EU

a je pouzivana jako d&vo pokrailého kolorektalniho karcinomu necitlivého k cheeratpii

na bazi irinotecanu. V USA se e pouzivat l&vo samotné, nebo v kombinaci
s irinotecanem, v EU pouze v kombinaci. Cetuximpbls s radioterapii se pouziva Kibé
lokalné-pokratilého skvamézérbuniéného karcinomu hlavy a krku. Nasledujici obrazek

znazotiuje mechanismustinku cetuximabu:

cetuximab

—

. blakada EGFR.
°9
YR Y !
branéni dediferenciaci by
= + sigralni o
23 oy kaskada =
Lo = 5
2 E

aktivace apoptdzy

angiogensze
- - o inhibice bunéné
# ) redukce bunééne ax profiferace
- migrace \

Obr. 8: Mechanismus dinku cetuximabyMerck Serono, 2011)
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2.5.2. 2. 2 Panitumumab

Panitumumab (VectibiX') je pIns lidska monoklonalni protilatka typu 1gG2 celéswe
schvédlena @etre FDA) jako monoterapie kolorektalniho karcinomu itie€ho na
chemoterapie na bazi fluoropyrimidin oxaliplatinu nebo irinotecanu. V roce 2007 bylo
lé¢ivo schvaleno také EMEA kd&é¢ pacient s kolorektalnim karcinomem nesoucich
nemutovany, standardni gen pro KRAS.

| kdyz jsou ob zmirené mAbs nantené proti EGFR, liSi se cetuximab (l9Ga
panitumumab (Igg v mechanismu sveéhcatimku — mAb izotopu IgG je schopn& aktivovat
komplement a vyvolat cytotoxicitu zavislou na piétie (ADCC) (HealthValue, 2011).

2. 6 Metody pouzivané k detekci mutaci v geniGFR
2. 6. 1 Real-time PCR

Real- time PCR (polymerazovatézova reakce) je zaloZzena na klasické PCR, jejidcjjri

piipomina nasledujici obrazek:

nativol ds DNA

o
/ \ 1. denaturace (95 "C)

2. hybridizace se sondou
(primerem, 50 - 55 °C)

5 ¥ -
— 3 5
3. syntéza komplementirniho
fetézee (72 °C)
L L
5 3 G 3
3 -5 ¥ 5

Obr. 9: Princip PCR (1.LF UK, 2011)
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Rozdil mezi klasickou a real-time PCR je v pousiecialniho cykléru, ktery jiz
v prabéhu amplifikace umaiuje kontinudl@ monitorovat pirastky fluorescetné znaené
DNA b¢hem kazdého cyklu. Data jsou sbiranghdém celého PCR testu na specialnich
termocyklérech vybavenych optikou uniofici excitaci substrat a naslednou detekci
fluorescence v kazdé jamce. Kvantifikace produktoplfikace nmuize byt bud’ relativni
(porovnani s jinou skupinou vzarknag. kontrolami), nebo absolutni (z kalibra kiivky
rekombinantni DNA o znamém mnoZzstvim). Real-timeRP{& metoda vyzrajici se
vysokou citlivosti (detekce 1 nadorovéiky na 100 000 normalnich) a specifitou.
Fluorescetini substraty pouzivandipeal-time PCR &ime do dvou skupin:
- nespecifické substraty, které se nespecificky vazi na dvoundaku (ds) DNA (nap
SYBR® Gree
- specifické sondy, které ve své strukéuobsahuji oligonukleotidovyetzec, ktery
hybridizuje k PCR amplikonu (n&psondy TagMaR"). Specifické substraty pracuiji
na principu penosu energie fluoresaen resonanci — FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) mezi fluorescanim barvivem (fluorofor - F) a zha&m (quencher
- Q). Nafhst fluorescence je #goben zvySenim vzdalenosti mezi molekulou
fluoroforu a molekulou zha&e po rozstipnuti navazané sondy DNA polymerazou (LF
HK, 2006).

Princip real-time PCR ip pouZziti nespecifickych a specifickych fluoreséeith

substrai je podrobsji znazorrén v kapitole Bilohy — Obr A.

Pri metodt real-time PCR jsou n&stji vyuzivany dva primery a sonda se &kau,
ktera po ozéeni s¥tlem o utité vinové délce (zpravidla kratSi) emitujgesdi o vinové délce
(zpravidla dels), ktera je specificka pro danoeskn. Mezi tyto sondy péiti tzv. TagMan"
sondy, coz jsou oligonukleotidy delSi nez primery.gteplotou piblizné o 10°C vyssi nez je
Tm primerti. Sondy jsou dvoji znaené nesouci fluorescém zna&ku na 5°-konci a zha8aa
3’-konci. Sonda se vaze na ¥nitéast amplifikované sekvence a pokud vytw@moduplex,
je rozlozena 5 exonukleazovou aktivitoiaq DNA-polymerazy, ¢imz dojde k ukodeni

zhaseni a emisi fluorescence (Smarda a kol., 2005).
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2. 6. 2 Detekni systém vyuzivajici k amplifikaci alelicky specitiké primery —
ARMS metoda a TagMan™ sondy

Mutace v genlEGFRje velice vyznamnym biomarkerem nadorového onerrdc proto je
potieba vyvijet rychlé, &inné a citlivé metody pro jejich detekci.

ARMS je metoda detekce jakékoliv mutace v rozsahmimy jednoho nukleotidu
nebo malé delece. Jedna se o variantu aledpecifickou PCR (také AS-PCR, PCR-SSP),
jejiz princip popisuje nasledujici obrazek:

m extrakce DNA
amplifikace DNA se sekvenéné-specifickymi primery

—

shoda neshoda

amplifikace - amplifikace

probiha * v neprobiha

DETEKCE

wnitini
kontrola

specificky

‘ produkt r
interpretace

Obr. 11: Princip metody ARMSCukrovka @ima biochemie, 2011)

ARMS je jednoducha a spolehliva metoda, ktera gasmeliSi heterozygota ve
sledovaném lokusu od homozygqgiro jednu nebo druhou ale{Berrie et al., 1992 Systém
ARMS je zaloZzen na pozorovani, Ze DNA/DNA hybridypspojované nedokonalym
sparovanim ,fismatched” na 3’-konci nejsou primeru nejsou vhodnymi suditstrpro
puasobeniTaqDNA polymerédzy. Tento princip byl vyuZit pro vyvaystému diferencialni
amplifikace. Testovani pomoci ARMS systému sest&vdvou samostatnych reakci, z nichz
jedna je specificka pro normalni DNA sekvenci ahdrypro sekvenci mutantni. Do tohoto
testu musi byt dale r@zena vniini kontrola PCR pro a@¥eni, Ze v dané zkumavce systém
funguje. Je mozna realizace tzv. multiplexového ARKéstu, kde je mozné kombinovat
nékolik ARMS reakci. Vlastni PCR probiha na termoéylkl v k@zném provedeni,

nasledovana elektroforézou anebo na gPCR cykléru.
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2. 7 Komeréni soupravy pro detekci mutaci v genlEGFR
2. 7.1 TheraScreen® DxS: EGFR29 Mutation Kit (Dx®iagnostics)

Tato souprava umaije detekci 29 mutaci v geriGFR které souvisi s moznosticlsy
pomoci TKIls wetn® mutace vykazujici rezistenci &mto latkam. Detekuje nésledujici
mutace na pozadi standardni DNA pomoci PCR v reatase:

Tab. 3: Mutace EGFR detekovatelné soupravou TheraS®@dexS

Mutace Exon Zména béze/ rozsah mutace
Delece* 19 del9 — 18 nt
L858R 21 2573%G
L861Q 21 2582FA
T790M 20 2369€T
S768l 20 23036T
Inzerce* 20 ins3 a 9 nt
G719A 18 21566C
G719S 18 21556A
G719C 18 21556T

* mutace jsou podrold#ji rozepsany v kapitoleiffohy —Tab. A.

(TheraScreen® DxS: EGFR Mutation — Instruction fee u2009)
2. 7. 1.1 Princip detekce mutaci soupravou TheraBen® DxS

Tato souprava k detekci mutaci pomoci real-time PK@Rbinuje technologie ARMS a
Scorpions.

Bifunkéni molekuly Scorpions jsou oligonukleotidy obsabuji PCR-primer
kovalentd navazany na hybridizai sondu. Oligonukleotid obsahuje na 5 konci fafor,
ktery je vinterakci se zha%m navazanym na isdni ¢asti oligonukleotidu — tzv.
monomolekularni Skorpion, nebo na 3" konci druhéhgonukleotidu, ktery je k prvnimu
komplementarni — tzv. bimolekularni Skorpién. Pokalgeni cyklu PCR dojde
k intramolekularnimu f@skupeni Skorpionu vidledku hybridizace sondy k cilové sekvenci,
¢imz se fluorofor od#li od zhas&e a je detekovan stelny signal (Smarda a kol., 2005).
Diky spojeni obou technologii je TheraScreen® DySoee citlivd (detekce mutaci u ngén

nez 1 % pitomnych nadorovych bgh) a vysoce specificka souprava.
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2. 7.2 PNA Clampg™ EGFR Mutation Detection Kit (Panagene)

PNAClamp™ EGFR kit k detekci mutaci je zaloZen na techndlogl-time PCR za vyuZiti
blokovaci sondy tvieené peptidovou nukleovou kyselinou (PNA).
PNA je synteticky analog DNA, kde je fosfodiestgramkelet nahrazen opakujicimi se (2-
aminoethyl)-glycinovymi jednotkami. PNA je schopsitné vazby na komplementarni DNA,
ale ne k DNA, ktera by obsahovatelia i jedinou sekveéni neshodu. Proto je tato souprava
vysoce citliva a je schopna detekovat velmi malaorstvi mutantni DNA oproti velkému
nadbytku standardni DNA.

Podle Panagene Inc. (2011) &p@ real-time PCR zprastdkované PNA
v nasledujicich dvou jedigrych vlastnostech PNA sond. Zaprvé, PNA-DNA duplgsgu
nejsou rozpoznavany DNA polymerazami jako substratohou tedy nasledrslouzit jako
sekveriné-selektivni blok Bhem PCR amplifikace. Strukturu komplexu PNA-DNA

zachycuje nasledujici obrazek:

CONH

PNA
Obr. 12: Struktura duplexu PNA-DN@&hysics Forum, 2010)
PNA sondy se pewwvazou k sekvencim DNA standardni formy genu pré-E{&imz
zamezuje amplifikaci standardnich DNA fragmigntatimco mutované DNA fragmenty,

piedevSim ty obsahujici single-nucleotide polymorfisnidale SNPs), jsou (&g

amplifikovany.
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2. 8 DalSi metody pouZzivané k detekci mutaci v geltGFR

Podle AstraZeneca (2011) existuje k detekci mugaiciomnych v genuEGFR Siroké
spektrum metodiznych vilastnosti, které Ize radd na dw nasledujici skupiny:

- skriningové metody umahjici detekci vSecimutaci VEGFR (znamé i nové)

- metody zamené pouze na vybraméutace VEGFR

Tab. 4: Nejcasji pouzivané metody k detekci mutaci v genu EGFR

Nazev metody Skriningové metody pro Metody zamea‘ené pouze na
vSechny mutace znamé mutace
PCR/ sekvenovani v
Nested PCR/ sekvenovani v
PCR/ HRMA/ dHPLC (analyza v
tani)
Pyrosekvenovani v
ARMS v
PNA/ LNA Clamp v
SnaPshot v
PCR/ fluorescetni RFLP v
ME PCR/ sekvenovani v
PCR ,invader” v

(upraveno podle: AstraZeneca, 2011)
Kazdy ze dvou vySe uvedenychiigiupi ma své relativni vyhody a nevyhody, které jsou
uvedeny nize.

a) Metody pro detekci vSech mutac{nag. sekvenovani)

- vyhody: detekce vSech mutaci v geretw novych

platforma je k dispozici u mnoha genetickych lalbaiia

s

- nevyhody:  niZSi citlivost nez u druhého typu metbd — 30 % mutované DNA na
pozadi standardni DNA)
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b) Metody zaméiené na detekci vybranych mutac(nag. ARMS)

- vyhody: rychla detekce vybranych mutaci
vySSi citlivost oproti skriningovym metodam (zachyt% mutované
DNA)

- nevyhody:  nezachyti nové a netestované mutace

mohou byt drahé reagencie

33



3 Cile prace

Cilem teoretick&asti prace bylo shromazdit dostupné informace adeBFR a proteinu,
ktery tento gen koéduje, afiplizit tak souvislost mutaci v genu se vznikemondky plic,
zejména pak s nemalobimym karcinomem plic. Teoretick&st byla déle za#étiena na
sowasné moznosti by NSCLC s mutovanym EGFR a na seznameni se s alhsiawi

metodami a komé&nimi soupravami pro detekci mutaci v gdf@FR
V experimentéalnéasti prace bylo vyeno rekolik cilu:

- shromazdit sekvence exbri8 — 21 genuEGFR sestavit standardni a mutantni
sekvence pro 29 typmutaci detekovatelnych kontei soupravou TheraScreen®
DxS

- navrhnout na tyto uspadané sekvence pomocfigusného softwaru primery a
TagMar™™ sondy (pro princip ARMS) pro detekci mutaci metodgPCR v realném
case

- navrhnout a optimalizovat nejvhogéi postup pro detekci ngjstji se vyskytujicich
mutaci genu tudcich 90 % vSech mutaci EGFR s aktivovanou TK dauén
(bodovou mutaci L858R v exonu 21 a 19ttygeleci v exonu 19) a to metodami na
principu ARMS, pop. metody nested/ COLD PCR.

- statisticky vyhodnotit rozdil v citlivostech mezietodami COLD PCR a standardni
,ne-COLD" PCR

- vyhodnotit a srovnat data paciéntySetenych v DNA laboratth LEM pti Détské
Klinice, LF UP a FN Olomouc nafipomnost mutace £GFR s daty ziskanymi

celos¥tovymi studiemi.
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4 Material a metodika
4. 1 Histroje a pomicky

Termocyklér pro real-time analyzu - LightCycler® M&eal-Time PCR System (Roche,
Svycarsko)
- LightCycler® 480 Real-Time PCR je systém urnmgjfci piesnou kvalitativni a
kvantitativni detekci DNA a @pvani genotypu na ptu 96 vzorki nanesenych na

destice.

Obr. 13: LightCycler® 480 Real-Time PCR Systém propojeR{ sestavolastni foto, 2011)

Geneticky analyzator pro fragmedith analyzu a sekvenovani — CE{8800 Genetic

Analysis System (Beckman Coulter, USA)
Termocyklér MJR PTC 100 (BiotecBiR)

Centrifugy:
- Centrifuge 5430 (Eppendorf,tecko)
- Eppendorf MiniSpin (Eppendorf)

Nanodrop:
- Spectrofotometer ND 1000 (Biotech)

Vortex (Merci,CR)

Termostat Bio TDB — 100 (BioSan, USA)
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Laminérni box (BioSan)
Chladntka a mrazak (Liebherr, &hecko)
Mrazici boxy:

- Mrazici box LG (Jizni Korea)
- Mrazici box C340 New Brunswick Scientific (USA)

Pipety (Eppendorf) o objemech:

- 0,1-25ul

- 0,5-10pl

- 2-20pl

- 10-100 pl

- 20-200 pl

- 100 - 1000 pl
Stojanky:

- Stojanek PCRack sdkem (P-LAB,CR)
- Chladici stojanek na mikrozkumavky (Eppendorf)
- Chladici stojanek na zkumavky 1,5 ml (P-LAB)

4. 2 Spotebni material

Zkumavky:

- mikrozkumavky pro PCR s plochym¢kem 0,2 ml (P-LAB)

- mikrozkumavky se Sroubovacime¢ikem 0,5 ml (P-LAB)

-  PCR zkumavky 1,5 ml (P-LAB)
- shkéraci zkumavky 2 ml (P-LAB)

96ti jamkové destky LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 clear/ whitefélie (Roche)

Spicky s dvojitym filtrem (Eppendorf) o objemech:
- 10, 20, 100, 200 a 1000 ml

Ochranné rukavice Digitil N (Hartman@R)
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4. 3 Chemikalie a reagencie
4. 3. 1 Chemikalie a reagencie pro real-time PCR

- Voda o8etena DEPQAmbion, USA) — sterila filtrovana s pidavkem DEPC (dietyl
pyrokarbonatu - DEPC modifikuje zbytky histidinubilkovindch na N-carbethoxy

histidin, coz vede k inhibici RNaz a DNaz. DEPCpgeautoklavovani rozklada na

CQO; a etanol) a autoklavovana®l
- 10mM TrisClph=8 (Trizma hydrochloride buffer solution, Sigrakrich, USA)
- 10x PCR pufi(Thermo Scientific, USA)

- 25mM roztok MgCj (Thermo Scientific)

- 5U/ul Thermo Start DNA polymeraZdhermo Scientific)

- 25 mM dNTP92 -deoxynukleosid-5"-trifosfaty, Thermo Scierufi

- EvaGreefi - barvivo vazici se k DNA (Biotium, USA):

( DNA
Evaireen, EvaGreen, EvaGreen-DNA complex
mactive form active form

Obr. 14: EvaGreeff barvivo se vaZe na dsDNA mechanismem "éunbina-vyZzadani"

(release-on-deman@Biotium, 2011)

PCR barvivo emituje fluorescenci vytemim komplexu barvivo-DNA. Barvivo je
tvoreno d¥mi monomerickymi DNA-vazicimi barvivy interagujicimiky pruznému spojeni.
Pii absenci DNA tvéi dimerické barvivo inaktivni konformaci se sthpu. Za gitomnosti
DNA je smytka rozvolrgna a barvivo je po navazani k DNA fluorestighdetekovano.
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4. 3. 1.1 Pouzité primery, sondy a ostatni oligoRleotidy

- zasobni 100 uM primery a sondy [EGFR delece
696, 697, 698, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 703, (Brimerova sks — PMc¢. 409,
metoda SSP-ARMS)

- zasobni 100uM primery a sondy fEGFR L858R bodovou mutaci

506, 507 (PM¢. 299, externi primery); 642, 643, 638 (PM 373, metoda SSP-
ARMS); 624, 625, 626, 627 (P¥ 366, endpoint genotyping analyza); 692, 693, 688,
689 (metoda nested/ COLD PCR)

- zasobni 100uM primery prnitini kontrolu g-globin:

576, 577, 574 (PM. 337)

Primery, sondy a ostatni oligonukleotidy jsou da@wvyrobci Metabion (Bmecko),
Generi-Biotech ¢R), Sigma-Aldrich a Exigqon (Dansko). Sekvence v3egke uvedenych

primeri jsou uvedeny v kapitolefffohy — Tab. B.

4. 3. 2 Chemikalie a reagencie pro fragmentai analyzu deleci

souprava pro purifikaci PCR produktu QIAquickPCR Purification Kit (Qiagen,
Nizozemi)  obsahujici DNA-vazajici pufr
promyvaci pufr s etanolem
el&ni pufr
- SLS (deionizovany formamid s nizkou konduktivitBeckman Coulter)
- DNA velikostni standard — DNA Size Standard Kit604Beckman Coulter)
- separani pufr — DNA CEQ Sep Buffer Kit, Beckman Coulter)
- mineralni olej (Beckman Coulter)
- primery: 516, 326 (PM. 318)
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4. 3. 3 Chemikalie a reagencie pro sekvenovani L&8&odové mutace

souprava pro purifikaci PCR produktu QIAqufcRCR Purification Kit (Qiagen)
univerzalni master mix z kitu DTCS Quick Start Eeckman Coulter)
10 uM primer — 519 (exon 21 interni)
pro precisteni sekvenéniho produktu je poeba:
smes octanu sodného obsahujici EDTA
GlycoBlue
SLS (Beckman Coulter)
Separani pufr (Beckman Coulter)

Mineralni olej (Beckman Coulter)

. 4 Ostatni chemikalie a reagencie

Etanol — Ethyl Alcohol 99,8 % for UV spectroscopya¢h-Ner,CR) —ifediny na 25 %
a 70 % koncentraci
DNA-ExitusPlus™ (AppliChem, USA)
Souprava pro izolaci DNA:
- Nucleospin Tissue XS Nucleic Acid and Protein Rcaiion (Macherey-
Nagel)
- DNeasy Blood & Tissue Kit 250 (Qiagen)
- Genome Plex Tissue Whole Genome Amplification BigMma-Aldrich)

4. 4 Software

LightCycler 480 SW 1.5 (Roche)

CEQ™ 8800 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, 2004

ND — 1000 v3.3.0 (Biotech)

FastPCR (primerdigital.com/fastpcr.html)

Web-based Allele Specific Primer — WASP (bioinfoteic.or.th/WASP, Biotec, 2006-2009)
Statistica v7.0 (StatSoft Inc.)

Microsoft Office — Word, Excel a PowerPoint (Misadt Corporation, USA)
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4. 5 Biologicky material

Analyzovana pacientskd DNA byla ziskavana izolanadoroveé tké&h (parafinovy bléek,
fez), cytologického materialu (punktat, &dta krve (plazma, leukocyty). Dale byla
pouzivana DNA izolovana z b&mych linii.

Pro izolaci DNA z pacientskych vzarkbyly pouzivdny vySe uvedené kity a u
n¢kterych vzorki byla provedena také celogenomova amplifikace (WGA).

Prace byla provasha laborantkami DNA laborate z Laboratte Experimentalni
Mediciny (dale LEM) p FN Olomouc.

4. 6 Sekvence exanl8 — 21 genlEGFR

Pro spravny navrh sekvenci primiexr dalSich sond, je peba najit spolehlivy aiéryhodny
zdroj sekvence genu. Proto byla vybrana databazé@JGenome Bioinformatics Site (2010)
k ziskani sekvenci exarl8 — 21 genu spolu &sti introrii obklopujici exon (cca 200bp).
Takto ziskané sekvence zadanych éxbyly sestaveny pro dva typy fenofyp standardni
(wildtype) a mutantni. Sekvence byly ziskany prexgny a mutace, které jsou detekovatelné
komekni soupravou TheraScreen® DxS. Pro kontrolu sprétvisestavenych sekvenci byly
pouzivany je&t dva dalSi zdroje sekvence — genomicka sekvenetabéize NCBI (2010) a
cDNA sekvence z oficialnich stranek gdeGFR(EGFR Mutation Database, 2010).

Napr. pro wildtype sekvenci exor2il, kodon 858 je zvyraZn cervere:

gt cagcagcgggttacatcttctttcatgcgectttccattctttggat cagt agtcactaacgttcg
ccagccat aagt cct cgacgt ggagaggct cagagcct ggcat gaacat gaccct gaat t cggat gca
gagcttcttcccat gat gat ct gt ccct cacagcagggtcttctct gttt cagGECATGAACTACTTG
GAGGACCGT CGCT TGGT GCACCGCGACCT GGCAGCCAGGAACGT ACT GGTGAAAACACCGCAGCATGT
CAAGATCACAGATTTTGGGCT GGCCAAACT GCT GGGT GCGGAAGAGAAAGAATACCAT GCAGAAGGAG
GCAAAgt aaggaggt ggct t t aggt cagccagcat ttt cct gacaccagggaccaggct gccttccca

ctagctgtattgtttaacacat gcaggggaggat gct ct ccagacatt ct gggt gagct cgcagcagce
t gct gct ggcagcet gggt ccagccagggt ct cct ggt agt gt gagccagagct get t t gggaacagt a
ctt gct gggacagt
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a pro mutovanou sekvenci_exorl obsahujici bodovou mutaci L858R, kodon 858 je

zZvyrazreén ¢erverg, zanénéna baze teéné:

gt cagcagcgggttacatcttctttcatgcgectttccattctttggat cagt agtcactaacgttcg
ccagccat aagt cct cgacgt ggagaggct cagagcct ggcat gaacat gaccct gaat t cggat gca
gagcttcttcccat gat gat ct gt ccct cacagcagggtcttctctgttt cagGECATGAACTACTTG
GAGGACCGT CGCT TGGT GCACCGCGACCT GGCAGCCAGGAACGT ACT GGT GAAAACACCGCAGCATGT
CAAGAT CACAGATTTTGGGCGEGECCAAACT GCTGGGT GCGGAAGAGAAAGAATACCAT GCAGAAGGAG
GCAAAgt aaggaggt ggct t t aggt cagccagcat ttt cct gacaccagggaccaggcet gecttccca

ctagctgtattgtttaacacat gcaggggaggat gct ct ccagacat t ct gggt gagct cgcagcagce
t gct gct ggcagct gggt ccagccagggt ct cct ggt agt gt gagccagagcet gect t t gggaacagt a
ctt gct gggacagt
VySe uvedenym Zjsobem byly zaznamenany vSechny sekvence wt tex@nexori
s bodovymi mutacemi a inzercemi.

Pro delece v exonu 19 bylteba rozepsat sekvence vSech 1Gitiehto deleci (viz
kapitola Rilohy — Tab. A) a poskladat je do nasledujicihauvaili navrhu primed:

GEA CIC TIGE ATC CCh GAh GGI GAG ARL GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC AR GAR TTA AGR GAR GCA ACA TCT CCG ARR GCC ARC RALG
GEL CIC TIGE ATC CChL GAh GGT GAG ARAL GTT AAR ATT CCC GIC GCT AIC AR~ --—— --- —--— —--— —-L ACA TCT CCG ARLRL GCC ARC RALGC
GEA CIC TIGE ATC CCh GAh GGT GAG ARh GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC ABME — -— —-— —— ——— ——— TCT CCG ARR GCC ARC RALG
GEL CIC TIGG ATC CCL GAL GGT GAG ARML GTT AARL ATT CCC GIC GCT ATIC AMAE G-—— --- —-—— —--— —-- —CA TCT CCG ALL GCC ARC RLLG
GGL CTC TGG ATC CCA GAh GGT GAG ARM GTT RAAR ATT CCC GTC GCT ATC AMS G— -— —-— —— ——— ——— —CT CCG ARAR GCC ARC RALG
GGR CTIC TGE ATC CCR GRR GGT GRS RARR GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC RAGE —— --— ——— —-— —--— RCR TCT CCG RRR GCC RRC RLG
GEA CIC TIGE ATC CCh GAh GGI GAG AL GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC ARG GA- —— —-— —— ——— ——— —-T CCG ARR GCC ARC RLG
GEL CIC TIGE ATC CCL GAh GGT GAG ARL GTT AAR ATT CCC GIC GCT ATC ARG GAML --- —--— —-— GCA ACHA TCT CCG ARLR GCC ARC RALGC
GGhL CTC TGG ATC CCAL GAAh GGT GAG ARM GTT RAAR ATT CCC GTC GCT ATC AMAS GARA --- --—— —--— —--- —-- TCT CCG RARAR GCC ARC RLG
GGhL CTC TGG ATC CCAh GAAh GGT GAG ARM GTT RAAR ATT CCC GTC GCT ATC AMS GAA —— —-— —-— ——— ——— ——-— CCG RARAR GCC ARC RALG
GGR CTIC TGE ATC CCR GRR GGT GARG RAR GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC RAG GRR T-- —— —--—— —-- —CA TCT CCG RARR GCC RRC RLG
GEA CIC TIGE ATC CCh GAh GGI GAG ARh GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC ARG GAR T-—— -— —-— ——— ——— —-— —CG ARR GCC ARC RALG
GGR CTC TGE ATC CCR GRR GGT GARG RAR GTT RAR ATT COC GIC GCT ATC RAG GRR T-—- —-— —-—— —-- —-- —CT CCG RAR GCC RRC RLG

Obr. 15: Sekvence deleci v exonu 19 sestavenych pod &elsabuije delece typu 2235_2249del15,

ne delece v komplexu — ma@237_2255T, prvni sekvence je wildtype)
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4. 7 Navrh primerid a TagMan™ sond pro metodu SSP-ARMS a Endpoint

genotyping analyzu

Pro gesnou a &innou PCR amplifikaci witého genu, v naSemfipact c¢asti genomové

DNA, je poteba pelivého navrhu obou primér— tedy forward a reversetimémz je poteba

piihlizet k celkové sekvenci studovaného genomu. lielsky genom o velikosti iiblizn¢ 3

Gbp postai sekvence dlouha cca 16 bp%4ktera by v8ak ma byt jedingna a nachazet se

tedy v celém genomu pouze jednou, cozZ zajisti pkou vazbu na jediné misto.

Jak pro standardni, tak pro real-time PCR,ijedpsignu primer dulezité dodrZzovat

nékolik pravidel, mezi ktera p#t

délka zpravidla 18 — 25 nukleotid

obsah G+C bazi alesfpd0 % (az 60 %)

rovnomnerna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary

Tm (teplota tani) primeru alesp®0°C

priblizn¢ stejna T, teplota u obou primérz paru

na matricové DNA se nesmi nachazet nespecifickébraz mista, aby byla zajigt
specifenost primed

absence komplementéarnich sekvenci v primereclé kigmohly vést k tvokbdimeri
absence vnihich sekundéarnich struktur — vlasenek

zarazeni 1 — 2 zbytk G nebo C na 3"-konec primeru pro zajstpevné vazby na

templatovou DNA

Pro princip ARMS byly navrZzeny dva péary prirher pro wildtype a mutantni fenotyp,

z nichz jeden primer byl spaley pro oba fenotypy a jeden se liSil pouze v kogcbazi

napovidajici fitomnost bodové mutace. Par priindryl navrzen pomoci on-line programu

WASP (Web-based Allele Specific Primer) a sondyMag™ programem FastPCR.
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Input seque

GAGEECATEET CCCCECCACCCCCCACCCCCACTTTEGCAGAT AR ACCACATGCAGGALGETCAGCCTEECALGT CCAGTAAGTTCARGCCCAGGT CTCARCTGEECAGCAGAGCTCCTIGCTCITCTITTE
CCICATATACGAGCACCTCIGEACT T AR ACTTGAGERARCTGCATGEAGRR A ACTT AR TEET CAGCACCCEETTACATCTTCTTITCATGCECCTTTCCATTCT TTEEAT CAETAGT CACTARCGTTCGC
AGCCATRARGETCCTCEACET GEAGRGECT CAGRAGCCTGECATERRCATEACCCTERARATTCEEAT GCAGAGCTTCITCCCATGATGAT CTGTCCCT CACRAGCAGEET CTTCI CTETITT CAGEECATGRACT
CITEEAGEACCETCECT TEET GCACCECEACCT GECAGCCAGGAACET ACT GETGARR RCACCECACCAT ETCARGATCACAGRATTTTGGEC [T /6] GECCARACTECT GEETCCEEARCAGARRGART
CCATECAGARAGEAGECAR ACT AR CEAGET GECT TTAGET CAGCCAGCATTTT CCTGACACCAGEEACCAGECTGCCTTCCCACTAGCTETATTETTTARCACATGCAGEEEACEAT GCTCT CCAGRCAT
CIGEEETGRGCT CECAECAECT GO GO GECAGCT GEET CCAGCCACEET CTICCTGET AGT GT GAGCCAGAGCT GCT TTGEEARCACT ACTTGCT GEEACAGT GAATEACGGATCITATCCCCAGETGATC
TTAGCARATET TAGETT TCAGT CTCT COCT GCAGEAT AT AT ARET CCCCT TCAATAGCECART T GEGARAGET CACAGCT GOCTTGET GET CCACTGCT GTCARGER.

Opt:50.0 Min:20.0 Max:85.0

Max Tm Diff 100.0
3.0

203 243 283 323 363 403 443 4* 523 563 £03 843 883 723 TE3
y y y y y t t 1 y y y y y y y
Oligo1 [Product Size:278] 501
e
204
[ Wildtype Reverse Primer 5'

= z 50
ICDmmDﬂ forward primer 5 I s | GCACCCAGCAGTTTGGCTA (19 bp)

Tm=62.33, GC%=57.90, 5=lf Any=3.00, Salf End=2.00

Obr. 16: Priklad pripravy primef: pro L858R mutaci v programu WASP
Ziskané primery poté byly ipneseny do programu FastPCR, ktery navrhnul sondy
TagMar™:

& FastPCR [E=H E=R (T

File Edit View PCR Search Converting Tools Run Database LTRs Alignment Order Help

DEEFEH X22d OB ARAIEE LTFL P

M=({AIC) R=(AIG) W=(AT) S=(GIC) Y=(CIT) K=(GIT) V=(AIGIC) H=(AICIT) D=(AIGIT) B={CIGIT) N=(AIGICIT), U=T, | and X=(ATCGNMRWSYKVHDB) DNA RNA
Protein

Primers, Probe Design > -tagman80-300 -mnpl=21 -mntm=55 =

FCR Options Gagggcatggtoccogoccaceccocacccccactttgocagataaaccacatgoaggaaggtcagectggcaagteccagtaagttea

In Silico PCR agcccaggtctcaactgggecagecagagetcotgetettoctttgtectecatatacgagecacctetggacttaaaacttgaggaactyg

Single Primer PCR. gatggagaaaagttaatggtcocagocagegggttacatettetttocatgegoctitocattotttggatecagtagtocactaacgtteg

Quick Primer Test ccagccataagtcctcocgacgtggagaggctcagagecctggocatgaacatgaccctgaattcggatgcagagecttcttcccatgatyg

atctgtoccctoacagoagggtcttobotgtttocagGGElATGRRCTACTTGGAGGACCGTCGCTTGEGTGCACCGOGACCTGECAGCT |-

Test List Primers
AGGAACGTACTGGTSARAACACCGCAGCATGTCARGATCACAGATTTTGGEGE [T/ 5] GECCARACTGCTEGGTECGGRAAGAGARAG

Restriction
Clustering ALTACCATGCAGAAGGAGGCARRAgtaaggaggtggctttaggtcageccagecattttectgacaccagggaccaggetgecttcceca
WITE Search ctagctgtattgtttaacacatgcaggggaggatgctctoccagacattctgggtgagoctcgocagocagotgotgotggocagetgggt
S8R Search ccagccagggtctoctggtagtgtgageccagagetgotttgggaacagtacttgetgggacagtgaatgaggatgttatccoccagy
LTR Search tgatcattagcaaatgttaggtttcagtctctococtgeocaggatatataagtecocctteocaatagegecaattgggaaaggtcacaget
gccttagtagtccactactatcaaaaa o

1: 884bp A=209 T=208 C=228 G=241 N=0 R=450 Y'=434 ¥/R=0,964 CG%=53,1 Open FASTA Sequences with a *=" symbol
Pre-designed primer list: 2 - 39nt O ¢ Standard PCR ﬁ
>1F - 2
5! -AGTAGTCACTAARCGTTCELC © Inverted PCR
>1R " Multiplex PCR
E'-gocacccagocagtttggocc

" Group-Specific PCR

" Unigue PCR

" Molecular Beacon Design

A

Microarray Probes Design

Obr. 17 a 18: Design TagMaf" sondy pro L858R mutaci v programu FastPCR a jgistup
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| result - Poznamkowy blok = - B

Soubor Upravy Formét Zobrazeni Napovéda
Tabular Data Format - Select A1l (Ctr1-A), Copy (Ctr1-C) and Paste to Excel Sheet (Ctrl1-v) .

Name Sequence Length Tm CG% Q

> —tagman80-300 -mnpl=21 -mntm=55

1F1_90-110 ccaggtctcaactgggcagca 21 61,6°C ©1,9% 109

2F1_125-147 ctttgtcctcatatacgagcacc 23 353,1°C 47,.8% 89

3F1_260-281 cagccataagtcctcgacgtgg 22 39,3°C 59,1% 109 =
4F1_30-53 ccactttgcagataaaccacatgc 24 37,2°C 45,8% 114

5F1_57-77 aaggtcagcctggcaagteca 21 60,7°C 57,1% 115

6F1_90-110 ccaggrctcaactgggcagea 21 61,6°C 61,9% 109

JF1_125-147 cTrtgtcctcatatacgagcace 23 55,1°C 47,8% &9

BF1_260-2B1 cagccataagrcctcgacgrgg 22 59,5°C  59,1% 109

9F1_294-314 cctggcatgaacatrgaccctg 21 58,4°C 57,1% 111

10F1_316-337 attcggatgcagagerrcrrce 22 57,0°C 50,0% 103

11F1_342-363 atgatctgtccctcacagcagg 22 58,4°C 54,5% 96

12F1_463-485 caagatcacagattrrtgggctgg 23 56,53°C 47,8% 79

13F1_556-579 tcagccagcattttcctgacacca 24 60,6°C 50,0% 115

14F1_636-656 tctccagacattctgggtgag 21 55,7°C 52,4% 101

15F1_752-77 atgaggatgrtatccccaggrg 22 56,1°C  50,0% 7

16F1_818-B838 taagtccccttcaaragcgca 21 55,6°C 47,6% 102

1r1_259-281 ccacgtcgaggactratggoetgg 23 61,3°C 60,9% 105

2R1_138-159 Titaagtccagaggrgotogra 22 54,9°C 45,5% 7 -

Primery i sondy byly vybrany a objednany na zaklgrovnani a vyhodnoceni
nejlepSich vlastnosti sekvenci navrZzenych programghledem na obe&ndopor@ovana
pravidla pro designéthto oligonukleotid (viz. vySe), dale pak moZnosti pouZziti jednoho
primeru ¢i sondy pro podobné typy mutaci (iiap858R a L861Q na exonu 21), a to
piedevsim z ekonomickychidodi.

Daéle byly pouzivany stavajici primery z labotat®@NA (ohranéujici mutaci zleva a

zprava, pouzivané k fragmetitd analyzeti sekvenovani, aj).

Primery pro delece byly na z&kladdodanych sekvenci navrzeny doc. Mgr. Drabkem, PhD.
4. 7. 1 Vnitrni kontrola pro metodu SSP-ARMS

Pro owteni spravnosti amplifikani reakce zaloZzené na principu SSP-ARMS musi byt
zarazena vnini kontrola PCR, v naSentipadct pridanim primed pro amplifikaci¢asti genu
pro lidsky B-globin, ktera probiha so¢asré s amplifikaci ¢asti sekvence gen&EGFR.

Sekvence pouzitych primiepro lidskyp-globin jsou nasledujici:

Tab. 5: Primery a sonda pro lidsk§-globin pouzivané pro @eni spravnosti amplifikace

(PM ¢. 337)
Cislo primeru Nazev (specifita) primeru Smer Sekvence Specialni
nukleotidy
576 Globin F CCCACCCTTAgQgCTgCTggT
577 Globin R ggCAAAggTgCCCTTgAggT
574 Globin sonda TgTCCAggTgAgCCAggCCATCACT HEX BHQ[L
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Pokud nedojde k amplifikaci viiiti kontroly v gislusném kanalu chybi signél (v
nasem fipad kanal JOEA= 533-580), mMizeme pedpokladat chybu v pipetovani, clyid
n¢které z reagencii apod. Primery pro ¥mitkontrolu byly testovany a vybirany na zakiad
koamplifikace gasti genlBRAFa softarového testu komplementarity s primerypG-R

Vnitini kontrola je také velmitdeZit4 pro hodnoceni vysledku, obzvigt metody
SSP-ARMS, kde produkt vznika nejen #igact pritomnosti ukité alely, ale s witym
zpozdnim i v piipac negitomnosti alely a neshody specifického primeru nspidatem.
Konkrétre je sledovan cyklus amplifikace, ve kterém doSlpidékrateni prahové hodnoty
fluorescence (cycle treshold ;)@ tedy k narstu produki amplifikacecasti genuEGFR a
produkti vnittni kontroly. Z rozdilu mezi cykly amplifikacaC;) pro ¢ast gentEGFR(emise
fluorescence v kanalu FAM) a vimi kontrolu (kanal JOE) se stanovuje vysledny statu

analyzovaného vzorku.

Tab. 6: Priklad hodnoceni real-time PCR pro detekci mutaceé8EBmetodou SSP-ARMS
(PM 373+PM 337)

Cislo vzorku C. FAM (1= 465-510) C; JOE (A= 533-580) AC, Status vzorku
2935 29,94 17,45 12,49 Negativni
4527 13,00 13,75 0,75 Pozitivni
3010 - - - (nelze utit)

4. 7. 2 Endpoint genotyping analyza

Tato analyza umozna systémem LC 480 je zaloZzena na pouZiti dvoueseky-
specifickych sond (nd&p TagMan sondy) pro wildtype a mutantni fenotyp, tak je kazda
zna&ena jinou fluorescami barvikou a je navrzena standardnimugpbem (obsahuje
fluorofor a zhas®. Software tak Wi genotyp vzorku zgfenim finalni intenzity obou

pouzitych barwiek po PCR.

Allel 1 Allel 2

2_¢® ¢ o

s
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Obr. 19 a 20: Princip endpoint genotyping analyzy a jeji vystupodol# bodového diagramu
fluorescence na LC 48Boche Applied Science, 2011)

V DNA laboratdi LEM se pro Endpoint genotyping analyzu na LC 48uziva
dvojice fluorescetnich barviek FAM (osa x) pro wildtype fenotyp a JOE pro muidn
fenotyp (osa y).

4. 8 Friprava primerovych smési specifickych pro jednotliveEGFR mutace

Pro zjednoduSenitfpravy PCR mixu v kroku fidavani gislusnych primear a zarové pro
zamezeni kontaminace zasobnich roitpkimeri jsou pro jednotlivé EGFR mutace i pro
raizné principy PCR analyzy vyti@ny primerové sisi. Primerova s&s obsahuje vzdy
forward a reverse primer (i vice priniemizného sniru), pogipact fluorescefing znatenou
sondu pro specifickou PCR analyzu. KapPM ¢. 366 pro Endpoint genotyping analyzu
mutace L858R obsahuje forward primer 624, revensmegr 625 a d¥ sondy zn&ené
raznymi fluorescetnimi barvikami 626, 627. V primerové sis je nutno optimalizovat

koncentrace priméra sond.
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4. 9 Riprava PCR mixu, nanaSeni na destku a pridavek templatové DNA

PCR mix_vzdy obsahuje
- 10x PCR puftedny na koncentraci 1x
- MgCl, v zasobni koncetraci 25 miedného na koncentraci, kterou bylo fadia

optimalizovat podle typu analyzy (2mM; 1,5 mM nebuM)

dNTPs v zasobni koncentraci 25 nitbtinych 125x na koncentraci 0,2 mM

primery vymezujici amplifikaci Zddaného Useku gé&fBFR v zdsobni koncentraci
100 pMredenych podle typu analyzy

Thermo Start DNA polymerdza v zasobni koncentrad/ub fed®na 100x na
koncentraci 0,05U/ul

vodu oSetenou DEPC dopljici PCR mix do Zadaného objemu (&&ni 10ul nebo
20ul)

Podle typu analyzy fifze PCR mix_obsahovat
- EVAGreeniedna na koncentraci 0,5x
- PM ¢. 337 pro vnitni kontrolu ve srési 0 koncentraci 50 pMedna 500x na

vyslednou koncentraci 1 uM

Objem master mixu byl vybiran na zakiadoho, zda bylo pdeba vzorek jest dal
analyzovat, nap nasadit na fragmentai analyzu nebo sekvenovani. Pro vyslediekigrém
stail vystup z LC 480, byl volen objem celkového mneEsnaster mixu a DNA na 10 pl,
pro potebu dalsi analyzy pak na 20 pl.

P¥i celkovém objemu 10 ul byla¢tsinou DNA do master mixu o objemu 9,5 pl
naneseného v jamce 96-jamkové ddstipifidavana v mnozstvi 0,5 pl nezavisle na respé
koncentraci DNA. U aplikaci, které jsou na vstupmioZstvi DNA citzlivé (PNAClamp),
byla DNA fectna na finalni koncentraci 2 ng/pl. Pokud byla stawéna mez detekce dané
analyzy (viz. kapitola 4. 13), tj. mutovana DNA aykedna v fizném pondru ve wildtype
DNA, bylo poteba zngiit koncentraci obou DNA spektrofotometricky na Ndrmpu a
naredit ol DNA na stejnou koncentraci, tj. 10 ng/ul (koncant pouzivana pro stanoveni

ERoavys
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4. 10 Optimalizace koncentrace MgGl a dalSich sloZzek reaéni smési a

optimalizace real-time PCR analyzy na LC 480

Pro ziskani pozadovaného produktu, sp&wifsti a vyEZzku je dilezita koncentrace
jednotlivych sloZzek PCR re&ki sntsi. Zarové je treba optimalizovat ifgsné hodnoty
teploty a dobu trvani jednotlivych krokeal-time PCR.

MgCl, tvoii v PCR realni smési dileZitou slozku, M§" slou?i totiz jako kofaktor
tvorici s dNTPs rozpustny komplex rozpoznévargg DNA-polymerazou. Mg reaguje
nejen s dNTPs, ale i s primery, templatovou DNA,TRDa dalSimi chelatanimi ¢inidly, je
proto poteba jeho mnoZstvi v re&ki snesi optimalizovat. HIiS vysoka koncentrace Mggil
n¢kterych dalSich sloZzek vre&k snesi mize vést k chybam a vzniku nespecifickych
produkii PCR reakce. Optimalni koncentrace je stanovendrieiy zpravidla 1 — 4 mM.
Piilis nizka koncentrace Mgnemusi nastartovat PCE,miZe poskytnout jeji maly v§zek
z davodu poklesu aktivityfag-DNA polymeréazy.

P¥i zjiStovani optimalni koncentrace Mgl reakni snesi pro metody zaloZzené na
SSP-ARMS a vSechny testované mutace byly¢agh vytvaeny master mixy liSici se
koncentraci MgGl (2mM a 1,5 mM) a jeho optimalni mnoZstvi stanovavéa zaklad
vysledku real-time PCR. Do tohoto testu je préfeni spravnosti vysledku nezbytnéazeni
pozitivnich a negativnich kontrol v podbpacientské DNA (jiZz fedtim opakovahvysSetenée
TheraScreenem Dx8i genovém analyzatoru, vzdy vyhodnocené jako pozitinegativni) a
DNA izolované z bu&nych linii (gredpoklada fitomnost mutace 100 %).

Pro detekci mutace L858R metodou PCR-SSP/ARMS it&wnkontrolou byla
stanovena optimalni koncentrace Mg@Ireakni snesi na 1,5 mM, pro detekci mutace
L858R Endpoint genotyping analyzou na 2mM a prcekigt deleci metodou SSP-ARMS
s vnittni kontrolou na 1mM. Rozdil mezi 1,5 mM a 1 mM ¢ikem byl znatelny
zjistovani meze detekce pro delece metodou SSP-ARMS&inivkontrolou (PM¢.409+PM

¢.337) a je znazogm nasledujicimi d&mi obrazky:
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Amplification Curves

— A1: 4906 200% — A 4906 150% —— M3 4906 100% — &4 4506 50% v 4010
— A5 4906 25% AR 4906 12 5% — AT 4806 B,25% A 4906 3,125%
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Obr. 21 a 22: Amplifikacni kfivky real-time analyzy deleci metodou SSP-ARM&&i/n
kontrolou a 1,5 mM MgGV porovnani s 1mM Mggl

Vzorek pozitivni kontroly pedcedny na koncentraci 10ng/ul (4906) kgddn dilucni fadou
ve wildtype DNA (4010) o stejné koncetraci v pogmn1:1, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64. Dale byl
analyzovan samostatiwzorek 4906 o koncentraci 20 ng/ul, 15 ng/pl aa@Qul, vzorek 4010

o koncentraci 10ng/ul a DEPC-voda jako negativmitiala.
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Prvni rozdil mezi obmi pouzitymi koncentracemi Mggje z gredchazejicich obraak
vidét na prvni pohled. Amplifikéni cykly v kandlu FAM se ip koncentraci 1,5mM MgGl
pro jednotlivé vzorky pohybuji v rozmezi=C6,36 (mezi 20ng/ul mut DNA a 10ng/ul wt
DNA), coz mize v porovnani s 1mM Mggk rozmezim & 10,84 fisobit mé prehledrt a
mére specificky. Tuto metodu pro detekci deleci vSakyh@ mozné na zakl&dpiedesSlych
pokugi zcela optimalizovat tak jako u bodové mutace L8%BRevykazovala poZadovanou
citlivost (viz. kapitola 5. 3).

Co se tye koncentrace priméwv PCR reakni sntsi je obecs doporkovano rozmezi
mezi 0,1 uM — 1 uM. ® pouziti vySSi koncentrace nez dop@mvwané mohou nastatiip
analyze problémy jako je tvorba dindlemezi primery a sniZenicinnosti amplifikace
Zaddaného useku genti, zvySeni nespecifickych vazeb primiek DNA, coz miZze vést ke
vzniku faleSnych a nezadanych PCR produlro detekci mutaci geriGFR v této praci
byla pouZzita koncentrace printiev rozmezi od 0,2 — 0, 66 uM koncentrace primer

K tvorbé optimalniho programu na real-time PCR systému BQ gro 6zné metody

detekce gen&GFRje poteba spravénastavit:

- teplotu annealingu

- voli se podle T, teploty primet, zpravidla je o 5°C nizSi neZ, (55 — 68°C/ 30 — 60s)

- vysSi T, — vySSi specifita primér k matricové DNA, vysSi ffgsnost PCR (idlis
vysokd— neprokthnuti PCR)

- niZ8i Ty — navazani i méh specifickych primetr (vznik nespecifickych produkt
PCR)
* touchdown® rezim: teplota s rostoucim fiem cykii klesa — v prvnich cyklech
vznik vyhradre specifickych fragmeiitavSak s malym vyfkem, v dalSich cyklech
se vykonnost PCR zvySuje — pouZita pro detekci oeut8858R metodou SSP-ARMS

s vnittni kontrolou

- pocet cykla:
- optimalre v rozmezi 25 — 35 cyil vysSi pget mize vést ke vzniku nespecifickych
produkti PCR

Programy na LC 480 byly vytvény doc. Mgr. Drabkem, PhD.
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4. 10. 1 Pracovni protokol a PCR program na LC480 i detekci mutace L858R
Endpoint genotyping analyzou

Po optimalizaci sloZek reaki snmési a PCR programu na LC 480 byly vzorky vyseény
podle nasledujicich protokol

Tab. 7: Pracovni protokol pro detekci mutace L858R Endpgenotyping analyzou 2

Slozka reakéni smési Piavodni koncentrace Koncentrace v reakci Mnozstvi sloZzky na
jednu reakci (celkovy
objem= 20 pl)
DEPC-voda - - 17,13
PCR pufr 10x 1x 2,34
MgCI2 25 mM 2 mM 1,872
dNTPs 25 mM 0,2 mM 0,187
Thermo Start DNA 5 U/ul 0,05 5 U/ul 0,234
polymeraza
PM¢. 366 100 uM 2 uM 0,468
templatova DNA 1l

Tab. 8: Program na LC 480 pro detekci mutace L858R Enalpgenotyping analyzou 2

Nazev programu Teplota (°C) Cas (hh:mm:ss) Pocet cykla
1. Denaturace 95 00:15:00 1
95 00:00:10
2. PCR amplifikace 60 00:00:50 40
72 00:00:20
3. Parkovani 50 00:00:01 1
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4. 10. 2 Pracovni protokol a PCR program na LC480 o detekci mutace L858R
metodou PCR-SSP/ARMS s vniini kontrolou

Po optimalizaci sloZek reaki snmési a PCR programu na LC 480 byly vzorky vyseény
podle nasledujicich protokol

Tab. 9: Pracovni protokol pro pro detekci mutace L858Radeu PCR-SSP/ARMS s vhit

kontrolou
Slozka realkéni smési Pivodni koncentrace | Koncentrace v reakci MnoZstvi sloZzky na jednu
reakci (celkovy objem= 20 ul)
DEPC-voda - - 17,54
PCR pufr 10x 1x 2,34
MgCl2 25 mM 1,5 mM 1,41
dNTPs 25 mM 0,2 mM 0,187
Thermo Start DNA polymeraza 5 U/ul 0,05 5 U/l @23
PM¢. 337 100 pM 0,2 uM 0,047
PM¢. 373 100uM 2 uM 0,468
templatova DNA 1ul

Tab. 10: Program na LC 480 pro detekci mutace L858R maidlBR-SSP/ARMS s vimit

kontrolou
Nazev programu Teplota (°C) Cas (hh:mm:ss) Druha teplota (°C) a Pocet cykli
velikost kroku (°C)
1. Denaturace 95 00:15:00 1
95 00:00:15
2. PCR touchdown 70 00:00:50 56al 10
72 00:00:20
95 00:00:15
3. PCR amplifikace 60 00:00:50 35
72 00:00:20
4. Parkovani 50 00:00:01 1
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4. 10. 3 Pracovni protokol a PCR program na LC480 m@ detekci mutace L858R
metodou COLD PCR

Vzorky pro tuto analyzu byly vyS@vany podle pracovniho protokolu pro Endpoint
genotyping analyzu. Prvotni analyzou 3 vZorkONA s PM ¢. 366 na gradientovém
termocykléru byla vybrana optimalni teplotota denate na 85°C (viz. kapitola 4. 12. 1).

Podle toho byl na LC vytwen nasledujici PCR program.

Tab. 11: Program pro detekci mutace L858R metodou Endmenbtyping analyzy COLD

PCR
Nazev programu Teplota (°C) Cas (hh:mm:ss) Pocet cyklia
1. Denaturace 95 00:15:00 1
95 00:00:10
2. PCR 60 00:00:50 10
72 00:00:20
85 00:00:10
3. PCR COLD 60 00:00:50 30
72 00:00:20
4. Parkovéani 50 00:00:01 1

4. 10. 4 Pracovni protokol a PCR program na LC480 o detekci deleci metodou
PCR-SSP/ARMS s vnitni kontrolou

Po optimalizaci slozek reaki snesi byly vzorky vySatovany podle nasledujiciho protokolu:

Tab. 12: Pracovni protokol pro pro detekci deleci metodRCR-SSP/ARMS s viii

kontrolou
Slozka reakéni smési Pavodni koncentrace Koncentrace v reakci Mnozstvi slozky na
jednu reakci (celkovy
objem= 20 pl)
DEPC-voda - 16,15
PCR pufr 10x 1x 2,34
MgClI2 25 mM 1mMm 0,936
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dNTPs 25 mM 0,2 mM 0,187
Thermo Start DNA 5 U/ul 0,055 U/ul 0,234
polymeraza
PM¢. 337 100 puM 0,2 uM 0,047
PM¢. 409 100puM 10 uM 2,34
templatova DNA 1ul

4. 11 Urkovani meze detekce metody

el

mutace ve vzorku, které ihe byt danou metodou detekovano. K tomu se vyudddni
vhodné pacientské DNA, ve které bylgegchozimi testy (n&pTheraScreen® DxS) zji&ta
mutace zdjmu na pozadi wildtype DNA. Namisto paslen DNA je mozné pouzit i
vybranou bugaénou linii, kde je pedpokladana 100 % ipomnost mutace.

U obou testovanych DNA je nédjele poteba na Nanodropu zifit koncentraci a
podle vysledk pak DNA nd@edit pomoci 10 mM Tris-Cl na stejnou koncentraciGng/ul.
Poté je mutovana DNA ditmi fadou n&dna ve wildtype DNA nap 1:1; 1:4; 1:8; 1:16;
1:32 a 1:64, pap pouzity i vysSi koncentrace mutované DNA ({ha® ng/pl a 15 ng/ul). U
mutované pacientské DNA, u které nevintespé procento obsahu mutace, je lepSi mluvit o
dilech. DNA izolovanou z bwiné linie obsahujici 100% mutaci pakdime ve wildtype
DNA napr. na 50 %; 25 %; 12,5 %; 6,25 %; 3,125 %; 1,562%86f;. nizSi. Mez detekce Ize
uréit u kazdé ztestovanych metod (fragmeéntaanalyzy a sekvenovani na genovém

analyzatoru, g°PCR metody na cykléru).

4. 12 COLD PCR — COamplification at Lower Denaturaton PCR

COLD PCR je novou modifikaci PCR, ktera selekiyosili amplifikaci templatové DNA,
ktera obsahuje mutaci (Milbury a kol., 2011). Jartetoda zaloZzena na snizené teptani
heteroduplet mezi mutantni a standardni DNA na rozdil od witdtyhomoduplekx (a
mutantnich homodupléx v pripact mutantnich bu&nych linii). Po denaturaci jsou
k hybridizaci s primery fistupné pevazrt jen heteroduplexy mutant-standard, z nichz se
kazdacast teoreticky amplifikuje s 50%ciinnosti, coz mze vyrazg zvysit citlivost PCR
analyzy.
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4.12. 1 COLD PCR analyza mutace L858R

Pro zvoleni optimalni hodnoty denaturace byly figg vySetované vzorky DNA nasazeny

na gradientovy termocyklér umiagici testovani &kolika teplot denaturace v jedinénihu.

Byly analyzovany 3 vzorky DNA PM. 366 i dvanacti teplotach:

- mutovana pacientska DNA 4527 o koncentraci 10nggiednéd ve wildtype DNA
4010 o koncentraci 10ng/ul v peér 1:16 (1); 1:32 (2), 1:64 (3).

Tab. 13: Gradient denaturanich teplot pouZzitych pro optimalizaci COLD PCRLUt& 480

pro detekci mutace L858R

¢. zkumavky

6.

teplota
denaturace (°C)

83,5

83,6

83,8

84,1

84,5

84,8

85,2

85,5

1. mut:wt 1:16

2. mut:wt 1:32

3. mut: wt 1:64

Praw tyto pongry mutované a wildtype DNA byly zvoleny, protoZekppvaji oblast

citlivosti, kterou je maximakschopna dosahnout ,ne-COLD" PCR.
Na zaklad tohoto pokusu bylo vybrano rosp 3 teplot, pi kterych byla PCR
nejefektivrEjSi: 84,5 -84,8 - 85,2°C a nasledovala real-time PCR na LC 4BQgplotach

denaturace 85°C (COLD PCR) a 95°C (,ne-COLD" PCR).

4.12. 1. 1 Statistické srovhani COLD a ,ne-COLD" ER

Vysledky tohoto pokusu byly srovnany za pouzithderdnich statistickych metod:
testovani hypotéz - p-value mensi nez 0,05 je powéaia za statisticky signifikantni
porovnéni dvou metod parovym t-testem a znameénkdegtem

T-test umo#uje owiit nékterou z nasledujicich hypotéz:

zda normalni rozdeni, z rhoZz pochazi ity nahodny vylr, ma utitou
konkrétni stedni hodnotu, ficemz rozptyl je neznamy

zda d¥ normalni rozdleni maji stejné gedni hodnoty (resp. rozdi¢ghto stednich
hodnot je roven @itému danémauislu)
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V naSem p@ipad ovéfujeme druhou hypotézu,tfipemz nahodny vy je tvaen
dvojicemi hodnot, u nichZ zfi§jeme vyznamnost jejich rozdil- parovy t-test. Parovy t-test
vychazi z ndhodného v§tu poskytujiciho dvojice hodnotyy(z), (Y2,2),...,0nZ,), piicemz
uvnitt kazdé dvojice nemusi jit o nezavislé viely (Andel J., 1985). V tomto testu jsme
testovali hypotézuH,, zda rozdil sednich hodnot rozdeni pro veltiny y (COLD PCR) az
(,ne-COLD PCR) je roven 0.

Znameénkovy test se uziva ¥ipact dvou opakovanych #éieni na tychz objektech. U
tohoto testu se nejive pomoci znamének (+) a () vyfadzda u jednotlivych vzoikdoslo
ke zvySenigi snizeni hodnot. Test je zaloZen na Uvaze, AépagE, Ze by nebyl mezi aima
meienimi rozdil, ndla by se ob znaménka vyskytovat se stejnou pr&padobnosti, tj. @ by
jich byt stejny poet. ,Rozdil mezi obma opakovanymi gfenimi se projevi tim, Ze
znaménka jednoho druhucreu gevazovat nad znaménky druhého druhu, a to tim viae,
tento rozdil bude vyrazjsi“ (Chraska, 2007). Testem byla p&evana dinnost ,ne-COLD*

PCR jakoZto nové metody, tzn. zda je tato metopii leeZ stara (standardni PCR).

Statistické srovnani bylo zpracovano s pomoci Mgnky Radové, Ph.D.

4. 13 Zpracovani dat pacieni vySefenych na mutace genuEGFR z DNA
databaze LEM

Informace o pacientech byly zpracovany z obdobura809 — 2011, ve kterém byli pacienti
vySefeni na pitomnost mutace v geniGFR komegni soupravou TheraScreen® DxS. Ve
vSech pipadech se jednalo o onkologické pacienty. Pacigyitirozckleni podle pohlavi a
poté podle rodnyckliisel, protoZe na jednoho pacienta mohilipgdat vice vzonk (vétSinou
DNA izolovana zwiznych tkani — vzdy nadorova tk& podol& parafinového bléku, pof.
jeS€ plazma, ¢i buréény natr). Pokud byla detekovana mutace, byl&tgmna vzdy

v nadorové tkani a nemusela byt detekovana v plaPmoto byl u takového pacientadian
vysledek z tka# kde je pedpokladano vyssi procento mutace. Kazdy pacidriitikynakonec
zapaitan pouze jednou. Kro#rvysledku z TheraScreenu byl dale sledovaitagky statusgi
indikovana léba. Ol polozky vSakcasto v databazi chyly, jsou proto brany pouze jako

dophkové. Data byla procentud@m graficky zpracovana pomoci MS Excel.
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5 Vysledky

5. 1 Optimalizace real-time PCR analyzy pro detekdbodové mutace L858R
5. 1. 1 Detekce mutace L858R Endpoint genotyping alyzou

5. 1. 1. 1 Analyzované vzorky a pouzité primery

Pro tuto analyzu bylo vy§&no PM¢. 366 vySateno 20 vzork DNA a DEPC-voda jako
negativni kontrola. PM. 366 obsahuje nasledujici primery a sondy:

Tab. 14: Oligonukleotidy obsazené v PiM366

Cislo | Nazev (specifita) oligonukleotidu| Smgr Sekvence Specialni
oligon. nukleotidy
624 EGFR exon 21 pro L858R F CACCgCAgCATgTCAAQA
625 EGFR exon 21 pro L858R R TgCCTCCTTCTgCATQgTAT
626 EGFR exon 21 L858R sonda CACAgATTTTgggCTgg 5-FAM, 3-
standardni BHQ1
627 EGFR exon 21 L858R sonda F ATTTTgggCgggCCA 5-TET, 3'-
mutantni BHQ1

Endpoint genotyping analyzou pro detekci mutace8E85ylo vySeteno 20 vzorik DNA:

- pozitivni kontrola: bu&éna linie NCI-H1975 s mutaci L858R pod DN#slem 2960

- ostatni vzorky, které byly voleny nahddnjejich status byl neznamyi v nich
soupravou TheraScreen® DxS byla detekovana deiez@édna mutace: 3463, 3504,
3581, 3591, 3643, 3684, 3742, 3757, 3845, 38467,38349, 4005, 4014, 4016, 4022,
4029, 4106, 4276,

- negativni kontrola (NTC): DEPC-voda

Vzorky nanesené na 96-jamkovou désii byly analyzovany na LC 480 programem

v touchdown rezimu.
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5. 1. 1. 2 Vysledky Endpoint genotyping analyzy jrdetekci mutace L858R

Endpoint Fluorescence Scatter Plot

VAT 2960 A AZ FTST 4 AT 4022 A B 3463 A B2 38945 ¢ B3 4029 o C1: 3904 A C2 3846 o O3 4106 A D1 3581
& D2 3847 0 DI A6 © B103591 A EZ 3849 < EZNTC A F1:3643 A F2 4003 © G1: 3684 A G2 4014 A HI: 3742
& HZ 40ME
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0,750
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= 055 mutantwildtype
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§ 0.450]
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2 03801
“ 030
0.250
0.2004 wildtype
0150 //
010 o &
0.050] TiCow © & 5 4 248

Fluorezcence [465-510]

Obr. 23: Diagram fluorescence vzaikySetenych na L858R Endpoint genotyping analyzou
— 0sa y signal pro JOE (mutace), osa x signal pd/Hwildtype)

Z obrazku lze vidt, Ze pouze vzorek 2960, tedy mutantni &ma linie, je v diagramu
vyhodnocen jako mutantni. Tento test nevypovida westatény pro zhodnoceni, jak se
bude primerova s#s chovat s realnymi pacientskymi vzorky s minorimmitantni populaci.

Proto bylo dalefeba ukit mez detekce této metody.

5. 1. 1. 3 Stanoveni meze detekce metody

Ke stanoveni meze detekce metody byla pouZzita rmitaorécna linie 2960 (mutfedéna ve
standardni DNA 3642 (wt) v pafrech: 100 % mut, 1/3 (mut/wt), 1/9, 1/27, 1/81,4B2
1/729, 1/2187. Pokus byl opakovan znova za powstgjné mutantni DNAredné ve
standardni DNA 4021 v pafrech: 100 %, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 a &/1Rrvnim
pokusem bylo dokazano, Ze je tato metoda schoptekalat giblizné 33 % mutantnich
burgk na 67 % bu&k zdravych. Druhy pokus dokonce dokazal citlivesitj nizSi a to50 %

mutantnich bugk na 50% zdravych. Ve srovnani se soupravou Theea8® DxS, ktera je
schopna zachytit ménnez 1% pitomnych mutantnich béhk, je tato metoda 33 %

zachytem mutantnich begk pro detekci mutace L858R neddstpci, protoZe se ve vzorku
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¢asto niize vyskytovat jen minoritni populace mutantnichdkufl % a nizsi). ). Za klinicky

vyznamnou se bere hranice 1 %.

Endpoint Fluorescence Scatter Plot
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Obr. 24. Diagram fluorescence koncentta rady mutantni DNA 2960 ve standardni DNA

3642 @i stanoveni meze detekce metody

5. 1. 2 Detekce mutace L858R vylepSenou Endpoint @ayping analyzou

Po pokusu s nedostatmu citlivosti byla vytvéena nova platforma této analyzy, a to¢nou

koncentrace jedné ze slozek PCR mixu a tvorboulmmfCR programu (viz. kapitola 4.10.1)

5.1. 2.

1 Analyzované vzorky a pouzité primery

Endpoint genotyping analyzou 2 bylo pro detekcianatL858R vyS#étno 26 vzork DNA:

L858R mutantni buEna linie NCI-H1975 pod DNAcislem 4527 fedna ve
standardni DNA 4010 na procento mutantnichéku®0 %; 25 %; 12,5%; 6,25 %;
3,125 %; 1,56 %; 100 % mutovana DNA 4527 a 100 %dtywpe DNA 4010

dalSi mutantni busgné linie: 4526, 4528, 4533, 5269

pacientské vzorky pozitivni na mutaci: 4508, 4548839
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- pacientské vzorky negativni na mutaci: 5474, 546469, 5480,

5502, 5512, 5517, 5542

- negativni kontrola: DEPC-voda

Primerova srs zistala stejna (PM. 366).

5. 1. 2. 2 Vysledky analyzy a stanoveni meze detekmetody

Endpoint Fluorescence Scatter Plot
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Obr. 25: Diagram fluorescence Endpoint genotyping anajyaydetekci mutace L858R a

stanoveni meze detekce metody

Testem byla prokazana schopnost vylepSené Endgeimdtyping analyzy zachytit2,5 %
mutantnich bugk na 87,5 % bufk zdravych. 6,25 % mutantni DNA na pozadi standardn

DNA by uz byl povaZzovan za hrami vysledek. Z diagramu je dale moznéigy dalSi

informace o analyzovanych vzorcich — Btme linie 4526 a 4528 musely obsahovat 100%

mutantnich bugk. Ostatni analyzované btimé linie by tedy rily teoreticky obsahovat nizsi

procento mutantnich bgk. Z pacientskych vzortkby mohl byt 4508 povazovan za hranij

ostatni vzorky, které byly podle TheraScreeniival prokadzany jako pozitivni, fgmeé
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nesphovaly poZzadavky na procento obsahu mutantnichélubyly tedy touto metodou

uréeny jako negativni.

5. 1. 3 Detekce mutace L858R metodou PCR-SSP/ARMSst¥ni kontrolou

5. 1. 3. 1 Analyzované vzorky a pouzité primery

DalSim krokem bylo vytvieni L858R specifické s#si za pouziti protokolu PCR-SSP/ARMS
ve sloZeni primery a FAM/JOE sondy pro mutaci L858BenuEGFR a primery a JOE
sonda prop-globin (dvoubarevny TagMan princip s uinit intrazkumavkovou kontrolou).

Podle nize uvedeného protokolu bylo analyzovanov&irki DNA (velky soubor
z divodu sowdasného vyloteni faleSn pozitivnich vysled). Mezi analyzovanymi vzorky

byly tyto vzorky pozitivni na L858R mutaci:

- pozitivni kontrola: bu&cné linie NCI-H1975 — 4526, 4527, 4528 a 4533
- pacientsky vzorek: 4589

- ostatni vzorky bylyi¥zného statusu — pozitivni na mutace, negativnéanalyzované
- negativni kontrola DEPC-voda
Primerova srés (PM¢. 373+337) obsahuje nasledujici primery a sondy.

Tab. 15: Oligonukleotidy obsaZené v primerovéesipro EGFR a globin

Cislo Nazev (specifita) Smér Sekvence Specialni
oligon. oligonukleotidu nukleotidy
642 EGFR exon 21 L858R F gATCAgTAgTCACTAACGTTCgGQC
643 EGFR exon 21 L858R R CACCCAgCAgTTTggCCC
specificky
638 EGFR exon 21 1L.861 a L858 F CCTggCATgAACATgACCCTyg 5" FAM,
sonda 3'BHQ1
576 Globin F CCCACCCTTAggCTgCTggT
577 Globin R ggCAAAggTgCCCTTgAggT
574 globin sonda 5"HEX,
TgTCCAQgTgAgCCAggCCATCACT 3'BHO1

Vzorky nanesené na celou 96-jamkovou d&stibyly na LC 480 analyzovany programem

v touchdown rezimu (viz. kapitola 4. 10. 2).
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5. 1. 3. 2 Vysledky analyzy a jeji hodnoceni

Amplification Curves
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Obr. 26: Amplifikacni kfivky vzorlé analyzovanych naffitomnost mutace L858R metodou
SSP-ARMS v kanalu FAM (mutace v EGFR)

Amplification Curves

— &A11: 4526 — B11: 4527 — C11: 4528 D& 3521 — D11: 45333 H12 MTC |

Fluorescence {$33-580)

2 4 g g 10 12 14 15 18 2 oz M 02X 2 0W w3
Cycles

Obr. 27: Amplifikacni kiivky vzork analyzovanych na/ffiomnost mutace L858R metodou
SSP-ARMS v kanalu JOE-¢lobin)
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Protoze by byly Kvky fluorescence vSech 96 vzarkegehledné, byly do obrazku vybrany
pouze 4 vzorky vyhodnocené jako pozitivni, jedegationi a DEPC-voda (NTC).

Hodnoceni vzork je provedeno na zakladozdilu cykti amplifikace jednotlivych
vzorka, ve kterych doSlo kigkraieni prahové hodnoty fluorescencey)(Gnezi signalem
v kanalu FAM a signalem v JORG,).

Tab. 16: Hodnoceni vzork vySefenych na mutaci L858R metodou PCR-SSP/ARMS/aivnit

kontrolou pomocA C;

Cislo vzorku C; FAM (A= 465-510) C; JOE (A= 533-580) AC, Status vzorku
4526 12,63 13,65 0,96 Pozitivni
4527 13,00 13,75 0,75 Pozitivni
4528 12,73 14.36 1,63 Pozitivni
4533 19,88 19,99 0,11 Pozitivni
3521 24,34 16,86 7,48 Negativni
NTC - - - (nelze)

Na zaklad fady test s touto metodou bylo stanoveno, £€; menSi nez 4 cykly odpovida
zachytu mutace, vzorek je tedy pozitivniegha hragni hodnota bude ziskana po réesi
souboru. Pokud jAC; vySSi nez 4, vzorek je vyhodnocen jako negati@ntistott provedeni
testu vypovida negativni kontrola (NTC), u kteréngyr€l byt signal v Zadném kanélu, coz je
splreno.
Experimentem bylo zjigho, ze:

- zpéti vzorki TheraScreenemiide uenych jakopozitivni na mutaci L858R byly

spravné uréeny 4 z nich (vSe bu&né linie)
- uSestivzorki nebylo mozné status atst feSi se opakovanim analyzy vzayk

- 85 vzorki bylo spravné uréeno jako negativnj coz vylkuje gitomnost falesé

pozitivnich vysledk
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5. 1.4 COLD PCR analyza bodové mutace L858R

Prvotni analyzou 3 vzoikDNA s PM ¢. 366 na gradientovém termocykléru byla vybrana
optimalni teplotota denaturace 88°C. Podle toho byl na LC vyt¥en PCR program (viz.
kapitola 4. 10. 3).

Pro metodu COLD PCR bylo vy$eho 26 vzork DNA:

- burg¢nd linie NCI-H1975 pod DNAiislem 4527edna ve wt 4010 na % mutantnich
burgk: 50 %, 25 %; 12,5 %; 6,25 %; 3, 125 % a 1,56 %

- 100 % 4527, 100 % 4010

- dalSi mutantni bufgné linie: 4526, 4528, 4533, 5269

- pacientské vzorky pozitivni na mutaci: 4508, 454889

- pacientské vzorky negativni na mutaci: 5475, 56449, 5480, 5481, 5486, 5499,
5502, 5512, 5517, 5542

- negativni kontrola: DEPC-voda

Endpoint Fluorescence Scatter Plot
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Obr. 28: Diagram fluorescence Endpoint genotyping anal@8LD PCR pro detekci mutace
L858R
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Stejny soubor vzorkbyl testovan stejnym programem, ale teplota deaaéuu kroku 3. PCR
COLD byla nastavena na standardnich 95°C (,ne-COBDR) (shoduje se s experimentem
v kapitole 5. 1. 2)

Endpoint Fluorescence Scatter Plot
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Obr. 29: Diagram fluorescence Endpoint genotyping analymCOLD“ PCR pro detekci
mutace L858R

5. 1. 4. 1 Statistické srovnani standardni COLD PCR ,ne-COLD" PCR

Z porovnani obou vystupEndpoint genotyping analyzy COLD a ,ne-COLD* PCRsenym
okem bylo mozné usoudit, Ze u COLD PCR doSlo kaxedknu posunuti signalu vzdrk ose

y, coz odpovida navySeni signalu sondy JOE pro cnudiestli je tento posun statisticky
vyznamny bylo mozné zjistit pomoci statistickychtate (parovy t-test a znaménkovy test)
schopnych tyto dvmetody srovnat.
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Obr. 30: Statistické srovnani COLD a ,ne-COLD" PCR péarovyitestem
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Obr. 31: Statistické srovnani COLD a ,ne-COLD"* PCR znameéwm testem

Oba pouzité testy maji stejny vysledek, coz poferazobustnost nalezu, ktery nezavisi na
normali€ vstupnich dat. 12 vzoikpodminku ,citlivost COLD je #tSi nez citlivost neCOLD*

nesphuje. Mezi €mito vzorky jsou také homozygotni mutantni linie kterych se COLD

prtincip neniize uplatnit. P-hodnota obou tese mensi nez 2.10) zceho? vyplyva, Ze
citlivost metody COLD PCR je statisticky vyznaénwyssi nez u standardni PCR.
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5. 1. 5 DalSi pokusy detekce mutace L858R - neste@R na principu COLD PCR

Metoda SSP-ARMS s viiiti kontrolou pro detekci mutace L858R poskytla plmkany
detekéni limit 1 % mutované DNA v 99 % standardni DNASalk dosSlo ke z#n¢ situace (k
exterré vynucené zigné preanalytické faze): Byl odsouhlasen a publikokdardisciplinarni
konsensus pro prediktivni vy$etvani aktivénich mutaci \EGFRu NSCLC (Pirker a kol.,
2010), ktery nastolil @lezity mezikrok ped dordenim vzorku do laborate. Zatimco
doposud byla metoda optimalizovana na DNA izolovaroptické tkaa ve stabilizanim
roztoku RNAlater, nyni musi byt vzorek n#ije zkontrolovan patologem kdemi procenta
nadorovych bugk. Kontrola probihd pod mikroskopem, pdewpedeni vzorku do FFPE
(fixace ve formalinu a zaliti do parafindgzu na mikrotomu aipneseni na skio, a korti
verdiktem patologa ohledrdiagndzy a mnozstvi nekrotické/ neoplastické &karvhodnosti
pro analyzu mutaci v geriGFR | kdyZ tato zmina @inasi tSi klinickou validitu vySeeni
mutainiho statusuEGFR zarové snizuje vyuzitelnost kitu nasi laborédp protoze
jednokolova PCR neumadidje analyzuradow desitek buék, které jsou poskytnuty k DNA
extrakci z parafinovéhiezu na skiiku.

Proto byly dalSi experimenty shovany k testovani dalSi metody, a to nested PCR
v jedné zkumavce za vyuZiti principu COLD PCR. Depifstup by mohl viesit dva zdsadni
technické problémy v souvislosti s detekci EGFRusta malé mnozstvi DNA k analyze,
jehoz jen mala frakce je mutovand, protoze je sehognalyzovat potencion&ln jedinou
buiku a prefereéné mnozi heteroduplexy mezi standardni a mutovanoé.DBproti planu
systém je&t nelze povaZovat za optimalizovany a zraly prodadi. Pro optimalizaci této
velmi citlivé metody by bylo vhodné vyzkouSet reagie pouzivané stovymi laboratdemi,
ve kterych je COLD PCR jiz zavedena — hamisto nasi Thermo Start DNA polymerazy
(Thermo Scientific) pouzitiesrEjSi Phusion high-fidelity polymerase (Finnzymes.ii¢SA)
(Milbury a kol., 2010).

5. 2 Detekce bodové mutace L858R soupravou Thera®en® DxS

Pro srovnani optimalizované metody SSP-ARMS gwrhikontrolou pro detekci mutace
L858R, zmisobu jejiho provedeni a hodnoceni, byly vzorkydagch linii touto metodou

spravre urcenych, srovnany se #pobem detekce soupravou TheraScreen® DxS.
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Amplification Curves

A 4527 Ba: 4527 Ca 4527 Da: 4527 E&: 4527 Fa: 4527 Ga 4927 Ha: 4527

2263
2063
1.863
1.663
1.463
1283 TheraScreen kontrola

1.06H nanesend v prm

: mozice AR) do tfeti jamly naneseny
jamce {pozice AS)

Fluorescence (465-510)

0.863 primery pro specifickou
/ amplifikaci mutace LE38R

0.663 (pozice CB)

0,463

0.263

0.063

5 10 15 20 25 a0 5 40 45
Cycles

Obr. 32: Krivky amplifikace bu#né linie 4527 vySéené soupravou TheraScreen® DxS

Do prvnihotadku na 96-jamkové dedte (pozice Al-Al2) se nanaSi TheraScreen externi
kontrola (srdsny standard se vSemi testovanymi mutacemi), gadle se poté odéa ACe.

Do kazdého nésledujicin@ddku (pozice B1-B12; C1-C12;...; H1-H12) jsou potéeseny
reakéni snesi obsahujici primery pro specifickou amplifikacic¢iteho typu mutace. Do
jednotlivych sloupt se poté nanaSi vzorky DNA o mnozstédim nez 1,5 ng na reakci
(mnozstvi DNA patebné k detekci 1 % obsahu mutacels mezi kontrolou a vzorkem do
12 cykli odpovida zachytu L858R mutace. ¥gadt buns¢né linie 4527 jeACp 3,14, ve
vzorku je tedy detekovdna mutace L858R. Pokud wenizorku detekovana Zadnéd mutace,

tak se Zadna dalsfikka nezvedne s odstupem do 12 ayitl kiivky kontrolni.

Amplification Curves
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Obr. 33: Negativni vysledek vzorku 4527 analyzovanéhorasop TheraScreen® DxS
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5. 3 Detekce deleci metodou PCR- SSP/ARMS s wmit kontrolou
5. 3. 1 Analyzované vzorky a pouzité primery

V tomto testu bylo analyzovano 10 vzarRNA:

- pozitivni kontrola: pacientské vzorky pozitivni wieleci: 2933, 2978, 3029, 4092,
4102, 4298, 4496, 4906

- pacientské vzorky negativni na mutadt@FR 2831, 5148
- negativni kontrola: DEPC-voda jako

Vzorky byly analyzovany PMt. 409 programem na LC 480 shodnym s detekci mutace
L858R metodou SSP-ARMS.

Primerova srés ¢. 409 obsahuje 10 primem jednu sondu. Sekvence jednotlivych priiner
smesi jsou uvedeny v kapitolerifohy — tab. B.

5. 3. 2 Vysledky analyzy a jeji hodnoceni

Amplification Curves
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Obr. 34: Amplifikacni kiivky vzork: analyzovanych na/fiomnost delece metodou SSP-ARMS
v kanalu FAM a v kanalu JOE (Obr. 35)
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Amplification Curves
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Pro lepSi pehlednost byly oft vybrany vzorky, které bylydnem analyzy spravruréeny
jako pozitivni a jeden vzorek ze dvou sprauncenych jako negativni.
Vyhodnoceni vzork je opst zaloZzeno naC;, tentokrat vSak ne na rozdilu signélu dvou

vzorki ve FAM, ale na signdlu FAM-JOE u jediného vzorku.

Tab. 17: Hodnoceni vzork vySefenych na delece metodou PCR-SSP/ARMS /sivnit

kontrolou pomocA C;

Cislo vzorku C. FAM (1= 465-510) C; JOE (A= 533-580) AC; Status vzorku
2831 20,49 13,94 6,55 Negativni
2933 18,82 19,66 0,84 Pozitivni
3029 26,75 26,12 0,63 Pozitivni
4906 18,52 17,4 1,12 Pozitivni
NTC - - - (nelze)

Pokud bychom vzorky hodnotili stejnym tgobem jako u L858R, byl by u osmi vzérk
pozitivnich na delec x status ufen sprava (AC; do 1,12 cyklu). U dvou negativnich vzérk
by byl status ufen sprava a to s nejvyssim rozdilerC; (6,55 a 6,29)AC; ostatnich vzonk
se pohybovalo od 2,55 do 5, 33.

Otazkou je tedy prahova hodnota, tzn. od jaké hgdmdC; by byl vzorek uz
povazovan za negativni. Stanovenim meze detekcedmétdinim mutantni DNA 5237
(burééna linie PC9, Panagene) na pozadi standardni DNI® #Qorocentualnim zastoupeni
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mutantni DNA 100 %; 50%; 25 %; 12,5 %; 6,25 %; 3,92, 1,56 % a 0 % bylo zji&to, Ze u
prvnich 7 vzork vyslo AC; do 5,06 cyklu a u 100% wt DNA 9,91 cyklu. Pokud d®/ prah
detekce stanovil na 5 cykldalo by sefict, Ze je tato metoda schopna detekovat 3,125 %
mutantni DNA na pozadi standardni DNA, 1,56 % muniaDNA by pak bylo povazovano za
hranéni a 100% wt DNA jako negativni. U této metody jseodnoty AC; velmi Uzké a
pohybuji se od 0 — 10 cykl na rozdil od stejné metody pro detekci mutace8E8Xde se
AC, pohybuje aZ do 30 cykl ReSenim pro dali optimalizaci metody by mohlo batseni
specifity reakce, tj. nd&p snizeni koncentrace MgCl reakni sntsi, zvySeni teploty
annealingu v PCR programdi, pouZziti blok&ni sonda u¢i standardni DNA. Koncentrace
MgCl, je ovSem uzZ i tak celkem nizka (1mM), nizSi konre nez 1mM MgGlse jiz
nedoporduje, a to z tohow/odu, Ze PCR nemusi byt nastartovamaeakce poskytne pouze
maly vy€Zzek z divodu poklesu aktivityTagDNA polymerazy (plati i pro iiliS vysokou

teplotu annealingu).

5. 4 Zpracovani pacienéi vySetenych na mutace genlEGFR z DNA databaze

LEM k porovnani s daty ziskanymi celosétovymi studiemi

V obdobi od 16. 6. 2009 do 10. 6. 2011 bylo Héomnost mutace v gerilGFR soupravou
TheraScreen® DxS vyseno celkem395 pacienti. Z toho 119 Zen (kmiky 1921-1982) a
276 mu#i (ro¢niky 1927-1979).

Pomeér zen a muni vyietfenych v letech 2009-2011 na pitomnost
mutace v genu EGFR
300

250

200

Zenv muz

Obr. 36: Porer Zen a muz vySetenych v letech 2009-2011 né&tomnost mutace v EGFR

U Zen byla v 15 (7,5 %)fifpadech detekovana mutace v EGFR, u @@aoi mutace
detekovana nebyla a 26 x se negddastatus wit. Mezi muzi byla mutaceifftomna u 40

(14, 5 %) z nich, ve 195padech nebyla mutace prokazana a 50 x nebylo neiahés ufit.
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Vysledek vyietieni EGFR statusn u zen
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Obr. 37 a 38: Vysledek vysgeni EGFR statusu u Zen a nmiwkSetenych na pitomnosti
mutace v EGFR

Ze vSech Htomnych mutaci tvidly delece nejwtsi ¢ast —70,91 9% dale se népst;i
vyskytovaly bodové mutace: G719X (16,36 %), L8F8RI5 %) a S768l (5,45 %) a u 1,83
% se vyskytovaly inzerce.

Podle celosstovych komparativnich studii (napMarchetti a kol., 2005; Paz-Ares a
kol., 2009) by mily delece a bodova mutace L858R stejnym podilenittad 90 % vSech
aktivaénich mutaci v genleGFR U pacieni vySetenych v LEM v letech 2009-2011 na
piitomnost mutace EGFR tvorily tyto dvé mutace dohromady6,5 %, pricemz delece
mutaci L858R jash prevySovaly (71 %). Mutace L858R vSak senmi bodovymi mutacemi
ozna&ovanymi souhrn& jako G719X a S768I twdy priblizn¢ stejny podil a za delecemi se

vyskytovaly jako druhé né&psegjSi. Vzhledem k tomu, Ze na hladiny citlivosti 1 Belze
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vysledky TheraScreen potvrdit sekvenovanim, je Mpze detekce mutaci G719X a S768l|
byly faleSr¢ pozitivni, a Ze &které mutace L858R nebyly metodou TheraScreenémyist
NaSe optimalizované metody s vyuzitim COLD a PCRSf&incipu by mohly tuto
diskrepanci vysétlit, pokud se zachovalo dostab® mnozstvi genotypizovatelného

materialu.

Nejcastéii se vyskoytujici mutace v genu EGFR u pacientd vysettenych
v letech 2009-2011 na pHitomnost mutace v tomto genu
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Obr. 39: Nejcastji se vyskytujici mutace v genu EGFR u padieySetenych v letech 2009-
2011 na pitomnost mutace v tomto genu

Pokud byl u paciefit uveden zpsob I€by, u35,29 % pripadi byla indikovana |&a
Erlotinibem, 23,5 % Cetuximabem, 17,65 % Gefitinibem, 11,76P%hnitumumabem a u
11,76 % jina (neniiéna proti EGFR).

Indikovana 1é¢ba u pacientii vyietfenych v letech 2009-2011

na piitomnost mutace v EGFR
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Obr. 40: Indikovana Iéba u pacient vySetenych v letech 2009-2011 n&tpmnost mutace

v genu EGFR
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Pokud byl u paciegtuveden kiacky status, 57,14 %se jednalo &uraky, z 30,6 % se
jednalo o byvalé kitdky a 12,24 % bylo nekaki.

Kutacky status u pacienti vvsettenych v letech 2009-2011 na
pfitomnost mutace v EGFR
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Obr. 41: Kuracky status u pacieiwySetenych v letech 2009-2011 n#&tpmnost mutace
v genu EGFR

Co se tg¢e kurackého statusu, byliipejmenSim potvrzen vliv Kéctvi na vznik rakoviny.
NSCLC je vSak z velk&asti spojovan s nekactvim, ovSem tato diagnéza se v databazi
pacienti vyskytovala sporadicky. Jako diagn6za lksdsto uveden jen karcinom plic;
karcinom horniho/ dolniho laloku, bronchu nebo gl novotvar nejistého nebo nezndmého

pavodu - paidusnice, piduska a plice.
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6 Diskuze

Somatické mutace v tyrozin-kinazové do&GFR, typické pro onemoéni NSCLC, jsou
¢asté u dlouhodobych neiéka (51 % vs. 9 %), Zen38 % vs. 13%), adenokarcinaim(31 %
vs. 2 %) a paciefntvychodoasijskéhotwodu (29 % a 8 %) (Marchetti a kol., 2005). Dv
»hot-spot“ mutace tvih na90 % vSech mutaci ¥GFR zaznamenannych u NSCLC. Mezi
negastjSi mutace vyskytujici sefiplizné u 45 % mutaci EGFR pati kratké delece
zahrnujici ztratu 9, 12, 15, 18 a 24 nuklebtidexonu 19. Druhou né&stjsSi mutaci,
vyskytujici se u dalSich 45 %ipadi s mutacemi \EGFR je bodova mutace L858R v exonu
21 v nukleotidu 2573 (zéma CTG na CGG), ktera vede k substituci aminokggdiucinu
za arginin v kodonu 858. Ostatni mutace se vyskgupnohem mensi frekvenci a zahrnuji
exony 18, 20 a 21 (Pao a kol., 2005). Jednimuzdipplomové prace bylo vytweni malé
studie z dat pacieintDNA databaze, kié byli v letech 2009-2011 v LEMipD¢tské klinice,
Lékarské fakulé Univerzity Palackého a FN v Olomouci vyi&sti soupravou TheraScreen®
DxS na pitomnost mutace v genHGFR Zpracovanim dat paciéntoylo zjiS€no, Ze se
mutace vyskytovalgasgji u muai (14,5 % vs. 7,5 %), kiéki (57,1 % vs. 12 %) a delece a
bodova mutace t¥dy spoleiné témei 77 % vSech pitomnych mutaci EGFR Je vSak nutné
podotknout, Ze uffblizné 1/5 Zen i mué se nepod@o mutani status ufit (chykgjici signal
sondy FAM pro mutaci a exogenni kontrolu), coz ley dalo vyeSit jedit opstovnym
odkerem bioptického materialu, cozZkdy nemusi byt proveditelné. Co s&dykurackeho
statusu, ne u vSech pacigiyla tato informace uvedena, proto neni tentocslady parametr
piesny. NSCLC je z velkéasti spojovan s nekactvim, tato diagnéza se vSak v databazi
pacienti vyskytovala jen sporadicky a nahrazovala ji obedm#gndza karcinomu plic,
pradusek aj.

Detekce mutaci v geriGFR je obvykle provagha sekvenovanim DNA
amplifikované PCR a izolované z nadorové tkdiyung a kol., 2009; Sequist, 2009).
Diagnostické sekvenovaci techniky vSak zahnujkohk krokid, jsou proto pro rutinni
klinickou praxicaso¥ nara@né a vykazuji nizkou citlivost (detekce vice ne22@itomnych
mutovanych sekvenci na pozadi standardnich). KdangilivySeteni jako je sekvenovanii
fragmenténi analyza, je fakt, Ze Kklinické vzorkyasto obsahuji malou subpopulaci
mutantnich bugk na nadbytek normalni tkdncoz mize znemoznit detekci mutagintito
technikami. V DNA laboratio LEM je pro sekvenovanii fragment&ni analyzu, vyuzivan

geneticky analyzator CE® 8800 Genetic Analysis System (Beckman Coultergrykt
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poskytuje sicéhigh-throughputgenovou analyzu, avSak s maximalni citlivosti 30Naproti
tomu se celositové pro detekci mutaci v genHGFR pouziva metod zaloZenych na PCR
(PCR-RFLP, PCR-SSCP atd.), které nedosahuji pararkéti TheraScreen a nejsou pro
rutinni klinickou praxi optimalni (Marchetti, 2009)ihokorejska spotmosti Panagene proto
vyvinula vysoce citlivou a jednoduchou metodu zalwau na technologii real-time PCR za
vyuziti blokovaci sondy ti@né peptidovou nukleovou kyselinou (PNA), kterds@hopna
detekce malého mnozstvi mutantni DNAfit@mnosti nadbytku standardni DNA. Metoda
byla validovana a byla vyt¥ena komemi souprava pro detekci mutaci v geeGFR PNA
Clamp™ EGFR Mutation Detection Kit (Panagene, dostuphé f@ro genyKRASa BRAR
schopnd detekce 1 % mutantni DNA na pozadi stantdd@®A. Pres péateni slibné
vysledky v rutinnim provozu se ukazalo, Zze metotfatifa citlivost a kit v sotasné dob
reklamujeme. DalSi, jiZz mnohem starSi a &@kenou metodou zaloZzenou na PCR je
technologie ARMS (Amplification Refractory MutatiorBystem), ktera jagn rozlisi
heterozygota ve sledovaném lokusu od homoZygod jednu nebo druhou alelu (Ferrie a
kol., 1992) Metoda nepdtbuje krong realtime termocykléru zadné dalSi specialrtizami,
jednotlivé reakni kroky jsou jednoduché, reagencie relatilevné a metodologie iie byt
snadno provatha v Kklinické laboratth. Komerkni souprava TheraScreen® DxS EGFR
Mutation Kit, pouzivana v DNA laboratoLEM cca 2 roky, také vyuziva metodiky ARMS
(komplementarita 3"~ konce primeru s templatem rdaf@ 0 namnoZeni/ nenamnozeni
sekvence) a Skorpiénovych prinigisonda s fluoroforem a zh&gen je gipojena k primeru).
Ale narozdil od soupravy pro detekci mutaci v gEIRASstejné spoknosti, nejsme s timto
kitem zcela spokojeni — jeho cena je 300€ bez metZngSeteni na TKIs rezistentni mutaci
T790M, DNA z parafinovéhdezu nemusi byt amplifikovatelna (25 %) a v nepaslédd
doSlo v roce 2008 kipvzeti DxS spolmosti Qiagen, kterd nenikolik mésial schopna
dodat Zzadané produkty. Mimo to souprava TheraS@&ePwS Spatd snasSi opakovaneé
rozmraZzovani a interpretace vyslédky/Zaduje vizualni odet zkuSeného analytika (software
je jen napomocny). Proto byla jednim z hlavnichi diéto prace optimalizace vlastni
skriningové metody pro detekci tagteji se vyskytujicich mutaci v geRtGFR zaloZené na
PCR-ARMS a pouziti sond TagM8h a to pomoci dvouifstupi — Endpoint genotyping
analyzy umoz#éné real-time PCR systémem LC 480 (Roche) a PCRAFB®S s vnitni
intrazkumavkovou kontrolou. Nezbytnym kroketfeg@ navrhem priméra sond na studované
casti genu, byl zisk jeho standardnich a mutovarsgitvenci, v naSentipact exoni 18 — 21

genuEGFR a cca 200 bgasti intronu z levé a pravé strany exonu. Sekvdnyte ziskany
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z databaze UCSC Genome Bioinformatics Site. Dalsledavalo navrzeni priméra
TagMar™ sond pro metodu ARMS.dem prvnich pokusbyla zkousenaetekce mutace
L858R na zaklad Endpoint genotyping analyzy coZ je metoda zaloZzena na pouZiti dvou
sekverns-specifickych sond (n&p TagMarn™ sondy) pro wildtype a mutantni fenotyp tak,
Ze je kazda zrmna jinou fluorescami barvikou, @icemZz je navrzena standardnim
zpisobem (obsahuje fluorofor a zh&seMetoda vSak nevykazovala dostateu citlivost —
mez detekce se pada snizit z ccaB3 % nal2 % po optimalizaci. Hstoupili jsme tedy k
vytvoieni L858R specifické s#si za pouziti protokoltPCR-SSP/ARMSve slozeni primery
a FAM sonda pro mutaci L858R v getGFR a primery a JOEsonda pro p-globin
(dvoubarevny TagMan princip s vinif intrazkumavkovou kontrolou). Tento test je saop
detekce bodové mutace L858R vexonu 21 scitlivd8& mutantni DNA na pozadi
standardni DNA, kdy byly opakové&nna velkém souboru vzaik (vylouceni faless
pozitivnich vysledi) sprave urceny étyii pozitivni vzorky z gti, piicemz hodnoceni vzorku
se provadi pomoci rozdilu amplifikasich cyki mezi signdly pro sondu FAM (mutace
L858R) a sondu JOB{globin). Rozdil je oznsvan jakoAC; a pokud je jeho hodnota nizsi
nez 4 cykly, je vzorek povazovan za pozitivni nanala mutaci. Poradk zkouSeni a
optimalizaci se systém PCR-SSP/ARMS siwiikontrolou nepoddo jeS& zcela rozBhnout
pro detekci 19 népasgjSich deleci v exonu 19. Jednfesenim pro dalSi optimalizaci metody
by mohlo byt zvySeni specifity reakce, tj. hagniZzeni koncentrace Mg reakeni snesi, Ci
zvysSeni teploty annealingu v PCR programtilig®nizka koncentrace Mg&lvysoka teplota
annealingu se vSak nedopduie, a to z toho wodu, Ze PCR nemusi byt nastartovatia,
reakce poskytne pouze maly &3k z divodu poklesu aktivitffagDNA polymerazy. Jinym
feSenim by mohlo byt vyuziti COLD PCR principu u owt detekci deleci, zaloZzené na
zn&eni jednoho primeru a elektroforetické separaci kapilarnim sekvencéru. Timto
piistupem jiz byly ziskany prvni ngdé vysledky, které se vSak jeéStepodélo zpracovat
do této diplomové préace.

DalSim cilem praktické casti prace bylo otestovani metod€OLD PCR
(COamplification at Lower Denaturation PCR)&hbm které dochazi k prefekam
amplifikaci heteroduplek mezi standardni a mutovanou DNA, coi@za zvysit citlivost PCR
analyzy. ZvySena citlivost metody byla testovanadetekce mutace L858R Endpoint
genotyping analyzou v porovnani se standardni 00 PCR. Na z&klagl pokusu na
gradientovém termocykléru byla vybrana optimalplidea denaturace rg6°C a tato teplota

byla poté testovana na LC 480 oproti standardnlotieplenaturace -95°C na stejném
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souboru vzork. Pro srovnani metod bylo pouzito dvou statistitk§esti — paroveho t-testu a
znameénkového testu. Oba pouZzité testy poskythyngteysledek, coz potvrdilo robustnost
nalezu, ktery nezavisi na normalistupnich dat. 40 vzoikpodminku citlivost COLD je
vétSi nez citlivost neCOLD spbvalo a 12 vzork nesphovalo. Mezi vzorky nespljicimi
podminku byla 100 % mutantni a 100 % wildtype DNAZ je v pdddku, protoZze metodou
COLD PCR jsou pednosts amplifikovany heteroduplexy mezi standardni a matmu
DNA. Rozdil mezi COLD PCR a standardni PCR nasmejiedevsim u 6,25 %; 3,125 % a
1, 56 % mutované DNA na pozadi standardni DNA,q®tpokryvaji oblast citlivosti, kterou
je maximalg schopna dosahnout standardni ,ne-COLD" PCR. Ostatarky, které dale
nesphovaly podminku cold>noncold, bylyrevaZz® negativni na mutaci v geltGFR P-
hodnota obou tetbyla mensi neZ 2.10 z sehoZ vyplyva, Ze citlivost metody COLD PCR je
statisticky vyznamé&vyssi nez u standardni PCR.

Z divodu zngény preanalytické faze u vy$etvani aktivénich mutaci \EGFR u
NSCLC bylo poteba pistoupit k testovani citligjSi metody, a tonested PCRYvV jedné
zkumavce za vyuziti principGOLD PCR. Oproti planu vSak systém jéstelze povazovat
za optimalizovany a zraly pro validaci, avSak sardometodika ma vysoky potencial byt
vypracovana k dosazeni maximalni citlivosti, fiklpd v ramci pipadného doktorského
projektu.
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Zaveér

Teoretickacast redkladané diplomové prace ma za diblizeni problematiky geneGFR
proteinu EGFR (Epidermal Growth Factor Receptotgrk tento gen koduje a hodnoti
vyznam a funkci tohoto proteinuipszniku nadorového onemoémi plic. Dale je zarrena
na sodasné moznosti detekce mutaci v g&iGFR, a to edevsSim standardnimi metodami
jako je PCR¢i sekvenovani.

Praktickacast prace, ktera byla vykonavana v LabdatidExperimentalni Medicinyip
Détské Klinice Lékaské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemoc@lomouc, ndla
z velké ¢asti za cil navrh a optimalizaci metody zaloZzenékwantitativni real-time PCR,
kterou by bylo mozné detekovat &&gteji se vyskytujici mutace v geBGFRjako je bodova
mutace L858R (2573IG) v exonu 21 a 19 typnefastjSich deleci v exonu 19, a to bez
nutnosti post-PCR kroku, jako je sekvenové&nifragmenté&ni analyzagimz by se detekce
mutaci VEGFR znané zjednodusila, stala by se rychlejSi, ekonomickyjafelnejsSi a
pouzitelrgjSi v rutinni Kklinické praxi. Pro spémi t€chto poZadavk je vSak teba vyvinout
dostaten¢ citlivou metodu, ktera by byla schopna detekovgkiiomnost 1% mutantnich
burék na pozadi bufk zdravych. Této a nizSi citlivosti dosahuje kosmér souprava
TheraScreen® spaijrosti DxS Diagnostics, ktera byla cca 2 roky rudinguzivanid v DNA
laboratdi LEM pro skrining 29 neéjpstjSich mutaci \EGFR Nas real-time PCR systém
vyuZiva chemismu fluorescems znasenych TagMaH" sond a metodiku PCR-SSP/ARMS
s vnittni kontrolou prop-globin (dvoubarevny TagMan princip s it intrazkumavkovou
kontrolou) a Endpoint genotyping analyzy umé&iou LightCycler® 480 Real-Time PCR
systtmem. Prvni pokusy s Endpoint genotyping aoalyZodové mutace L858R
nevykazovaly dostateou citlivost, proto byla vytv@na specificka L858R réai snés za
pouziti protokolu PCR-SSP/ARMS ve sloZeni primerfrAM sonda pro mutaci L858R
v genuEGFR a primery a JOE sonda pfaglobin. Tento test je schopen detekce mutace
L858R s citlivosti az 20 mutantni DNA na pozadi standardni DNA &z tak byt vyuzivan
jako dopfujici prostedek ke komenim soupravam, které poskytujfesrejSi vysledky a
vykazuji &t$i stabilitu reagencii, zejména pak k PNA Cla¥hpoupra¥ pro detekci mutaci
v genu EGFR spole&nosti Panagene, ktera v poslednickésimich vystidala soupravu
TheraScreen® DxS, se kterou jsme nebyli¢kofika divodi zcela spokojeniPo radk
zkouSeni a optimalizaci se systtm PCR-SSP/ARMStsikontrolou nepovedl jeStzcela

rozbihnout pro detekci 19 n&sgjSich deleci v exonu 19, ktera zatim nevykazuje tak
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vysokou specifitu jako u detekce mutace L858RSenim pro dal3i optimalizaci metody by
mohlo byt zvySeni specifity reakce, nebo vyt zcela nové platformy testu zaloZzené na
citlivéjSich metodach jako je nested PGRCOLD PCR/ fragmentmi analyza, na které se
v souwtasneé dobv DNA laboratdi LEM pracuje.

DalSim cilem praktick&asti prace bylo otestovani metody COLD PCR u detekc
mutace L858R a jeji statistické srovnani se stalmigne-COLD" PCR, a to pomoci dvou
statistickych test Oba testy poskytly stejny vysledek, coz potvrddbustnost nalezu, ktery
nezavisi na normaditvstupnich dat. 40 vzoikpodminku citlivost COLD je &tSi neZ citlivost
neCOLD sphovalo a 12 vzork nesphovalo. K vyznamnému posunu doSléegevSim u
vzorki obsahujicichtrzné procento mutovanych biknna pozadi busk zdravych, protoze
tyto vzorky jsou COLD PCR prefefe¢ amplifikovany.

Nested PCR v jedné zkumavce za vyuziti principuLBOPCR byla testovana
z divodu exters vynucené zriné preanalytické faze. Oproti planu vSak systéméje&tze
povaZovat za hotovy a zraly pro validaci, tato rdé&ta méa ovSem vysoky potencial byt dalSi
optimalizaci vylepSena pro dosazeni maximalnivagii, nap. v ramci gipadného PhD.

projektu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ADCC

Akt
Alk fazni gen

AP-1
ARMS
AS-PCR
bp
BRAF

C

DNA
ds (DNA)
E2F
EDTA
EGFR

EGF
EMEA
ER
ErbB

ERK
F
FDA
FRET
GRB2

GTPaza
HB — EGF

buré¢énad cytotoxicita zavisla na protilatkachArntibody Dependent Cellular
Cytotoxicity

proteinkindza B, také PKBP¢oteinkinase B

fuzni gen EML4-ALKHEchinoderm Microtubule-associated protein-Like EML4 a
Anaplastic Lymphoma Kinase - ALKINSCLC

transkripni faktor @Activator Protein-}
Amplification Refractory Mutation Systetaké AS-PCR, SSP-PCR

Alelo¥ specificka PCRAllele Specific — PCR

par baziBase Paiy

gen pro Ser/Thr proteinkinizu b-RafRaf murine sarcoma viral oncogene homolog
B1)

amplifikatni cyklus, ve kterém hodnota fluorescendekpctila prahovou hodnotu
(Cycle Threshold
deoxyribonukleotidovéa kyselindgoxyriboNucleic Acigl

dvouvldknova DNAdouble stranded

transkripni faktory rodiny E2F

kyselina etylendiamintetraoctoVvi&tbiyleneDiamineTetraacetic Agid

Receptor epidermalnihistového faktoruEpidermal Growth Factor Receploitaké
HER1 a ErbB1

Epidermalnitstovy faktor Epidermal Growth Factgr

Evropska agenturadigych pripravki (European Medicines Evaluation Agehcy
Estrogenovy receptdegtrogene-Receptpr

Homolog viralniho onkogenu erytroblastickékémie Erythroblastic leukemia viral
oncogene homoldg

kindzy regulované extracelularnimi signaitacellular signal-regulated Kina¥e
forward (smer primeru)
Americka Sprava potravin acig (U S Food and Drug Administratipn

rezonaéni prenos fluorescemi energie (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
adaptorovy protein vazici receptéstového faktoru Growth factor receptor-bound
protein2)

enzym, ktery vaze a hydrolyzuje GBRdnosine-triphosphate

heparin — véazZiciastovy faktor podobny EGFHgparin-binding EGF-like growth

factor)

88



HER2

HIF lo/2a
HRMA

IgG
JAK1/JAK2
JNK

KRAS

LKB-1
LNA
mAbs
MAPK
ME PCR
MEKs
MET
mTOR
NCBI

p53

PCR

PDK1

PI3K
PIK3CA

PIP
PLC-Gamma
PNA

Nck

NSCLC
R

Raf
RAS
RFLP

SCC
SCLC

lidsky epidermalniistovy faktor Human Epidermal growth factor Receptqr 2
hypoxii indukovany faktorHypoxia-Induced Factoto/2a)
analyza kivek teplot tani s vysokym rozliSeniigh Resolution Melting Analy9is
imunoglobuliny typu G

tyrozinova kinaza asociovana s receptofésmnus Kinase-1)2

c-Jun N-termindalni kinaza-Jun N-terminal Kinage

homolog onkogenu Kirsten rat sarcoma vikirgten rat sarcoma viral oncogene
homolog
gen pro Ser/Thr proteinkindzu LKB-1, tumorovy segor
nukleova kyselina s tzv. uzaenou konformacil{ocked Nucleic Acid

monoklonalni protilatkyngonoclonal AntiBodigs
mitogeny-aktivované proteinkinazilitogen-Activated Protein Kinage
vicevlaknova elektronickd PCRltithreaded Electronic PCR

MAPK/ERK kinazy

protoonkogen kadujici receptor hepatocytarnitstového faktoru (HGFR)

cil rapamycinu u sarf¢mammalian Target Of Rapamycin)

Narodni centrum pro biotechnologické informadational Center for Biotechnology
Information
gen pro transkrigni faktor p53, tumorovy supresor

polymeréazovéettzova reakceRolymerase Chain Reactipn

PIP3 — dependentni kindzaP1R3- dependent kinage
fosfatidylinositol 3-kinazaRhosphatidylinositol-3-kinase)
gen pro lidsky pl1@protein, katalytickou podjednotku PI3K
fosfatidylinositol-fosfatRhosphatidylinositol-phosphdte

fosfolipdza Gammihospholipase Gamma

peptidova nukleova kyselinBéptide Nucleic Acid

adaptorovy protein nekatalytické oblasti Tkrdimy (Non-Catalytic region of tyrosine
Kinasg

nemalobuttny karcinom plic Non-small Cell Lung Carcinona
reverse(smer primeru)

Ser/Thr proteinkindza

skupina fenaseéu signélu (N-ras, K-ras, H-ras)

délkovy polymorfismus resttikich fragment (Restriction Fragment Length
Polymorphism

skvamoziibunsény karcinom plic Squamous-Cell Carcinoa

malobu&eny karcinom plic mall-Cell Lung Carcinoma

89



SH2 doména
SHC
SNaPshot
SNPs

SP-PCR
STAT

SOS
Src
TGFa
TITF-1
TK
TKis
Tm

VEGF
wt (DNA)

Src-homologni 2 doméSec(Homology P
transformujici protein obsahujici SH2 doméne homology 2 domain containing
analyza umagici simultdnni multigenni skrining mutaci
existence ¢&kolika prirozenych variant (alel) zasahujicich jediny nukigo
NejbézrgjSi alela nesmiiesahnout 95% frekvence v populaci, nejtnéetna nad 1%
(Single Nucleotide Polymorphisins
PCR se sekwa® specifickymi primery $ingle Specific Primer — PGR
prenasé signalu a aktivator transkripceSignal Transducer and Activator of
Trascription)
protein aktivujici GTPazovou aktivitu R&®1 of Sevenlgss
intracelularni tyrosinova protein kindza
transformujiciiiistovy faktora (Transforming Growth Factow)
gen pro transkrigni faktor(thyroid transcription factor L
tyrozin-kindzova (doména, aktivita)
inhibitory TK aktvitity EGFR Thyrosine Kinase Inhibitoys
teplota tani, teplota, fp které dochazi k denaturaci 50 % amplikofmelting
temperaturg
cévni endotelialniistovy faktor {ascular Endothelial Growth Factpr

standardni, nemutovany tywi(dtype
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10 Frilohy

A)

1. Polymerizace: Fluorescengni substrat (reporter- R) a
jeho zhadet (Q) jsou navazany na 5 a 3' konce TagMan
sondy.

5 FORWARD FRIMER :Q PROBE QT

3 5
51 3'
- 5

REVERSE PRIMER

2. Elongace fetézce: Dokud je sonda intaktni zaZeni
emitované substratem R je pohlcovano blizkym
"zhasedem"”.

Q 31

. R

§

¥ 5

§' ¥
5!

3. Odstépeni: kdyZ Tag polymeraza dorazl k zacatku
sondy, postupné ji odehlipuje a2 oditépi fluorofor. Ten se
timto oddall od zhasecte a emitovana svétlo prestane byt
pohleovano - detekovana fluorescence stoupa.

*-.(:,l(
5 K i Qs
3'
5'

4. Polymerizace ukonéena: reporterova barva oddélena
od zhageée emituje charakteristickou fluorescencl,

I

51-

i

ﬁr

B)

1. Navazani: SYBR® Green | se vaZe béhem kaZdého
eyklu na dvouvidgknovou DNA.

-Ix

i i L i
.Ix JIL -I. -Ix
T T T T

2. Denaturace: Ve fazi denaturace DNA je SYBR®
Green | uvolnén z vazby na DNA a celkova fluorescence
dramaticky klesa.

3. Pelymerizace: B&hem annealingu primerd a elongace
fetézee se Sybr Green opét zading navazoval na
wznikajici dvouvlaknovou DNA - fluorescence stoupa.

FORWARE PRaMER
® -]
L
R . -
REVIASE PRIMITR

4. Ukonceni polymerizace: Emitovana fluorescence
dosahuje maxima.

1 L 1
. o e,
1 | ] i 1 1
L!_ L] p=p T T 21 e

Obr. A: Princip real-time PCR fi pouziti nespecifickych (A) a specifickych (B)
fluorescednich substrat (LF HK, 2006)



Tab. A: VySetované mutace v genu EGFR soupravou TheraScrder

Mutace Exon Zména baze T
T790M 20 2369C=T 6240
LB58R 21 1573T=G 6214
LB&IQ 21 1582T=A 6213
5768 20 2303G=T 624|
G719A |8 2156G=C 6239
G7195 18 1155G=A 6252
G719C |8 2155G=T 6253
2307 2308ins9 12376
Inzerce 20 2319 _2320insCAC 12377
2310 231 linsGGT 12378
2235 3249dell5 6213
2335 3351=AAT 1355
(komplex)
2236 2253dell8 12728
2237 2251dells 12678
2237 2254delld 12367
2237 2255=T (komplex) 2384
2236 2250dell5 6225
2238 2255dell8 6220
2238 2248=GC (komplex) 12422
Delece 19 2238_2251>GCA 12419
(komplex)
2239 1247del¥ 6218
2239 3253dellS 6254
21239 3256dell8 6255
2739 2248TTAAGAGAAG
- 12382
= (komplex)
2239 2258=CA (komplex) 12387
2240 2251dell2 6210
2240 2257dell8 12370
2240 3254dell5 12369
2239 2251 =C (komplex) 12383

(TheraScreen® DxS: EGFR Mutation — Instruction fse u2009)



Tab. B: Sekvence pouzitych priniea sond

Cislo

Oligon. Nazev (specifita) oligonukleotidu Smér Sekvence
326 | EGFR exon 19 externi F gCAATATCAgCCTTAggTgCggCTC
327 | EGFR exon 19 externi R CATAgAAAgTgAACATTTAggATgTg
506 | EGFR exon 21 externi F gCTgCgAgCTCACCCAgAA
507 | EGFR exon 21 externi R CTAACETTCgCCAgCCATA
516 | EGFR exon 19 interni (znaceny 513) F CCTgAggTTCAgAgCCATggAC
519 | EGFR exon 21 interni F TCACCCAgAATETCTggAgAg
574 | globin sonda TgTCCAggTgAgCCAggCCATCACT
576 | globin_for CCCACCCTTAggCTgCTggT
577 | globin_rev ggCAAAggTgCCCTTgAgeT
624 | EGFR exon 21 pro L858R F CACCgCAgCATgTCAAgA
625 | EGFR exon 21 pro L858R R TgCCTCCTTCTgCATggTAT
626 | EGFR exon 21 L858R (L-T) sonda wt F CACAgATTTTggegCTgg
627 | EGFR exon 21 L858R (R-G) sonda mutant F ATTTTgggCgggCCA
638 | EGFR exon 21 L861 a L858 sonda F CCTggCATgAACATgACCCTg
642 | EGFR exon 21 L858R gATCAgTAgTCACTAACETTCgCC
643 | EGFR exon 21 L858R specific CACCCAgCAgTTTggCCC
688 | EGFR exon 21 L858R vnitini F F Cagcctggtccectggtgtcagga
689 | EGFR exon 21 L858R vnitfni R R Acttggaggaccgtcgcttggtg
692 | EGFR exon 21 L858R vnéjsi R R Gcatgaactacttggaggaccgtcgcttgg
693 | EGFR exon 21 L858R vnéjsi F F Tccctggtgtcaggaaaatgcetggetga

696

EGFR exon 19 delece 2235-2249,
2235-2252-AAT

AgTTAAAATTCCCgTCgCTATCAAAA

697

EGFR exon 19 delece 2236-2253

TCCCgTCgCTATCAAETCTCC

698

EGFR exon 19 delece 2237-2251,
2237-2254

ATTCCCgTCgCTATCAAgEC

699

EGFR exon 19 delece 2236-2250

AATTCCCgTCgCTATCAAGACA

700

EGFR exon 19 delece 2237-2255 T,
2238-2255

CgTCgCTATCAAggWTCCgAAAGCC

EGFR exon 19 delece 2238-2248 GC,

701 |2238-2252 GCA AAATTCCCgTCgCTATCAAggAg
702 | EGFR exon 19 delece 2239-2247 CCgTCgCTATCAAggAAgC
EGFR exon 19 delece 2239-2253,
2239-2248 TTA AGA GAAG C, 2239-2258 CA,
703 |2239-2251C F TTCCCgTCgCTATCAAggAAC

704

EGFR exon 19 delece 2239-2253, 2240-2251,
2240-2257, 2240-2254

TCCCgTCECTATCAAggAATC

705

EGFR exon 19 sonda

CTgCTTTgCTgTgTgggggTCCATE




