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Analyza mutaci v genu p53 pomocit sekvenovani
Abstrakt

Ulohou této prace je podrobna literarni reserse k seznameni se s metodikou vyzkumné
Gasti ve fakultni laboratofi Jihoeské Univerzity na Zdravotné socialni fakulté v Ceskych
Budé&jovicich. Tumor supresorovy gen 7P53 ma kliCovou roli pii ochrané pred
nadorovym bujenim. Pravé tento gen je mutovan u vice nez 50 % malignich nadord.
V prvni Casti tato bakalarskd prace pojednava o nadorovych onemocnénich a tumor
supresorovych genech jako o celku a poté v dalsi Casti se zaméfuje na vySe zminovany
tumor supresorovy gen 7P53 a mutace v ném.

Prakticka cast prace se zameétuje na analyzu mutaci na exonu 11. Analyza byla provadéna
na tficeti vzorcich, které byly poskytnuty od anonymnich probandi. Jednalo se o dvé
skupiny probandu. Polovinu vzorka, které jsou oznaceny Cisly od 1-15, poskytli probandi,
ktefi ve své rodinné anamnéze zaznamenali karcinom. Druhou polovinu tvotily vzorky,
popsané pismeny od A—O, od probandu, ktefi si nebyli védomi, ze se karcinom v jejich
rodin¢ nachazi. Tyto vzorky byly izolovany, naamplifikovany pomoci metody PCR a
osekvenovany firmou GenSeq s.r.o. v Ceskych Budg&ovicich.

Pti ,,okometrickém* zhodnoceni bylo zjisténo, ze u vzorkl neni pfitomna ani jedna
heterozygotni mutace. Po vlozeni sekvence do programu NCBI Blast jsem se domnivala,
ze nekteré vzorky by mohly obsahovat homozygotni mutaci, nicméné, po fadném
prezkoumani bylo zjisténo, Ze se pouze jedna o Spatné Citelnou Cast sekvence, tedy ani u

jednoho zkoumaného vzorku mutace nebyla piitomna.
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Analysis of mutations in p53 gene by sequencing

Abstract

The task of this work is a detailed literature search to get acquainted with the
methodology of the research part in the faculty laboratory of the University of South
Bohemia at the Faculty of Health and Social Studies in Ceské Bud&ovice. The tumor
suppressor gene TP53 plays a key role in protection against tumor growth. This gene is
mutated in more than 50 % of malignant tumors. In the first part, this bachelor thesis deals
with cancer and tumor suppressor genes as a whole, and then in the next part it focuses
on the above-mentioned tumor suppressor gene 7P53 and mutations in it.
The practical part of the work focuses on the analysis of mutations in exon 11. The
analysis was performed on thirty samples, which were provided by anonymous probands.
These were two groups of probands. Half of the samples, which are numbered 1-15, were
provided by probands who had a family history of cancer. The other half consisted of
samples, described by letters from A to O, from probands who were unaware that the
cancer was in their family. These samples were isolated, amplified by PCR and sequenced
by GenSeq s.r.0. in Ceské Bud&jovice.
In the "ocometric" evaluation, it was found that not a single heterozygous mutation was
present in the samples. . After inserting the sequence into the NCBI Blast program, I
thought that some samples might contain a homozygous mutation. However, after a
proper examination, it was found that this was only an illegible part of the sequence. Thus,

no mutation was present in any of the examined samples.
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1 Uvod

Desitky let je znamo, ze geny nazyvané nadorové supresory maji schopnost zabranit
nekontrolovatelnému déleni bun€k a tim padem i vzniku nadord. Jednim z nich je p53
(TP53 —Homo sapiens tumor protein p53), ktery mé zasadni roli v malignim procesu.
Mutantni proteiny pS3 nejenze ztraci tumor potlacujici aktivitu, ale Casto ziskavaji dalsi
onkogenni funkce, které bunikam poskytuji vyhody rastu a preziti.

Mutace v genu se vyskytuji v riznych fazich, coz prispiva k rozdilné iniciaci, propagaci,
agresivité a metastazovani nadoru. V piipad¢, ze dojde k mutaci genu TP53, je zaroven
narusSena i funkce proteinu p53 a nasledkem je nedostateCnd ochrana pred vznikem
nadorovych onemocnéni. Mutace genu TP53 mohou byt somatické, které vznikaji v
prubéhu Zzivota jedince a nepienasi se na dalsi generace. Tyto somatické mutace genu
TP53 se vyskytuji velmi Casto a lze je najit az u 50 % vsech nadord. Navzdory obrovské
rozmanitosti gentl, zapojenych do tumorigeneze, vynika p53 jako klicovy supresor nadoru
a hlavni regulator riznych signalnich drah zapojenych do tohoto procesu. Mnoho roli p53
jako supresor, zahrnuje schopnost vyvolat zastaveni bunééného cyklu, opravu DNA,
starnuti 1 apoptozu.

Pro jeden z cilii pro teoretickou Cast této bakalarské prace bylo nutné seznameni se s
problematikou daného tématu a vypracovani odbornou resersi. V praktické ¢asti bylo
cilem osvojit si molekularné biologické metody, kterymi byly izolace DNA z bukalnich
stért, PCR, gelova elektroforéza a ptiprava vzorki na metodu Sangerova sekvenovani a

vysledky fadné vyhodnotit.



2 Teoreticka ¢ast

2.1  Obor genetika a onkogenetika

Genetika je studie o tom, jak se geny a vlastnosti predavaji z jedné generace na
druhou. Nase geny nesou informace, které ovliviiuji nase zdravi, nas vzhled, a dokonce i
nasi osobnost. Genetika jako vé&dni disciplina vychéazela z prace Gregora Mendela v
poloving 19. stoleti. Mendel mél podezreni, ze vlastnosti se dédi jako samostatné jednotky,
a prestoze v té dobé nevédeél nic o fyzikalni nebo chemické povaze gend, jeho jednotky
se staly zakladem pro rozvoj soucasného chéapani dédi¢nosti. Veskery soucasny vyzkum
v genetice lze vysledovat az k Mendelovu objevu zakond, jimiz se fidi dédicnost
vlastnosti (Winchester, 2020)

Védni obor genetika, respektive podobor onkogenetika, zkouma geny a rizné cesty,
které tidi vyvoj pravé rakoviny. Pouziva se nékolik postupt, vCetné€ analyzy genomu
pacienti s rakovinou a s nadory, pro identifikaci postizenych gend. Tyto studie se
provadéji v kombinaci s experimenty na modelech in vitro a in vivo za u¢elem desifrovani
mechanisma, které fidi tumorigenezi. Zde se diskutuje o tom, jak se tyto postupy,
dokézou pouzit k lepsSimu pochopeni toho, jak se rakovina tvofi. Cilem onkogenetiky je
katalogizovat a porozumét genetickym zménam, které piispivaji k rozvoji rakoviny.
Genetici se zaméfuji na identifikaci onkogent, coz jsou geny, které po mutaci piispivaji
k rozvoji rakoviny podporou rustu nadorovych bunék a tim, ze rakovinné burice udéluji
schopnost vyhnout se bunéénému cyklu a kontrolnim bodim bunécné smrti, které by za

normalnich okolnosti kontrolovaly jejich rist (Townsend, 2022)

2.2 Nadorova onemocnéni

Néadorové onemocnéni tedy rakovina je diagnozou, kterd dési bez vyjimky kazdého.
Nadorové onemocnéni muzeme definovat jako chorobu, ktera je zplisobena neomezenym
rastem nadorovych bunék tkani, které ztratily nebo maji poskozeny mechanismus
kontrolujici rast bun€k. V soucasné dobé je rakovina jedno z nejdiskutovanéjSich a
nejrozsitenéjSich onemocnéni, se kterym se dle statistik potyka kazdy 3. clovék.
Uspé&snost 1é¢by rakoviny zavisi na jejim v&asném zahajeni. V poslednich letech dochazi

k velkému pokroku nejen v diagnostickych metodach, které odhali 1 rané stadium a
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zvySuji tak Sance na preziti, ale i ve zpusobech 1é¢by s minimalnimi nezadoucimi u¢inky
(Penoxal Trade Inc., © 2004-2021).

Rakovina je zptisobena zménami (mutacemi) DNA v buiikach. DNA uvnitf bunky je
,,zabalena® do velkého poctu jednotlivych gent, z nichz kazdy obsahuje sadu instrukci,
které burice fikaji, jaké funkce ma vykonavat, a také jak rast a délit se. Chyby v téchto
pokynech mohou zpusobit to, ze burika zastavi svou normalni funkci a mize umoznit,
aby se buiika stala nadorovou. Vyskyt rakoviny dramaticky stoupa s vékem, s nejvetsi
pravdépodobnosti v disledku nahromadeéni rizik pro konkrétni druhy karcinomu, ktera se
zvySuji s vékem. Celkova akumulace rizika je kombinovana s tendenci k tomu, ze

bunécné opravné mechanismy jsou s piibyvajicim vékem mén¢ ucinné (WHO, 2022).

2.3 Definice a vlastnosti nadori

Nador, jinymi slovy - tumor, neoplasma, novotvar, blastom, je soubor abnorméalnich
bunék, které rostou nezavisle na organismu i kdyz pfi¢ina vzniku jiz nepisobi.
Z biologického hlediska se nadorové buriky od zdravych lisi vétsi schopnosti se mnozit a
rast vyssi odolnosti a delsi zivotaschopnosti a tim nabyvaji pfevahu nad zdravymi
bunkami. Nadory se projevuji morfologickou odliSnosti — nahromadéni nadorovych
bunek zpusobi, ze postizené organy jsou zvétSené a jejich tvar je zménén. Jinou
morfologickou odchylkou mize byt i zména barvy. Z funkéniho hlediska nadory neplni
zadnou uzitecnou funkci. Jen vzacné zistavaji funkéné bezvyznamné, napf. matefska
znaménka. Obvykle pfi svém rustu naruSuji funkce organt (obstrukce, tlakova atrofie,

snizeni produkce hormonu, snizeni krvetvorby) (Bezdékova, 2011).

2.4  Klasifikace nadorn a jejich charakteristika

Z biologického pohledu si mizeme nadory rozdélit na dvé skupiny, a to na nepravé
nadory a nadory pravé. Mezi nepravé neboli pseudotumory fadime atypicky probihajici
progresivni zmeény jako je hypertrofie ¢i hyperplazie. Makroskopicky nador pfipominaji,
avSak mikroskopicky nikoliv. Mezi pravé nadory fadime benigni nadory a maligni nadory

(Benes, 2007).
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2.4.1 Benigni nadory

Neboli nadory nezhoubné, maji vét§inou ostré a jasné okraje, neprorustaji do okolni
tkané a netvori metastazy. Benigni nadory vSak mohou byt velmi nebezpecné, vyviji-li
tlak na okolni cévy ¢i nervy. Ve vétsin€ pfipada ale benigni nadory nejsou zdaleka tak
nebezpecné, proto nékdy 1écbu v podobé chirurgického zakroku potiebuji a jindy nikoliv.
Pricina benignich nadorti je vétSinou neznama, avSak rist benignich nadori mize
souviset se Spatnym zivotnim stylem, stresem, nebo je na vin€ genetika (Stuart, 2021).

Existuje mnoho typu benignich nadort:

» Adenom — Nezhoubny nador, ktery vychazi ze zlazového epitelu. B€&znym typem

adenomu je polyp v tlustém stievé. Adenomy mohou také rast v jatrech nebo

nadledvinach, hypofyze nebo §titné zlaze.

» Fibrom — Nejcast¢jsi benigni mesenchymalni nador mékkych tkani dutiny tstni

a na téle se tvofi z pojivové tkang.

* Myom — Hormonalné zavisly nador, ktery vyrusta ze stény svaloviny nitrobiisnich

organt (Stuart, 2021).

2.4.2 Maligni nadory

Neboli nadory zhoubné, jsou velmi tézko l1€cCitelné, pokud se onemocnéni nepodchyti
vcas, vytvori se metastazy po celém téle, nadory je pak obtizné odstranit. V pripadé, ze
se onemocnéni vubec neléCi, rakovina svého nositele zahubi — proto zhoubny nador.
Jedinou funkci maligniho nadoru je se rozmnozit a napadnout, co nejvice bunek, sam o
sobé tedy nikdy neboli — bolest zptisobuje jeho expanze do okolnich tkani, poSkozeni
jejich funkce a jich samotnych (Chytfe na zivot, 2009-2022).

Nase téla neustale produkuji nové buiiky, které nahrazuji staré. Nekdy se pii tomto
procesu DNA poskodi, tim padem se nové buriky vyvijeji abnormalné. Misto odumirani
se nadale mnozi rychleji, nez zvladne imunitni systém, a vytvoii se nador. Rakovinné
buriky se dale mohou odtrhnout od nadorti a putovat krevnim fecistém nebo lymfatickym
systémem do jinych ¢asti téla (Pietrangelo, 2019).

Mezi typy malignich nadort patii:

» Karcinom — Zhoubny nador vznikajici z epitelu zahrnujici napt. adenokarcinom,

jez se podili na rakovin€ prsu, tlustého stfeva Ci prostaty.
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» Sarkom — Zhoubny nador vyvijejici se z pojivovych tkani a vznikaji z
mezenchymovych bun¢k, které za normalni situace diferencuji ve svalovou nebo

tukovou tkan, v cévu, kost ¢i chrupavku (Pietrangelo, 2019).

Tabulka 1: Klicové rozdily mezi benigni a maligni ndadory (zdroj: Pietrangelo,2019)

Neprorusta do okolni tkané Dokaze prorustat do okolni tkané

Nemize se rozsifit do jiné Casti téla Muze uvolnit burky, které putuji krevnim
reCi§tém nebo lymfatickym systémem do
jinych ¢asti téla a tam tvofit nador

Po odstranéni se nevraceji Po odstranéni se muze vratit

Obvykle hladky a pravidelny tvar Muze mit nejasné okraje a nepravidelny
tvar

Pti dotyku je pod kazi Casto pohyblivy Pti dotyku je pod kiizi pevné€ na misté

Neohrozuje zivot Muze byt pro zivot ohrozujici

Muze ¢i nemusi vyzadovat 1écbu Lécba je vyzadovana

2.5  Faktory ovlivitujici nadorové bujeni

Nadorové buiky se od zdravych lisi svymi vlastnostmi, které jsou nasledkem
genetickych zmén u nadorovych bunék. Genetické zmeény bunék mohou byt vyvolavany

raznymi faktory.

2.5.1 Vék a bunécéné starnuti

Nadorova onemocnéni jsou nejcastéjsi pfi¢inou umrti ve vys§im véku. S vékem
piibyva mnozstvi nadort, v zavislosti na genetickych mutacich, tibytku funkce a zmény
struktury tkani. Vétsi vyskyt nadorovych onemocnéni ve vyssich vékovych skupinach
souvisi s del§im ¢asovym obdobim piisobeni kancerogennich (rakovinotvornych) faktora.
Cim déle pasobi tyto rakovinotvorné faktory, tim narista pravdépodobnost, Ze dojde
k poruse informacniho centra buiky. Zdravé bunky starnouciho organismu nejsou
schopny se opakovanym utokiim branit a tyto zmény opravit. Ztrata a naruSeni

kontrolniho systému bunék vede ke vzniku nadorového bujeni (Petruzelka, 2007).

2.5.2 Vv dédi¢nosti
Kazdy typ nadorového onemocnéni se mize vyskytovat dédicné i sporadicky.
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Asi 5-10 % nadort muze mit dédi¢nou pfi¢inu. Jedna se napfiklad o mutaci gent

BRCA -1 nebo BRCA-2, které zodpovidaji za rakovinu prsu ¢i vajecnikt. Kazdy typ
nadorového onemocnéni je zapii¢inén poskozenim genti a mize se vyskytovat dédi¢né

1 sporadicky. Pokud je z pfedchozi generace chyba v genech a nador v raném véku vznika,
mluvime o dédicné predispozici k nadoru. Nékteré mutace gentt mohou také zplisobit
vzacné nadory — détské nadory oka (retinoblastom), détské nadory ledviny (Wilmstuv
nador), familiarni adenomatézni polypdzu s tvorbou mnohocetnych polypt v tlustém
sttevé nebo Li-Fraumeniho syndrom. Mnoho lidi, ktefi onemocni rakovinou prsu,
vajeCnikd nebo tlustého stieva, nema dédi¢nou formu a zarodecnou mutaci v dilezitych
genech. Dokonce i pokud se v roding vyskytlo vice pfibuznych se stejnym onemocnénim,
muze to byt stale dilem nahody, nikoliv dédi¢nosti. Mnohé nadory jsou v populaci tak
Casté, ze je pravdépodobné, ze se mohou v rodinach opakovat, obzvlasté pti podobném
zpusobu zivota. Pokud se nador objevi az ve vysSim véku, nejspiSe byva zpusoben

nahodné ziskanou mutaci (Foretova, 2021).

2.5.3 Faktory vnéjsiho prostiedi

Faktory vné&jsiho prostfedi jsou nejcastéjsi pii¢inou nadorového bujeni. Mezi tyto
faktory mizeme fadit nespravny zivotni styl, ptisobeni chemickych karcinogenti nebo

ionizujiciho zafeni, ale 1 hormonalni stimulaci.

2.6  Tumor supresorové geny

Jak jiz nazev napovidd, tumor — supresorové geny potlacuji vznik nadorového
onemocnéni. Jejich prvotni funkci je tedy regulace bunééného cyklu, ¢imz zabranuji, aby
se buika zacala nekontrolované délit. Na rozdil od onkogentd, musi byt ob& kopie tumor
— supresorového genu v buice vyfazeny z funkce (proto se muzeme také setkat s
ozna&enim — recesivni onkogeny), aby mohlo dojit k procesu maligni transformace (Sipek,

2010-2014).

Tabulka 2: Seznam nejznaméjsich tumor supresorovych genii, (zdroj: Cooper, 2000)

APC Rakovina stiev
BRCA1 Rakovina prsu a vajecniku
BRCA2 Rakovina prsu
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DPC4 Rakovina slinivky

INK4 Rakovina plic, melanom, nadory mozku,
leukémie

MADR2 Rakovina stiev

NF1 Neurofibrosarkom

NF2 Meningiom

P53 Nadory mozku, prsu, plic, jater, leukémie

PTC Bazocelularni karcinom

PTEN Nadory mozku, prostaty, ledvin, melanom,
rakovina plic

Rb Retinoblastom,

WHL Rakovina ledvin

WT1 Wilmsiv tumor

2.6.1 Obecné o tumor supresorovych genech

Mutace v tumor supresorovych genech maji recesivni charakter, proto je nachazime
hlavné u familiarnich syndromu, kdy si jedinec nese od poceti jednu vadnou alelu a staci
mu uz pak jen poSkodit alelu druhou a vznika problém. V kazdé somatické burice je
zhruba 40 tumor supresorovych gent. Aby se staly rakovinotvornymi, musi byt mutovany
obé jejich alely — proto také nesou nazev recesivni onkogeny. Na rozdil od mnohem
Castéjsiho sporadického retinoblastomu, kde se jedna o ndhodné mutace jedné a posléze
druhé alely v bunce sitnice, je u hereditarni formy jedna mutovana alela zdédéna.
Prislu$ny jedinec je heterozygot, u n¢hoz se zdédéna nadorova predispozice zatim
neprojevuje. Dojde-1i vS§ak k mutaci/eliminaci druhé alely, iniciuje se rozvoj nadorového

klonu bungk sitnice (Sipek, 2014).

2.6.2 Retinoblastovy gen

Prvné objeveny tumor supresorovy gen byl nazvan retinoblastomovy gen (RB1 gen)
a jeho produkt RB-protein (pRB). Vyskytuje se v kazdé burice, kde reguluje bunéény
cyklus déleni. RB gen byl identifikovan pfi studiich retinoblastomu, coz je détsky vzacny
syndrom oka. Za predpokladu, ze je onemocnéni detekovano vcas, lze retinoblastom
uspésné 1é¢it a mnoho pacientt prezije. V dusledku studii, bylo zji§téno, Ze nékteré
piipady retinoblastomu mohou byt dédi¢né a v 50 % téchto piipadi, se u déti postizenych

rodicl vyvine retinoblastom (Cooper, 2000).
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Female Male

Obrazek 1: Dédicnost retinoblastomu. PostiZeni a normdlni jednotlivci jsou oznaceni

fialovymi a zelenymi symboly (zdroj: Cooper,2000).

Funk¢ni povaha genu Rb jako negativniho regulatoru tumorigeneze byla puvodné
indikovana pozorovanim morfologie chromozomu. U nékterych retinoblastomt byly
nalezeny viditelné delece chromozomu 13q14, coz naznacuje, ze ztrata (nikoli aktivace)
genu Rb vedla k rozvoji nadoru (Cooper, 2000).

Fomn,\

= Qo
P o
. Deletion
Rt — — Ry
- =
Normal Retinoblastoma

Obrazek 2: Delece Rb v retinoblastomu. Mnoho retinoblastomit ma delece

chromozomdlniho lokusu (13q14), ktery obsahuje gen Rb (zdroj: Cooper,2000)

Prestoze byl Rb identifikovan u vzacnych détskych nadorovych onemocnéni, podili
se také na nékterych béznéjSich nadorech dospélych. Studie klonovaného genu zejména
prokazaly, ze Rb je ztracen nebo inaktivovan u mnoha karcinom mocového méchyfte,
prsu a plic. Charakterizace Rb jako tumor supresorového genu slouzila jako prototyp pro
identifikaci dalSich tumor supresorovych gent, které prispivaji k rozvoji mnoha riznych
lidskych rakovin. Neékteré z téchto gend byly identifikovany jako pfi¢iny vzacnych
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dédicnych rakovin, které hraji roli podobnou Rb v dédicném retinoblastomu. Jiné geny
potlacujici nador byly identifikovany jako geny, které jsou cCasto deletovany nebo
mutovany v béznych neinheritovanych rakovinach dospélych, jako je karcinom tlustého
stieva. V obou ptipadech se zda, ze vétsina nadorovych supresorovych gent se podili

na vzniku zdédénych 1 neinicitovanych forem rakoviny. Skute¢né se zda, ze mutace
nékterych nadorovych supresorovych gend jsou nejcastéj§imi molekularnimi zménami

vedoucimi k vyvoji lidského nadoru (Cooper, 2000).

2.6.3 Ostatni tumor supresorové geny

Druhym identifikovanym tumor supresorovym genem je p53, ktery je casto
inaktivovan u celé ftady lidskych rakovin, vcetné leukémii, lymfomu, sarkomu,
mozkovych nadort a karcinomti mnoha tkani, vetné€ prsu, tlustého stfeva a plic.

Stejné jako p53 jsou geny potlacujici nador INK4 a PTEN velmi ¢asto mutovany

v nékolika béznych rakovinach, v€etné rakoviny plic, rakoviny prostaty a melanomu.

U rakoviny tlustého stfeva jsou Casto odstranény nebo mutovany dva dalsi tumor
supresorové geny APC a MADR?2. Zdédéné mutace dalSich dvou tumor supresorovych
gent, BRCAI a BRCA2, jsou zodpovédné za dédi¢né piipady rakoviny prsu, které
predstavuji 5 az 10 % z celkového vyskytu rakoviny prsu. Dalsi tumor supresorové geny
se podileji na vyvoji mozkovych nadora, rakoviny pankreatu a bazocelularnich koznich
karcinomu, stejné€ jako u né€kolika vzacnych dédi¢nych rakovinnych syndromu, jako je
Wilmsav nador. Pocet identifikovanych nadorovych supresorovych gent se rychle
rozsifuje a charakterizace té€chto gentl zistava aktivni oblasti vyzkumu rakoviny (Cooper,

2000).

2.7  Tumor supresorovy gen TP53 a protein p53

Gen TP53 je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 17, konkrétné se jedna
o lokus 17p13.1. Jeho 11 exonl a 20 intronu celkem koduje 393 aminokyselin. Tumor
supresorovy protein p53 je lokalizovan v jadru bunék po uplném téle, kde se vaze pfimo
na DNA. Vétsina bunécnych procesu fizenych p53 zavisi na jeho schopnosti aktivovat
transkripci cilovych gend. Pro ucinnou aktivaci transkripce je nutné, aby vznikl tetramer

pS53 (Strachan and Read, 1999).
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Obecné gen TP53 funguje jako transkripéni faktor, ktery je stabilizovan a aktivovan
riznymi genotoxickymi a bunéénymi stresovymi signaly, jako je poskozeni DNA,
hypoxie, aktivace onkogenu a deprivace zivin, coz nasledné vede k zastaveni bunééného

cyklu, apoptoze, starnuti a metabolické adaptaci (Curr Drug Targets, 2014).

2.7.1 Historie

Pred nékolika desitkami let, pfesnéji v roce 1979, Ctyfi laboratofe v Londyneg,
odhalily existenci proteinu p53. VSichni, ktefi na tomto védeckém vyzkumu pracovali,
kazdy sjinym experimentalnim postupem, dospéli k zavéru. Byl nalezen protein p53
v transformovanych bunkach v komplexu s T — antigenem SV40 (Simian Virus 40).
Zpocatku se zdalo, ze jde o onkogen, kvili jeho vysoké expresi v nadorovych tkanich,
avSak v téchto pocatecnich studiich byla pro vyzkum pouzita cDNA (complementary
DNA) s mutovanou formou p53. V roce 1989 se ukazalo, ze mutace v klonech cDNA p53
vedly k buné¢né transformaci a protein p53 branil transformaci a fungoval jako supresor
nadoru. Od roku 1989 byl p53 oznacovan jako tumor supresorovy gen, ktery zabraiuje

rakoviné (Weinberg, 2019).

2.7.2 Struktura genu p53

Pted par lety byly objeveny dva geny, které se fadi do takzvané ,,rodiny p53“. Jedna
se o geny p63 a p73, které nejen ze se mohou vazat na vazebna mista DNA p53, ale jsou
si s genem TP53 i strukturné velmi podobné (Genes Dev. 2005).

TP53, ktery obsahuje 393 aminokyselin a Ize jej rozdélit do né€kolika funk¢nich
domén. Jedna se o N — koncovou doménu, centralni doménu a C — koncovou doménu
(Cheéne, 2001).

Na obou koncovych doménach probihaji posttranslacni upravy proteinu, jako jsou
acetylace a fosforylace (Biochem. J. ,2000).

Gen p53, stejné jako geny p73 a p63, obsahuje vnitini promotor a mize piepisovat
Sest riznych mRNA v normalni lidské tkani, které mohou kddovat alespon Sest izoforem

proteinu p53 (Genes Dev. 2005).
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2.7.2.1 N —koncova doména

Nazev N — koncova doména je oznacCeni pro konec proteinu, ktery konci aminovou
skupinou.

Tato doména obsahuje dalsi dvé domény:

e Transaktivacni doména (TAD — Transactivation Domain, aa 1-43)

e Doména bohata na proliny (PRD — Proline Rich Domain, aa 61-94) (Biochem.
J. 2000; Alberts, et al., 2002)

2.7.2.2 Centralni doména

DBD (aa 110-286) — DNA vazebna doména

Zhruba 80-90 % vSech mutaci genu je koncentrovano do této domény, pfi¢emz se zde
nachazi nékolik , hot spot® mist. Tyto mutace vyznamné zvySuji nadorovy potencial
bunék kvuli nezplsobilosti p53 vazat se na cilovou DNA (Biochem. J. 2000; Hol¢akova
2008).

2.7.2.3 C —koncova doména

Nazev C — koncova doména je oznaceni pro konec proteinu, ktery kon¢i karboxylovou
skupinou.

Tato doména dale obsahuje dvé domény:

e 4D, OD, OLD (aa — 326 — 355) — tetrameriza¢ni doména
e regula¢ni doména (aa 363-393)

Tetrameriza¢ni doména neboli oligomerizacni doména, umozni uspofadani tohoto
proteinu do Ctyt molekul p53 tetrameru, a je nepostradatelna pro protein — proteinoveé
interakce, posttranslacni modifikace, zanik p53 a pro navazani DNA (Biochem. J.
2000).

Tato doména umoziiuje vytvareni tetrametrti pS3 a dalSich oligomerd, dilezitych pro

spravny chod p53 (Holcakova, 2008).

2.7.3 Funkce genu p53

Gen p53 byva Casto oznacovan jako ,,strazce genomu™ a to diky své ochranné funkci.
Béhem bunécného cyklu ma na starost prenos neporusené genetické informace
(Simeckova, 2011).

Protein p53 se fadi do takzvané , proteinové rodiny*, ktera pojimaje v prvé radé p53

a dale se jedna o p63 a p73. Tyto 3 proteiny si jsou velmi podobné, co se tyka struktury a
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funkci. Zda se, ze p53 u vysSich organismu brani rozvoji nadort, zatimco p63 a p73 se

uplatiiuji v normalnim vyvoji.

2.7.4 Li-Fraumeni syndrom

Li-Fraumeniho syndrom nese jméno podle americkych lékait, ktefi praveé tento
syndrom objevili. Jednalo se o Dr. Fredericka Pei Li a Dr. Josepha F. Fraumeni jr. Tito
dva lekati syndrom poprvé popsali v roce 1969 na Narodnim onkologickém institutu.

Li-Fraumeni syndrom (LFS) je dédi¢na familiarni predispozice k Sirokému spektru
urcitych, casto vzacnych, karcinomt. To je zpusobeno zménou (mutaci) v tumor
supresorovém genu 7P53. Vysledny protein p53 produkovany genem je poSkozen nebo
jistym zpisobem znefunk¢nén a neni schopen zabranit vzniku malignich nadori. Déti a
mladi dospéli jsou nachylni k rozvoji nékolika riznych druhti karcinomu, zejména
sarkoma mékkych tkani a kosti, rakoviny prsu, mozkovych nadort, adrenokortikalniho
karcinomu a akutni leukémie. Dalsi rakoviny pozorované u pacienti s LFS zahrnuji
rakovinu gastrointestinalniho traktu a rakovinu plic, ledvin, §titné Zlazy a kize, stejné
jako v gonadalnich organech (vajecnikua, varlat a prostaty). Je dalezité si uvédomit, Ze ne
u kazdého s mutaci genu TP53 se nutné vyvine rakovina, ale rizika jsou podstatné vyssi
nez u bézné populace. Diagnoza LFS je kriticky dulezita, aby postizené rodiny mohly
vyhledat vhodné genetické poradenstvi a také dohled pro vCasnou detekci karcinomu

(ASCO, 2005-2022).

2.7.5 Mutace a delece v genu p 53

Protein p53 za urcitych fyziologickych podminek, prostfednictvim svych cilovych
gentl zprostiedkovava adekvatni reakci bunky na nejriizngjsi typy stresu, jako je napiiklad
poskozeni DNA, nedostatek kysliku, hladovéni. Tento protein zastavi bunécny cyklus,
zah4ji mechanismy opravujici DNA, ¢i vyvola programovanou bunéénou smrt, ktera znici
nehodici se buiikky. Mutace genu TP53 narusuji funkci tohoto proteinu a nasledkem je
tedy nedostatecna ochranu pied vznikem nadorovych onemocnéni. Diky tomu je gen
TP53 zasadnim nadorovym supresorem, ktery znac¢né€ chrani buriku pfed nadorovym

onemocnénim (émardové, Koptikova, 2014).
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2.7.5.1 Inaktivace proteinu p53

Inaktivace tumor-supresorovych genu je jednim z kliCovych charakteristickych
znakll tumoru. Inaktivace u proteinu p53 se zcela lisi od inaktivace jinych nadorovych
supresoru (Strano, et. al., 2007).

Na rozdil od jinych tumor-supresorovych gent je TP53 inaktivovan missense
mutacemi, tedy takovymi mutacemi v genetickém kodu, kdy dusledkem je transformace
struktury polypeptidového vlakna, u poloviny vSech lidskych rakovin. Pouze jedina
izolovana missense mutace muze byt pficinou vazné destrukce struktury tohoto proteinu
a narusit fyziologické funkce v t&le (Stefanek, 2011).

U jinych tumor-supresorovych gent inaktivace zpusobuje syntézu proteinu

v nekompletni podob€, nebo tplnou ztratu proteinu (Strano, et al., 2007).

2.7.5.2  Cestnost, vyskyt a typy mutaci proteinu p53

Mutace genu TP53 byly zistény u témer 50 % lidi, trpicich onkologickym
onemocnénim. Tyto genové aberace jsou vétSinou mutace missense, lokalizované
prevazné v DNA — vazebné doméng, a zde ztraci schopnost vazani se na DNA (Smardova,

et. al., 2005).

2.7.5.3 Somatické mutace TP53

Vétsina vSech mutaci genu 7P53 jsou mutace somatické. Somatické mutace jsou
pusobeny nahodilym vznikem chyb postupem zivota v nékterych genech v urcité burice.
Kdyz dojde u buiiky k nekontrolovanému déleni, dochazi k nahromadéni zmutovanych
bunék, vzniku rakoviny a také Casto dochazi k metastazovani do odlehlejSich casti téla.
Vétsina téchto somatickych mutaci jsou tzv. missense mutace neboli bodové mutace v
DNA-vazebné doméné. Somatické mutace zasahuji tkan¢€ a organy, do potomstva se

nepienaseji (Petitjea, et. al, 2007).

2.7.5.4 Zarodecéné mutace TP53

Na rozdil od somatickych mutaci, pokud je mutace genu TP53 pfenesena

pohlavnimi burikami na potomka a je pfitomna ve vSech jeho buiikach, nacez se jedna o
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zarode¢nou mutaci 7P53. Takto postizeni jednotlivci maji dédi¢nou predispozici k

nadortiim zpisobenym mutovanym TP53 (Petitjea, et. al, 2007).
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3 Prakticka cast

3.1  Cile prace

1) Optimalizace metody PCR pro amplifikaci urc¢itého useku genu TP53
2) Sekvenovani daného tiseku genu TP53 u skupin jedinct s karcinomem v rodinné
anamnéze a u kontrolni skupiny

3) Analyza a zpracovani sekvenacnich dat

3.2  Informace o pracovisti

Prakticka ¢ast mé bakalarské prace byla provedena v laboratofi na Zdravotné socialni
fakult& JihoGeské univerzity Ceskych Bud&jovicich, J. Boreckého 1167/27, 370 11 Ceské

Budéjovice pod odbornym vedenim Ing. Tomase Nixe, Ph. D.

3.3  Vyzkumny material

Cilem prace byla optimalizace metody PCR k vySetieni genu TP53 a zjisténi
zastoupeni patogennich mutaci v analyzovaném useku genu T7P53 u jedincu
s karcinomem v rodinné anamnéze. K vysetieni jsme méla k dispozici vzorky DNA, které
jsem izolovala z bukalnich stéri od skupiny respondenti se zaznamem karcinomu
v rodinné anamnéze a od kontrolni skupiny respondenti bez zaznamu karcinomu

v rodinné anamnéze.

3.3.1 Anamnéza respondenti

3.3.1.1 Skupina respondentit s karcinomem v rodiné

Tabulka 3: Prehledny seznam anamnéz probandii (zdroj: viastni)

Anamnéza respondenta

1. | Zena 41 let, prarodice umrti na karcinom plic, matky sestra umrti na karcinom

délozniho ¢ipku

2. | Zena, 63 let, sestra umrti na karcinom délozniho ¢ipku, rodice imrti na karcinom

plic. Ona sama ma Sesti nasobek nadorovych markert.
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3. | Zena, 34 let, sestra a matka karcinom §titné zlazy, babicka karcinom délozniho
¢ipku a myomy

4. | Zena, 21 let, praprarodi¢e mrti na rakovinu plic a malobuné&ény karcinom plic

5. | Muz, 65 let, rodi¢e umrti na, pro n€j neznamy, karcinom

6. | Muz, 37 let, otec umrti na karcinom slinivky, matka karcinom de¢lozniho ¢ipku,
dédecek umrti na leukémii

7. | Zena, 31 let, otec melanom, babicka imrti na karcinom prsu

8. | Muz, 40 let, dédecCek umrti na karcinom tlustého stieva

9. | Zena, 21 let, dédetek tmrti na karcinom hlasivek, nasledné metastazovani do
celého hrudniku

10. | Zena, 21 let, otec zhoubny melanom

11. | Zena, 22 let, otec a bratr zhoubny melanom

12. | Muz, 33 let, karcinom rtu

13. | Zena, 22 let, babicka umrti na mozkové metastazy

14. | Zena, 23 let, dédedek umrti na nador tlustého stieva a kone&niku

15. | Muz, 42 let, otec nador jicnu

3.3.1.2 Kontrolni skupina

Kontrolni skupina se sklada z 15 ti respondentt, ktefi nejsou obeznameni s tim, ze

by v jeho rodinné anamnéze byl zdznam karcinomu.

3.4

PouZité vybaveni a spotiebni materidl k provedeni vyzkumné Casti

e Automatické mikropipety

e Minicentrifuga

e Vortex mixer

e Stojanky na zkumavky a mikrozkumavky
e Rukavice

e Spi¢ky na automatické mikropipety

e Laboratorni termostat

e Termocykler MJ Mini Gradient Thermal Cycler, BIO-RAD
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e Laboratorni predvazky
e Mikrovlnna trouba
o Elektroforeticka vana (Major Sciences)

e UVlIsave HDS Uvitec Cambridge

3.5 Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice

Izolaci DNA jsem provedla z bukalnich stért, tedy z vnitini strany tvafe. Vzorky
jsem odebrala respondentiim, ktefi byli ochotni a souhlasili s vySetfenim genu 7P53 pro
praktickou cast této bakalarské prace. Vysledky respondentd budou bezvyhradné
anonymni a nebudou s nimi obeznameni, jelikoz tato laboratof nema pravo vysledky
kdekoliv prezentovat. K izolaci DNA z odebraného vzorku jsem pouzila komercni sadu

pro izolaci DNA z télnich tekutin od firmy Generi Biotech.

Vhodny typ materialu: Stér bukalni sliznice
Dfive nez jsem zacala:

e Nastavila jsem si laboratorni termostat na 70 °C
e Priedehrala jsem si Elution Buffer BL4 na 70 °C

e Me¢la jsem k dispozici 200 ul PBS roztoku na kazdy vzorek

3.5.1 Reagencie

e Buffer BL1

e Wash Buffer BL 2

e Wash Buffer BL 3

e Wash Buffer BL 4 (elu¢ni)
e PBS

e Proteinaza K

e Ethanol 96%

3.5.2 Lyzavzorku

e stérovy material se vzorkem stéru bukalni sliznice jsem umistila do 2ml

zkumavky, ktera neni soucasti kitu.
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e piidala jsem 200 pl deionizované vody, 200 ul Buffer BL1 a 25 pl Proteinazy
K

e fadné jsem promichala na vortexu (20 s)

e inkubovala jsem v termostatu pii 70 °C / 15 min

e pred otevienim bylo nutné vzorek promichat a kratce stocit (3000 x g, 5 s)

e vzorek jsem pfenesla do nové 1,5ml zkumavky, kterd neni soucasti kitu a

odstranila jsem stérovy material

3.5.3 Pridani ethanolu

e pfidala jsem 210 pl ethanolu (96 %)

e promichala jsem na vortexu a kratce stocila (3000 x g, 5 s)

3.5.4 Navazani DNA

e pro kazdy vzorek jsem si zizola¢niho kitu pfipravila jednu kolonku a dvé
sbérné zkumavky pro promyvaci kroky

e na kolonku umisténou ve 2ml sbémmé zkumavce jsem prepipetovala 600 ul
vzorku

e centrifugovala jsem 1 min/ 11 000 x g

e sbérnou zkumavku s filtratem jsem odstranila a kolonku vlozila do nové

sbérné zkumavky

3.5.5 Promyvaci krok

¢ na kolonku jsem napipetovala 500 ul Buffer BL2

e centrifugovala jsem 1 min/ 11 000 x g

e tekutina ze sbérné zkumavky jsem vylila a kolonku vlozila zpét do sbérné
zkumavky

¢ na kolonku jsem napipetovala 600 ul Wash Buffer BL.3

e centrifugovala jsem 2 min/ 11 000 x g

e sbérnou zkumavku s filtratem jsem odstranila a kolonku vlozila do nové

oznacené 1,5 ml zkumavky, kterd neni soucasti izola¢niho kitu
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3.5.6 Eluéni roztok

3.6 Meéieni koncentrace DNA

Pro dalsi praci s naizolovanou DNA je nutné zméfit jeji koncentraci. Koncentraci

DNA jsem meéfila na pfistroji Colibri Microvolume Spectrometer. Méfila jsem 1 pl

pifimo na stfed kolonky jsem napipetovala 30 pul predehratého Buffer BL4
(70 °C)

o Pozn.: Objem Buffer BL 4 jsem snizila ze 100 pl na 30 pl za Gcelem

snizeni koncentrace DNA

inkubovala jsem 1 min pfi laboratorni teploté

centrifugovala jsem 1 min/ 11 000 x g

odstranila jsem kolonku
Cista genomova DNA jiz byla pfipravena k dal§imu pouziti

(Generi Biotech, 2015)

vzorku DNA proti 1 pl Buffer BL 4 roztoku.

Tabulka 4: Prehledny seznam namérenych koncentraci izolovanych DNA (zdroj:

viastni)
Mefteni koncentrace DNA u skupiny respondentil s karcinomem v anamnéze
Oznacenti 1. Koncentrace 2. Koncentrace DNA | Aritmeticky
vzorku DNA [ng/ul] [ng/ul] prumeér
vz. 1 58,12 56,66 57,39
vz.2 74,24 74,34 74,29
vz. 3 12,76 10,52 11,64
vz. 4 51,55 52,36 51,955
vz.5 37,11 37,24 37,175
vz. 6 85,94 81,47 83,705
vz. 7 45,13 45,67 454
vz. 8 41,09 46,09 43,59
vz. 9 21,46 19,38 20,42
vz. 10 54,22 59,63 56,93
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vz. 11 22,96 22,38 22,67
vz. 12 30,10 29,83 29,97
vz. 13 83,98 83,14 83,56
vz 14 57,13 54,87 56

vz. 15 40,33 39,24 39,785

Tabulka 5: Prehledny seznam namérenych koncentraci izolovanych DNA (zdroj:

viastni)
Meéfeni koncentrace DNA u kontrolni skupiny
Oznacenti 1. Koncentrace 2. Koncentrace DNA | Aritmeticky
vzorku DNA [ng/ul] [ng/ul] prumeér
vz. A 45,07 44,50 4479
vz. B 92,45 91,93 92,18
vz. C 22,38 19,78 21,08
vz. D 19,03 24,32 21,68
vz. E 39,01 42,17 40,59
vz. F 88,07 91,29 89,68
vz. G 25,46 27,95 26,705
vz. H 21,81 23,47 22,64
vz. 1 53,48 57,13 55,305
vz.] 67,81 70,49 69,15
vz. K 13,11 15,43 14,27
vz.L 22,89 24,47 23,68
vz. M 41,31 46,27 43,79
vz N 89,13 87,48 88,305
vz. O 23,78 2391 23,845

3.7  Navrieni primeri

Primery pro pouziti k PCR museji byt velmi specifické. Z tohoto davodu jsem si
nejprve nasla v internetové databazi https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ mnou vysetfovany
gen TP53, resp. cast genu TP53, v mém piipadé exon 11. V internetové databazi NCBI

jsem si zadala vyhledavany gen s podminkou, ze hledam , nukleotid* a zji§tuji ho u
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,,homo sapiens“. Nalezeny gen jsem si zobrazila v grafické podob¢, abych 1épe vidéla
velikost vybraného exonu 11, se kterym budu nadale pracovat. (Exon je na grafu

vyznaceny ¢ernou barvou v pravém dolnim rohu).
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Obrazek 3: Graficka podoba genu TP353 (zdroj: viastni)

Pro navrzeni specifickych primert je nutné pracovat s programem Primer — BLAST,
ktery pomaha uzivatelim navrhnout specifické primery, které potiebuji. Primer-BLAST
nabizi flexibilitu pro pfizpiisobeni potfebam rtiznych navrhu vlastnich primert. Uzivatelé
si mohou bud navrhnout nové primery nebo zjistit a zkontrolovat specificnost jiz
existujicich primert. S mym vedoucim jsme zvolili druhou moznost, tedy zjistili jsme
z osvédcenych zdroju, jaké jsou specifické cilové primery pro exon 11 u genu p53 a
zkontrolovali si specificnost vyrobenych primerd. Primery byly syntetizovany na zakazku
firmou Generi Biotech a byly navrzeny tak, aby se zajistilo osekvenovani celého

pozadovaného exonu 11 genu p53.

11 tccegttgtocccagectt 476 58

taacccttaactgcaagaacat

Obrazek 4: Podoba specifickych primerii pro exon 11, celkova délka produktu a
specificka teplota pro naseddni primerii pii PCR. (zdroj: PNAS, 2006)
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3.8  PCR (Polymerdzova retézova reakce)

Polymerazova fetézova reakce je metoda, ktera se vyuziva v molekularni biologii za
ucel vytvoreni mnoha kopii neboli amplifikaci malych segmenti DNA nebo RNA.
Pomoci PCR je mozné vytvofit tisice az miliony kopii urc¢itého useku DNA z velmi
malého mnozstvi DNA. (Roche, 2021)

PCR je bézna metoda vyuzivand v lékarskych a biologickych vyzkumnych
laboratofich. Pouziva se v ranych fazich zpracovani DNA pro sekvenovani, detekci
pritomnosti nebo nepfitomnosti genu, ktery pomaha identifikovat patogeny, béhem
infekce, a pfi generovani forenznich profild DNA z malych vzorkii DNA. (yourgenome,

2017)

I I I
] primer
I
double-stranded
DNA I [ I
Denaturing Annealing Extending
stage stage stage
94-95°C 50-56°C 72°C

Obrdzek 5: Snimek zobrazujici hlavni kroky metody PCR (zdroj: yourgenom, 2017)

3.8.1 Princip

Principy kazdé polymerazové fetézové reakce, jsou stejné, bez ohledu na vzorek.
K vytvoreni této reakce je zapottebi pet zakladnich véci. Témi jsou:

e DNA templat — je v molekularni biologii oznaceni pro jednofetézcovou
DNA, ktery je vyuzivan jako zdroj informaci pfi tvorbé kopii téchto
nukleovych kyselin. (Kodicek, 2007)

e Primery — kratké useky DNA, které iniciuji reakci PCR, navrzené tak, aby se
navazaly na obé€ strany ¢astt DNA.

e Nukleotidové baze — Adenin, Cytosin, Guanin a Tyrosin jsou stavebnimi

kameny DNA a jsou potebné k vytvoreni nového fetézce DNA.

30



e Enzym Taq polymeraza — pro vytvoreni nového vlakna DNA

e Pufr — pro zajisténi spravnych podminek pro reakci

PCR zahrnuje proces zahiivani a chlazeni nazyvany tepelné cyklovani, které je
provadéno strojem zvanym Thermocycler, kdy se tento cyklus opakuje 35x. (Bartova,

2011; yourgenom, 2017)

3.8.2 Denaturace

Zahtatim DNA na teplotu kolem 95 °C se rozpadnou vodikové mustky mezi vlakny

DNA, ¢imz se dsDNA rozdéli na ssDNA. (Smarda, 2005)

3.8.3 Annealing

Pfi annealingu neboli hybridizaci se reakéni smés ochladi a probiha pii teploté 50-
60 °C, v naSem pripadée ptipade pii 58 °C. Jednotetézové molekuly po tomto ochlazeni
opét renaturuji. Toto ochlazeni umozni primerim navazat se na specifické misto ssSDNA

prostfednictvim vodikovych mustku. (yourgenom, 2017)

3.8.4 Elongace

Syntéza novych fetézci probiha pfi teplote 65—75 °C. Oligonukleotidy, které dosedly
na jednofetézcovou DNA (templat) v predeslém kroku, slouzi v tomto kroku jako primery
pro DNA polymerasu. Od jejich 3’-konce =zaind syntéza nového fetézce

komplementarniho s templatem. (Smarda, 2005)

3.8.5 Reagencie

e DNA

e MasterMix Combi PPP obsahujici Tag DNA polymerazu a nukleotidy od firmy
Top — Bio

e Primer reverse

e Primer forward

e PCR voda

e Pufr TBE
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3.8.6 Pracovni postup

V laminarnim boxu jsem si do stojanku pfipravila mikrozkumavky typu Eppendorf
o objemu 0,2 ml, které jsem si nechala sterilizovat UV svétlem. Mikrozkumavky
Eppendorf jsem si popsala lihovym fixem po strané i na vicko, jelikoz v termocycleru se
stava, ze pusobenim tepla se se mohou napsana Cisla smazat.

Pred samotnym postupem prace pro PCR jsem se seznamila se specifickymi primery,
ke kterym jsem obdrzela informacni karticky. Oba primery jsem dostala v pevné fazi a
pro jejich vyuziti je bylo tfeba smisit s objemem vody, ktery byl uveden na informacni

karti¢ce (viz Obrazek 6 a 7).

Obrazek 7: Informacni karticka k primeru reverse (zdroj: viastni)
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PCR reakce byla provadéna v celkovém objemu 15 pl. Do kazdé mikrozkumavky
jsem napipetovala 7,5 ul MasterMixu, zelen¢ zabarveny, dale 1,5 pl Forward primeru,
1,5 ul Reverse primeru a 2,5 ul PCR vody. Do kazdé zkumavky, do které jsem ptidala
smes vySe popsanou jsem také napipetovala 2 ul DNA. Mnozstvi DNA jsem upravovala
v zavislosti na jeji koncentraci. Pokud se jednalo o koncentraci 20—60 pipetovala jsem 2
ul, pokud koncentrace byla nizsi, pipetovala jsem 3 pl. Naopak kdyz koncentrace byla
vyssi volila jsem 1-1,5 pl.

Samotna PCR reakce probihala v termocykleru. Pouzila jsem tento teplotni profil:

o pocatecni denaturace 95 °C 10 min
o denaturace 95°C 30s
o annealing 58 °C 30 s
o extenze 72 °C 1 min
o konec¢na extenze 72 °C 10 min; pocet cykla 35.
Kontrolu uspésnosti amplifikace jsem provedena pomoci gelové elektroforézy na

agarozovém gelu.

3.9  Elektroforéza

Tato metoda je vyuzivana k odde€leni malych ¢asti DNA nebo i jinych makromolekul,
jako je napiiklad RNA nebo bilkoviny. Princip oddélovani fragmenta zalezi na velikosti
a naboji zkoumanych makromolekul. Tato metoda zahrnuje protékani proudu gelem. Na
zakladé velikosti a naboje budou molekuly cestovat gelem rtiznou rychlosti a riznym
smérem, coz vede k oddéleni ¢asti od sebe. Molekuly DNA maji stejny naboj, z tohoto
divodu se DNA fragmenty oddéluji pouze na zakladé velikosti. Pomoci elektroforézy
muzeme zjistit kolik fragmentii DNA je pfitomnych ve vzorku a jak jsou vzajemné vuci

sobé velké (Khan Academy, 2021).

3.9.1 Reagencie

e Agardza (SERVA)
e TBE 1 pufr
e Ethidium Bromid (SERVA)
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3.9.2  Pracovni postup

Pro vyrobu elektroforézniho gelu jsem pouzila TBE 1 pufr. Pro mou potiebu jsem
pouzila 150 ml pufru. Navazila jsem si 3 g agarozy a kvantitativné jsem jej prevedla do
Erlenmeyerovy baiky spolecné se 150 ml TBE 1v% pufru. Tento roztok jsem vlozila do
mikrovlnné trouby a zahfivala jej, do té doby, nez se agar6za zcela rozpustila a roztok byl
¢iry. Zahtaty gel jsem dale chladila pod tekouci vodou na 70 °C a pfidala do n¢j 8 ul
ethidium bromid. Pro manipulaci s ethidium bromid jsem pouzivala rukavice a pracovala
zodpovédng, jelikoz se povazuje za mutagen, protoze se interkaluje do DNA, coZ méni
jeji strukturu. Ethidium bromid je zde vyuZzivan pro vizualizaci fragmentd DNA. Tekuty
gel jsem vylila do formy na tuhnuti gelu a pfidala hiebinek, aby se v gelu nasledné
vytvorily jamky pro umisténi vzorku. Vzorky po PCR jsem nékolikrat za sebou
zvortexovala a stocila na minicentrifuze. Do prvni jamky elektroforézniho gelu jsem
napipetovala 5 ul DNA Leaderu a do dalSich jamek 5 ul vzorki DNA. Gel jsem vlozila
do elektroforetické vany zaviela jsem ji vikem a napojila elektrody. Tento pfistroj jsem

nastavila na 80 V a 25 minut. Po tomto procesu jsem gel pfesunula na UV lampu a

zdokumentovala vysledek.

L1 5 7 13

Obrazek 8: Pritbéh elektroforézy (zdroj: viastni)

Elektroforézu jsem provadéla opakované i u stejnych vzorka vzhledem k tomu, ze
po prvni elektroforéze nebyly znatelné prouzky pod UV svétlem. Na Obrazku 8 jsou proto
uvedeny vzorky 1,5,7,13 a E, F, H, u kterych jsem musela opakovat PCR jako u n¢kolika
dalSich. Svétlé prouzky na elektroforéznim gelu znaci, ze PCR se povedla a vzorek je
ptipraven k dalSimu pouzivani, v mém piipadé k precisténi a dale k sekvenovani. Vzorky,
které nevytvorily tzv. band jsem k sekvenci neposilala, jelikoz to bylo zbytecné.
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3.10 Cisténi PCR produktii za pouziti Enzymatic PCR cleanup using

Exonuclease I and Shrimp Alkaline Phosphatase

Diky této metodé jsem mohla precistit mé PCR produkty od prebyte¢nych primert
z predeslé PCR reakce. K vycisténi PCR produktu jsou dilezité 2 enzymy.
e Exonukleaza (Exo I, 0,5 pul)
e Shrim alkalicka fosfataza (rSAP, 1 ul)
Produkty PCR jsem enzymaticky piecistila v termocycleru po dobu 15 minut pfi
teploté 37 °C. Dale jsem zvysila teplotu na 80 °C, aby se enzymy inaktivovaly.

3.11 Priprava vzorku na sekvenaci

Vsechny vzorky, u kterych mi spravné vysla PCR metoda, jsem si zkompletovala a
dala si je do jiného stojanku, aby nedoslo k zaméné se vzorky, u kterych PCR neprobéhla.
Ptipravila jsem si mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a pfelepila je barcodem od firmy
GenSeq. Druhou ¢ast jsem si vliepila do mého poznamkového bloku, abych pozdéji védéla,
o jaky vzorek se jedna. Pro kazdy vzorek jsem méla pripravené dvé zkumavky, pro primer
forward a druhou pro primer reverse. Do kazdé zkumavky jsem napipetovala Spul
prislusného nafedéného primeru a do kazdé pak 1ul PCR produktu, v ptipadé vyssich ¢i
nizSich hodnot, jsem tento objem ménila. Do pfislusného objemu 10 pl jsem jej doplila
PCR vodou. Nasledné jsem zkumavky radné uzaviela. Takto pfipravené mikrozkumavky
jsem vlozila do laminarniho boxu vySe zminované firmy Genseq na Akademii véd
v arealu JihoCeské univerzity. Vysledky sekvenace byly zhruba do 3 pracovnich dna po

pfihlaSeni dostupné na webovych strankach této firmy.

3.12 Metoda Sangerovo sekvenovdni

Sekvenovani DNA je oznaceni pro biochemické metody, kterymi se zjistuje poradi
nukleovych bazi (adenin, cytosin, guanin, thymin) v sekvencich DNA. Tyto sekvence
jsou dulezitou soucasti dédicné informace v jadru buriky (Raclavsky, 2003).

Vzorek DNA, ktery je pfipraven k sekvenaci se smich4d ve zkumavce s primerem,
DNA polymerazou a DNA nukleotidy (dATP, dTTP, dGTP a dCTP). Poté se do
zkumavky pfidaji Ctyfi fluorescencné znacené dideoxynukleotidy, které pii navazani,
ukoncuji syntézu fetézce. Tato smés se nejdiive zahfeje, aby doSlo k denaturaci

templatové DNA. Pfi procesu denaturace se od sebe oddéli vlakna DNA. Poté se smés
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ochladi, kvuli tomu, aby doslo k navazani primeru na jednoretézovy templat. Kdyz dojde
k navazani primeru, teplota se opétovné zvysi, coz umoznuje DNA polymeraze
syntetizovat novou DNA. Vysledkem Sangerova sekvenovani je smés jinak dlouhych
sekvenci DNA, které zacinaji primerem a kon¢i urcitym dideoxynukleotidem (Nature

Education, 2014).

PCR comaining fluorescent, chain-terminating dideoxynucieotide triphosphates

= [ Tir ]

O Ceesramss

Capillary electrophoresis 120 130
ACTGCTTGCAGCA

Obrdzek 9: Metoda Sangerovo sekvenovani (zdroj: Biogen, 2022)
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4  Vysledky

Vysettila jsem 30 vybranych jedinct, od kterych byl ziskan a osekvenovan exon 11
genu TP53. V této praci bylo nutné odebrat vzorky, izolovat DNA a zméfit jeji
koncentraci, metoda PCR, elektroforéza, enzymatické precisténi PCR produkta a ptiprava
konec¢ného produktu k sekvenaci. Druhym cilem mé praktické casti bylo porovnat 40
sekvenci genu TP53 (20 sekvenci forward a 20 sekvenci), tedy u vzorka, kde probéhla

PCR. Poslednim cilem bylo, zhodnotit pfipadné nalezené mutace v tomto genu.

4.1 Hodnoceni sekvenci

Osekvenované vzorky firmou GenSeq byly dostupné na strankach této firmy, kde
jsem si mé vzorky dokazala vyhledat pomoci barcodu. Sekvence jsem hodnotila ve
formatu PDF. Nejdfive jsem sekvence hodnotila ,,okometricky*, to znamena, ze jsem
v sekvenci vyhledavala rizné neshody, prekryvy pikl, které by mohly znadit
heterozygotni mutaci. Zpocatku jsem se u nekolika vzorkli domnivala, ze jde o
heterozygotni mutace, avS§ak muj vedouci mé upozornil, ze o heterozygotni mutace se
nejedna, jen je vzorek kontaminovan jinou DNA, proto tyto vzorky nemohly byt
hodnoceny, a proto v tabulce uvadim ,,Nelze hodnotit®.

Po vyhodnoceni heterozygotnich mutaci jsem presla k hodnoceni mutaci
homozygotnich pomoci programu NCBI Blast, kam jsem zkopirovala osekvenovanou
cast exonu. Vysledek se zde ukaze jako procentudlni shoda a obrazek osekvenovaného

genu s nukleotidy a grafem.

VAN ANV AN A

SAGGACTTCCATTTGCTTTGTCCCABGBABAGCTCCACTGAAC

Obrazek 10: Ukazka sekvence genu TP53 forward mezi bazemi 280-320 ve formatu
PDF (zdroj: vlastni)
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80 290 300 3

CTTCTAGT CTTOQAACATAOAAGTTTTTTATAaAE@CAGQGQOOAGAGT

Obrazek 11: Ukazka sekvence genu TP53 reverse mezi bdazemi 280-320 ve formatu PDI
(zdroj: viastni)

Takto vypadajici sekvence ve formatu PDF jsem tedy vlozila do programu NCBI Blast
a ukazala se mi fotografie a procentualni shoda, jak je vidét na nize uvedeném obrazku
(viz. Obrazek 12). Jde zde vidét, ze shoda s NCBI je 100 %, tim padem tu nebyla
nalezena zadna mutace.

Score Expect Identities Gaps Strand
630 bits(368) 0.0 368/368(100%) 0/368(0%) Plus/Plus
Query 1 CCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAMACTCATGTTCAAGAC 68

Sbjct 22861 CCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAARAAACTCATGTTCAAGAC 22528
Query 61 AGAAGGGCCTGACTCAGACTGACATTCTCCACTTCTTGTTCCCCACTGACAGCCTCCCAC 120
Sojee 22901 AMAMTAIAMU UGBTI 22080
Query 121 CCCCATCTCTCCCTCCCCTGCCATTTTGRGTTTTGRGTCTTTGAACCCTTGCTTGCAATA  18@
Sojer 22081 CUUATTEIUCHUATGUAT TS TGS HEALUHELHEbMATA 23040
Query 181 GGETGTGCGTCAGAAGCACCCAGRACTTCCATTTGCTTTGTCCCGGGGCTCCACTGAACAA 248
Shict 23041 SOTCTALTUAGMAALARALTIUAT A THUT UL SOSUIEATEMER 23100
Query 241 GTTGGCCTGCACTGGTGTTTTGTTGTGGREAGGAGGATGGGRAGTAGGACATACCAGCTT 200
Shjct 23101 STHRLIEACTRTE TG TETCAEACACATASASTAGAATALAGLTT 23160
Query 381 AGATTTTAAGGTTTTTACTGTGAGGGATGTTTGRLAGATGTAAGARATGTTCTTGCAGTT 260
Sbjct 23161 AGATTITARGGTT HTTACTGTGAMGATCTITASOALATGTAMGAMICHILITGLASTT 23220
Query 361 AAGGGTTA 368

Sbjct 23221 AAGGGTTA 23228

Obrazek 12: Priklad 100% shody vzorku s databdzi NCBI (zdroj: viastni)

Do nasleduyjicich dvou tabulek jsem vlozila vysledky vzorkl tficeti vySetfovanych

jedinct z mého blizkého okoli.

Tabulka 6: Shoda vysetrovanych sekvenci u skupiny s karcinomem v rodinné anamnéze

s databazi NCBI (zdroj: viastni)
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Vzorek Vlakno F/R | Shoda s NCBI Lokace

1 Forward 100 % 22803-22862
Reverse 100 % 22752-23178

2 Forward 100 % 22809-23228
Reverse 100 % 22752-23177

3 Forward 100 % 22810-23147
Reverse 100 % 23120-23161

4 Forward 100 % 22810-23199
Reverse 100 % 22973-23176

5 Forward 100 % 22808-22865
Reverse 100 % 22752-23161

6 Forward 100 % 22810-23228
Reverse 100 % 22783-23171

7 Forward 100 % 22809-23148
Reverse 100 % 22968-23177

8 Forward 100 % 22809-22862
Reverse 100 % 22803-23149

9 Forward - -
Reverse - -

10 Forward - -
Reverse - -

11 Forward - -
Reverse - -

12 Forward - -
Reverse - -

13 Forward 100 % 22810-23228
Reverse 100 % 22752-23176

14 Forward Nelze Nelze hodnotit

hodnotit
Reverse Nelze Nelze hodnotit
hodnotit

15 Forward 99,77 % 22804-23228

Reverse 100 % 22806-23221
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Tabulka 7: Shoda vySetrovanych sekvenci u kontrolni skupiny s databazi NCBI (zdroj:

viastni)

Vzorek Vlakno F/R | Shoda s NCBI Lokace
A Forward 100 % 22807-23228
Reverse 100 % 22972-23177
B Forward - -
Reverse - -
C Forward - -
Reverse - -
D Forward - -
Reverse - -
E Forward 100 % 22812-23228
Reverse 100 % 22752-23173
F Forward Nelze Nelze
hodnotit hodnotit
Reverse Nelze Nelze
hodnotit hodnotit
G Forward - -
Reverse - -
H Forward 100 % 22861-23195
Reverse 100 % 22953-23168
I Forward 100 % 22861-23228
Reverse 100 % 22752-23174
J Forward Nelze Nelze
hodnotit hodnotit
Reverse Nelze Nelze
hodnotit hodnotit
K Forward 99,76 % 22825-23228
Reverse 100 % 22968-23175
L Forward 100 % 22816-23228
Reverse 99,76 % 22782-23174
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M Forward Nelze Nelze

hodnotit hodnotit
Reverse Nelze Nelze
hodnotit hodnotit
N Forward - -
Reverse - -
O Forward - -
Reverse - -

V nasledujicich grafech jsou zobrazené vysledky 20 probandi v procentech.

Vyjadreni vysledkd v % u skupiny s karcinomem v rodinné
anamnéze

= 100% = Nelze hodnotit =99,77%

Obrdzek 13: Graf shody s NCBI (zdroj: viastni)
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Vyjadreni vysledkd v % u kontrolni skupiny

= 100% = ®=99,76% Nelze hodnotit

Obrdazek 14: Graf shody s NCBI (zdroj: viastni)

Z celého vySetfovaného souboru nebyla nalezena zadna mutace. Vzorky s oznacenim
15, K, L s nizsi procentudlni shodou se zdaji na prvni pohled jako vzorky s mutaci,
nicméné se jedna o Spatné Citelnou sekvenci, kterou databaze nespravné cte.

V tabulkéch (viz Tabulka 6 a Tabulka 7) jsou uvedeny vzorky s oznacenim , Nelze
hodnotit“, jedna se o vzorky, které byly kontaminovany, nejspiSe jinou DNA. Vzorky,
které maji v bunikach pro shodu s NCBI a lokaci pouze pomlku, jsou vzorky, které

nepotvrdila elektroforéza, tim padem nebyly odeslany k sekvenaci.

200
ATGGCAGG®G

210
AG AGAT G GG (

Obrazek 15: Kontaminovany vzorek jinou DNA ve formatu PDI (zdroj: viastni)
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5 Diskuse

Ma bakalarska prace byla zamétena na analyzu mutaci v genu 7P53 a jeho sekvenaci,
respektive sekvenaci exonu 11 u pfislusnych vzorka. Sekvenovani mi poskytla firma
GenSeq. s.r.0. v Ceskych Budgovicich. Prvnim cilem mé praktické ¢asti bylo vysetiit 30
vzorkt. Nicméné vzorky s oznacenim 9, 10, 11, 12, B, C, D, G, N, O jsem musela vytadit
z divodu takového, ze mi u téchto vzorkt neprobéhla elektroforéza, ktera slouzi prave
jako kontrola, zda byla uspésna amplifikace genti v PCR. Mohlo by se piihlédnout k tomu,
Ze nejspise nastala chyba béhem odbéru z bukalu. Pii odbéru z bukalnich stéra, jak se
muzeme dozvédét v laboratorni piirucce pro GenLabs s.r.o. (Bystficka, 2020), totiz velice
zalezi na spravném odbéru. Stér musi byt proveden u respondenta, ktery nepil, nejedl,
nekoufil a pouze si vyplachl ustni dutinu obycejnou vodou. Od dvou respondentti, mi po
izolaci DNA, bylo sdéleno, Ze i pies to, ze byli seznameni se spravnym postupem odbéru,
kouftili a snidali. Tyto vzorky jsem tedy izolovala a pokousela se 0 PCR, nicméné jsem je
musela vyradit, jelikoz elektroforéza nepotvrdila spravnou amplifikaci pfi této metodé. U
dalsich vzorkd, které nebyly zafazeny do vyhodnoceni, mohl nastat problém ve stafi stéru.
Uvadi se, ze bukalni stér vydrzi 48 h, coz by mohl byt jeden z problému, jelikoz nekteré
vzorky jsem izolovala az po 48 h. Nicmén¢ dle slov mého Skolitele Ing. Tomase Nixe,
Ph.D. pfi spravném skladovani, mize vzorek vydrzet o néco déle. To mohu potvrdit,
jelikoz z par vzorkd byla DNA izolovana po vice jak 72 hodinach a tyto vzorky nebyly
problémové. Co se tyka zhodnoceni mych vysledkt, méla jsem vyhodnotit sekvenacni
data a ptipadn€ okomentovat nalezené mutace. Z celého vysetiovaného souboru nebyla
nalezena zadna mutace. Vzorky s oznacenim 15, K, L s nizsi procentudlni shodou se zdaji
na prvni pohled jako vzorky s mutaci, nicméné se jedna o Spatné Citelnou sekvenci, kterou
databaze NCBI nespravné Cte. Frekevence patogennich mutaci, jak u skupiny probanda
s karcinomem v rodinné anamnéze, tak i u kontrolni skupiny, je tedy nulova.

Kdyz se zaméfim pfimo na gen TP53. Protein p53 je nadorovy supresor, ktery se
ucastni regulace bunécného cyklu a prevence nadorového bujeni. U vice nez 50 %
lidskych malignich nador dochazi k mutaci genu 7P53 (Olivier et al.2010).

Mutace TP53 jsou potencialnim prognostickym a prediktivnim markerem a také cil
pro farmakologickou intervenci. VSechny mutace nalezené u lidskych karcinomu jsou

shromazdény v databazi IARD TP53 dostupné z http://www-p53.iarc.fr/.

V mém hodnoceni vysledkii uvadim, ze se mi nepodafilo najit jak heterozygotni

mutaci, tak ani homozygotni mutaci. Tento gen jsem vySetfovala u respondentl, ktefi
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v blizké rodin€ maji n€koho, kdo trpé€l uréitym karcinom, ¢i dokonce na n&j zemfel. Uvadi
se ze 50 % mutaci se nachazi u pacientd, ktefi nadorem jiz trpi. Je tedy jisté, pokud by se
v mych respondentech objevil nékdo, kdo ma jistou prognodzu, mutaci bych jisté zachytila.

Co se tyka riznych druhti mutaci, nej¢astéjsi jsou mutace somatické (Hollstein et al.,
1991).

Somatické mutace TP53se vyskytuji témet u kazdého typu rakoviny v mife od 38 %
do 50 % u rakoviny vajecnika, jicnu, kolorektalniho karcinomu, hlavy a krku, hrtanu a
plic az po asi 5 % u primarni leukémie, sarkomu, rakoviny varlat, maligniho melanomu,
a rakoviny délozniho ¢ipku (Wang et al., 2004).

Na zakladé studii, které zkoumaly celou kodujici sekvenci, se 86 % mutaci shlukuje
mezi kodony 125 a 300, coz odpovida piedevsim doméné vazajici DNA. VétSina mutaci
v této oblasti je missense (87,9 %). Naproti tomu mimo tuto oblast pfedstavuji missense
mutace pouze asi 40 %, pficemz vétSina mutaci je nesmyslna nebo posun ¢teciho ramce
(Jones et al. 1992).

To dokazuje, ze jsem méla malou pravdépodobnost najit mutace, vzhledem k tomu,
ze Jsem se zabyvala exonem 11, ktery se nachazi uz v oblasti C — koncova oblast.

Zarode¢né mutace TP53 jsou zakladni pfi¢inou Li-Fraumeniho syndromu,
familiarniho seskupeni Casnych nadort vCetné€ sarkomi, rakoviny prsu, mozkovych
nadort a karcinomu kiry nadledvin. Za poslednich 20 let byly mutace zarodecné linie
TP53 detekovany u asi 500 rodin nebo jedinci s Uplnymi nebo CasteCnymi rysy Li-
Fraumeniho syndromu (Olivier et al., 2003).

Tento syndrom byl obecné povazovan za vzacny syndrom. Nicméné screening
zarodecné mutace TP53 u pacientek s Casnym nastupem rakoviny prsu a neselektovanych
pro familiarni anamnézu ukazal mutace TP53 ve 2 %-3 % piipada (Lalloo et al., 2006),
zatimco screening 525 pacientek s jakymkoliv druhem rakoviny rodinna anamnéza
identifikovala 91 (17,3 %) mutaci TP53 (Gonzalez et al., 2009).

Na zakladé téchto vysledki mize mutace TP53 pfispivat az k 17 % vSech
familiarnich ptipadi rakoviny. Studie v jizni Brazilii identifikovaly mnoho rodin se
zakladatelskou mutaci (R337H). Mutace zarodecné linie TP53 tedy mohou byt Casté)si,
nez bylo dfive rozpoznano, a vyskytuji se pfiblizné u 1 z 5 000 az 1 z 20 000 porodu
(Lalloo et al., 2006; Gonzalez et al., 2009).
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6 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo z klinického a genetického hlediska definovat
problematiku a shrnout informace o genu TP53, ktery ma dulezitou roli pfi ochrané
organismu pred vznikem karcinomu. Cim vice bude svét v&dét o karcinomu a o jeho
genetickém podkladu, tim se budeme moci zaobirat jeho 1é€bou a bude se predchazet
umrti. Je velmi dulezité, aby se vice zaCaly preventivné vySetfovat mutace u lidi, ktefi
k rakoviné maji predispozice, tim by doSlo k rychlejSimu odhaleni rizika, mohl by se
predpokladat prabéh nemoci a symptomy.

U vyzkumné casti prace jsem se zajimala o exon 11 a odhaleni mutaci jak
heterozygotnich, tak homozygotnich. Av§ak mutace v souboru o 20 probandech jsem
nenalezla.

Diky této bakalarské praci jsem si dokazala osvojit samostatnou praci v laboratofi,
zakladni molekularné genetické metody, naucila se vyhodnotit a Cist sekvence a pracovat

s genetickymi databazemi.
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