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Zavedeni vySetieni mutace V60OE v genu BRAF v klinické laboratori

Abstrakt

Rakovina kuze patfi v dne$ni dob& K velmi castym nadorovym onemocnénim.
Dokézéno je, Ze slunce a rakovina kiize spolu maximaln¢ souvisi, a tak miize postihnout
kohokoliv, ale vyssi néklonnost vykazuji lidé ,,svétlych typt“ — s blond’atymi nebo
zrzavymi vlasy, svétlou kizi a velkym mnozstvim pih. Nejcastéjsi lokalizace koznich
nadort je na mistech, ktera jsou dlouhodob¢ vystavena slune¢nimu zateni — o¢ni vicka,
nos, tvare, Sije, ramena a ruce. Nejcastéjsimi druhy rakoviny kiize jsou bazaliom,
melanom a spinaliom.

Cilem mé bakalaiské prace bylo osvojeni Si teoretickych poznatki ohledné
rakoviny klze, pfedev$im o malignim melanomu. Maligni melanom se na rozdil od
ostatnich epitelidlnich nédord jako je bazaliom nebo spinaliom nevyznacuje lokdlnim
destruktivnim ristem, ale nebezpecim casného hematogenniho nebo lymfogenniho
metastazovani. Maligni melanom metastdzuje nejcastéji do lymfatickych uzlin, ale
vzdalené metastazy se mohou objevit i v kizi, plicich, mozku a gastrointestinalnim
traktu, pfevazné v tenkém stieve. Za biologickou pfi¢inu maligniho melanomu miZeme
povazovat piitomnost mutaci. Jednou znejvyznamnéjSich a nejvice popisovanych
mutaci v souvislosti s malignim melanomem je mutace genu BRAF V600E, ktera se
vyskytuje v pozici 1799 v oblasti kodonu 600. Mutace kodonu GTG>GAG vede k
zamén¢ valinu za kyselinu glutamovou. Aktivace mutovaného BRAF proteinu je
vysledkem konformaénich zmén v jeho struktufe. Mutované V600E BRAF bunky
nepodléhaji apoptoze a starnuti, coz méa za nésledek nekontrolovatelny replika¢ni
potencidl bunék. V60OE BRAF mutovany melanom pak unikd imunitni odpovédi
organismu.

V praktické ¢asti mé bakalarské prace bylo cilem osvojit si zakladni molekuldrné
biologické metody v genetické laboratofi. Predev§im izolaci genomové DNA
z bukdlniho stéru 1 periferni krve, pifipravu a provedeni PCR reakce, piipravu
agardézového gelu a detekci PCR produkti pomoci gelové elektroforézy. VySetieni
mutace V600E v genu BRAF jsem provadéla pomoci metody PCR-ARMS. Principem

této metody je pouziti Ctyf rliznych primerti schopnych detekovat mutovanou i



nemutovanou sekvenci DNA béhem jednoho experimentu. Metodika byla pfevzata z

prace Huang et al. (2013) a nasledné upravena pro potieby laboratofe.
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Introducing the V600E Mutation Examination within the BRAF gene

into a Clinical Laboratory

Abstract

Nowadays, skin cancer belongs among very frequent tumor diseases. It has been
proven that sun and skin cancer are maximally related, and thus it may affect everyone,
however, ‘light-type” people — having blonde or ginger-coloured hair, light skin and
high numbers of freckles — are much more likely to be affected. Skin tumors are most
frequently localized in body areas that are exposed to sunshine in the long term, such as
eyelids, nose, neck, shoulders and hands. The most frequent types of skin cancer are the
following: Basaliom, Melanoma and Spinaliom.

The aim of my bachelor thesis was to acquire theoretical knowledge about skin
cancer, especially about the Malignant Melanoma. The Malignant Melanoma is, unlike
the other epitelial tumors, such as Basaliom or Spinaliom, not characterized by local
destructive growth, but by the danger of an early haematogenic or lymphogenic
metastasis. The Malignant Melanoma often metastasizes into lymph nodes, however,
distant metastases may also appear in skin, lungs, the brain and gastro-intestinal tract,
mainly in the small intestine. The presence of mutations may be understood to be the
biological cause of the Malignant Melanoma. One of the most significant and most
described mutations (in connection to the Malignant Melanoma) is the BRAF gene
V600E mutation, appearing in position No. 1799 in the area of codon No. 600. Codon
GTG>GAG mutation leads to the exchange of valin for glutamic acid. Activating the
mutated BRAF protein is a result of conformation changes within the protein structure.
The mutated V600OE BRAF cells are not subject to apoptosis and aging, the result of
which is an incontrollable replicational potential of the cells. The mutated V600E
BRAF Melanoma then escapes the organism’s immunity response.

The aim of the practical part of my bachelor thesis was to acquire the basic
molecularly biological methods in a genetic laboratory. Mainly isolating the genom
DNA obtained from a buccal swab as well as peripheral blood, preparing and carriyng
out a PCR reaction, preparing agarose gel, and detecting PCR products using gel
electrophoresis. Mutation V600E within the BRAF gene examination was carried out
via the PCR-ARMS method. The principle of this method relies in using four different



primers able to detect both mutated and unmutated DNA sequence during one
experiment. The methodology was taken over from Huang et al. (2013) and

subsequently adapted to the needs of the laboratory.
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Uvod

Slunec¢ni zafeni ma mnohocetné piiznivé vlivy na ¢lovéka, napt. podporuje tvorbu
vitaminu D, ktery dale ovlivituje kvalitu kosti a jejich tvrdost. M4 nesporny vliv na
psychiku ¢loveéka a piispiva k dusevni pohodé (Dienstbier, 2010). Zaroven vsak vysila i
ultrafialové zareni, které Clovek také potiebuje, ale jen v urCité mire (Borska, © 2015).
Vinova délka UV zafeni se pohybuje od 100 do 400 nm a na zaklad¢ vinové délky
rozliSujeme UVC zafeni (100-280 nm), UVB zareni (280-320 nm) a UVA zafeni (320-
400 nm). Cim krat3i je vinovéa délka, tim je toto zafeni §kodliv&jsi (Dienstbier, 2010).
Ozonova vrstva se stara o to, aby se na Zemi dostalo UV zéfeni V potfebné miie pro
vSechny organismy. Nadmérné vystaveni lidského téla UV zéfeni vyvola zanét kize
(zarudnuti — erytém, otok aZz puchyie), ale také zapoji obranny mechanismus —
pigmentaci. Dlouhodobé vystaveni organismu UV zafeni vede k naruseni funkci
imunitniho systému (fotoimunosupresi) nebo k poSkozeni funkce (chorobna citlivost na
UV zéfeni — fotodermatdza) 1 struktury koZnich bun¢k, coz vyvolad soubor zmén, které
nazyvame starnuti ktize (fotoaging) a nakonec muze zpusobit i zménu nejhorsi, a to
nadorové bujeni koznich buné¢k (fotokarcinogeneze) (Borska, © 2015).

Terminem rakovina oznacujeme heterogenni skupinu nadorovych onemocnéni. Jde
vlastn€ o soubor n€kolika chorob a jejim typickym znakem je nec¢ekané rozvijeni urcité
skupiny bunék. Tyto buiiky za¢nou nic¢it svym ristem své okoli a vytvaii kolonie
dalSich rakovinnych bun¢k, tzv. metastdzy. V soucasnosti rakovina pifedstavuje jednu
Z nejznamg;jsich, ale 1 nejhorSich lidskych chorob. Pokud clovék neodhali ptiznaky
rakoviny a 1écba se nezahaji vCas, byva zpravidla smrtelna. Lécba rakoviny je
v n€kterych piipadech na velice vysoké urovni a neustale se vyviji, pfesto existuji typy
této nemoci, které nelze efektivng 1é¢it. Projevy rakoviny jsou rtizné, jelikoz tato nemoc
miZze postihnout riizné ¢asti a organy v lidském téle (Stépan, © 2017). Rakovina kiize
postihuje piedevsim starsi lidi, ale mize se vyskytnout ve své agresivni podobé¢ i
v mladi (Rakovina ktize, © 2016).

Melanom sice nepatfi mezi Casté nadory, ale je velmi agresivni. Zplsobuje 2/3
umrti ze vSech koznich nadort. Vizualné se jedna o pigmentované, vétSinou hnédé az
cerné lozisko na kuazi, které se trvale zvétsuje (Dienstbier, 2010). Maligni melanom

vznikd z melanocytl. Ty pochéazeji z neurdlni liSty a migruji do epidermis, Zivnatky,
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mozkovych plen a ektodermalni mukdzy. Melanocyty v bazalni vrstvé epidermis a ve
spojich dermis a epidermis produkuji protektivni melanin. Maligni melanom tedy mutze
vzniknout v jakékoliv vySe zminéné tkani (Tan, 2012).

Srozvojem genetickych metod doSlo k novym poznatkim v oblasti biologie
nadord. U maligniho melanomu hraje vyznamnou roli signalni draha MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase) (Inamdar et al., 2010). Nejvyznamngj$im terapeutickym
cilem je pak gen BRAF, ktery je mutovany v 50 % piipadtt melanomi (Ji et al., 2012).
Nejcastéjsi mutaci je BRAF V600E, kterd se vyskytuje v pfiblizné 90 % BRAF
mutovanych tumort (Ko et al., 2010).
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1 Teoreticka Cast
1.1 Mutace jako piic¢ina nadorového onemocnéni

Zmény v genotypu se nazyvaji a rozliSuji podle rGznych kritérii, napt. dle
charakteru zasazené buiiky na zarode¢né a somatické nebo dle vlivu na zménu v poctu
kopii genomu na amplifikace nebo delece nebo dle trovné, na které ovliviuji
genetickou informaci na genomové (numerické), chromozomalni (strukturni -
balancované a nebalancované) a genové (dale se dé€li na bodové a dynamické) nebo dle
zpusobu jejich vzniku na spontanni a indukované. V ptipad¢€, ze je mutaci zasazena
zarode¢nd bunka, pak se dand mutace vyskytuje ve vSech buikach jedince vcetné
gamet. V pifipad¢ somatické mutace jsou zasazeny jen nckteré bunky tkani a organt
(Brdicka, 2014).

Pokud se mluvi o nadorovych onemocnénich, bere se v ivahu mutace dvou typl
genl a to tumor-supresorovych gent a mén¢ Casto onkogend. Protoonkogen se ve své
mutované form¢ nazyva onkogen. Zména jeho funkce nebo exprese vlivem mutace vede
k abnormalni stimulaci buné¢ného dé€leni a proliferaci (Garber, Offit, 2005).

Cetnost mutaci se li§i v zavislosti na prostfedi, mtizeme tak Fici, Ze Eetnost mutaci
roste s rostoucim vlivem mutageni a zhorSujicimi se zivotnimi podminkami a

zdravotnim stavem organismu (Brdicka, 2014).

1.2 Hereditarni a sporadickda maligni onemocnéni

Dostupna literatura uvadi, ze vétSina zhoubnych rakovinnych onemocnéni je
sporadicka (ned&di¢nd). K dosaZeni plné rozvinutého maligniho fenotypu je zapotiebi,
aby se vbunkach klonu nastfadaly dal$i mutace téch genti, které jsou ,,za nador-
odpovédné* a dalsi tzv. epigenetické udalosti. Takze mutace, kterd je schopna vyhnout
se protinadorovym mechanismiim (reparace mutaci, apoptéoza a jiné imunologické
mechanismy) dokaze pfeménit normalni builku na nadorovou bunku. Proto
k nahromadéni takového velkého mnozstvi zmén v klonu bunek je potfeba uplynuti
uréitého asu. Incidence sporadickych malignit je logicky zavisla na véku. Rika se, Ze to
je onemocnéni postreprodukéniho obdobi, kdy postupné piirozené klesa efektivita

protinadorovych mechanismi (Goetz et al., 2006).
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V nasi populaci se udava riziko celozivotniho onemocnéni zhoubnym melanomem
1-1,5 %. Asi 10 % tohoto onemocnéni se vyznacuje familiarni zatézi (Foretova et al.,
2014) a je zpusobend mutacemi vysoce penctrantnich gend. Pavod takového
onemocnéni mizeme hledat ve zdédéné zarodecné mutaci jedné alely genu, se kterou se
¢lovek jiz rodi. V tomto ptipade se predispozice K uréitému malignimu onemocnéni u

nositele vyskytuje ve vsech jeho somatickych bunkach (Garber, Offit, 2005).

1.3 Melanocyty

Melanocyty jsou bunky ptivodem z neuralni listy, které béhem vyvoje namigrovaly
do bazalni vrstvy epidermis, kde tvoii asi 4 % bunécné populace. Melanocytii je okolo
500 na 2000 mm? povrchu kiize. Nejvic je jich v kiizi na trvale osvétlenych &astech t&la

jako je obli¢ej a hibet ruky (Cihak, 2004).

1.4 Maligni melanom

Maligni melanom je nédor, ktery vychazi z pigmentotvornych bunck. Na jeho
vzniku se podili ultrafialové zareni (UV), zejména slozka UVB. I kdyz melanom vznika
z matefskych znamének jen né€kdy, vzrlsta pii jejich vySSim poctu umérné 1 riziko
vzniku tohoto nadoru. Maligni melanom je odliSn€ barevna skvrna, kterad se zacne tvofit
na puvodné zdravé kizi a zvolna se zvétSuje a postupné piibyva na tlouStce. MiZe se
ovSem zm¢énit 1 klidné matefské znaménko, a proto je tfeba si pravidelné kontrolovat
pithy a znaménka, pfipadné podstoupit vySetfeni na dermatovenerologii. Pokud se jedna
o maligni melanom, je nutné, aby se projev co nejdiive odstranil a pfedeslo se tak
vzniku vzdalenych deefinych lozisek (Maligni melanom ktze, © 2005).

Bunky maligniho melanomu se rychle §ifi (metastazuji) po celém téle a usazuji se
Vv plicich nebo mozku a tam vytvareji vzdalené metastdzy. Maligni melanom a jeho
metastazy jsou pii¢inou vice nez 75 % tmrti na kozni nadory. V Ceské republice ro¢né
onemocni malignim melanomem ptiblizn¢ 1300 lidi. Za poslednich 30 let je to nartst o
vice nez 420 %. Podle statistik umird ro¢né na rakovinu kiize vice nez 300 nemocnych
(Strach, © 2017).

Ve srovndni s rokem 1970 se pocet hldsenych novych onemocnéni v CR v roce

2002 zvysil pétkrat u muzii (v roce 1970 to bylo 151 hlasenych novych onemocneni a
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Vroce 2002 jiz 758). U Zen je situace obdobna, pocet hlasenych novych onemocnéni se
zvysil také témer pétkrat (ze 165 na 803 vroce 2002). V prrepoctu na 100000 to
predstavuje 15,3 hlasenych novych onemocnéni u muzu stejné jako 15,3 u Zen (Ajmova,
2005) (ptiloha 1). Podle vékovych skupin a pohlavi dochdzi u muzi i zen k pomalému
vzestupu od vékové skupiny 20-24 let az do 50-54 let. Déle se vyvoj u muzi a zen lisi.
U muzu je vzestup strmy, ve véku nad 85 let dosahuje az na pétinasobek hodnoty, ktera
je uvedena ve vékové skupiné 50-54 let. U Zen je vzestup pomalejsi, ve veéku nad 85 let
je to zhruba dvojnasobek poctu ptipadti uvadénych ve véku 50-54 let (Ajmova, 2005)
(ptiloha 2).

Diseminovany melanom je téméf rezistentni vici klasickym terapeutickym 1é¢bam,
jako jsou chemoterapie a radioterapie. Bylo zji§téno, Ze skoro 50 % vSech ptipadl
melanomi nese aktivaéni mutaci v genu BRAF. Maligni melanom je velmi agresivni

forma rakoviny kuize (Foretova et al, 2014).

1.5 Formy maligniho melanomu

Melanom mize vzniknout nejen na kizi z pigmentotvornych bunék, ale také v
jinych tkéanich ¢i organech jako jsou plice, travici trakt, sliznice stieva, mocovy méchyt,
ovaria nebo o¢ni sliznice. Mimo oblast kiize se ale vyskytuje velice vzacné, protoze 92
% ptipadd je kozniho plvodu, 5 % pfipadd na ocni melanom a 3 % na slizni¢ni
melanom (Kruzicova, 2010).

RozliSujeme ctyti zékladni formy maligniho melanomu (Maligni melanom kaze, ©

2005).

1.5.1 Povrchové se Siiici maligni melanom

Patii mezi nejCastéjs$i typy (tvoii zhruba 65 % téchto nadort). Nejprve roste
povrchové€, pozdéji zacne pronikat do hlubSich vrstev kiize. Na kazi se takovy rist
projevuje vytvofenim hrbolku na tmavé hnédé az Cerné plosce. Postihuje hlavné osoby

mezi 30. az 50. rokem Zivota.
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1.5.2 Nodularni melanom
Tvofi asi 20 % vSech melanomi a je také pomérné Casty typem. Charakteristicky je
hrbol vyvySeny nad okolni kiizi, ktery signalizuje prorstani nadoru do vétsi hloubky

ktze. Velmi rychle piechazi do metastaz.

1.5.3 Lentigo maligni melanom
Postihuje nejcastéji star§i osoby. Jedna se o plosna loziska, na nichz se stiidaji
svétlejsi a tmavsi odstiny hnédé barvy. Ty jsou nepfesné ohrani¢ené, vzniklé v disledku

drivejsiho poskozeni UV zafenim. Predstavuje asi 5 % piipadi maligniho melanomu.

1.5.4 Akrolentiginozni melanom

Tato forma vzniké4 hlavné na perifernich partiich lidského téla, typicky na ploskach
¢i dlanich nebo pod nehty. Zpoc¢atku muze vypadat jako bradavice, modfina nebo
mozol. Bézny je v Cernosské populaci (Maligni melanom ktize, © 2005, Kruzicova,

2010).

1.6 Gen BRAF

Gen BRAF (kodujici protein B-RAF) je lokalizovan na chromozomu 7 v pozici
7934 a patii do rodiny serin-treoninovych kinaz RAF (ARAF, BRAF a CRAF, které
jsou cleny signdlni transdukcéni kaskady MAPK (RAS/RAF/MEK/ERK). Klicovym
medidtorem pifenosu signalu Z membranovych tyrosinkindzovych receptorti ristovych
faktorti je draha MAPK. Aktiva¢ni mutace genu BRAF se vétSinou nachazi v kodonu
600. V 80 % piipadil jde o substitu¢ni mutace, které vedou k zaméné valinu za kyselinu
glutamovou (V600E). V kinaze BRAF byly popsany dal$i mutace (napi. L597V,
G464V, G469A). Ty sice pusobi podobné na aktivitu signalni drahy MAPK jako
mutace V60OE, ale vyskytuji se jen s nizkou frekvenci (Foretova et al., 2014).

Jak uz bylo zminéno, mutace v misté 1799, v kodonu 600 GTG>GAG 0znacovana
jako transverze T1799A, vede k zamén¢ valinu za kyselinu glutamovou (obrazek ¢. 1)
(Huang et al., 2013). Aktivace mutovaného BRAF proteinu je vysledkem konformacnich
zmeén ve strukture proteinu (Garnett et al., 2004). BRAF mutace se vyskytuji u pfiblizné

80 % vSech lidskych rakovin. S vysokou frekvenci se tato mutace vyskytuje u
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maligniho melanomu (50-70 %), klasického papilarniho karcinomu $titné zlazy (40-70
%), kolorektalniho karcinomu (5-15 %), rakoviny vajecnikii a leukémie vlasovych
bunék (5-100 %) (Huang et al., 2013).

Doposud bylo identifikovano vice nez 50 riznych typti mutaci genu BRAF. Avsak
90 % z nich je zptisobeno zaménou kyseliny glutamové za valin na pozici 600 (V600E
mutace) , coz ma za nasledek 138nasobné zvySeni aktivity BRAF kindzy oproti
nemutované molekule proteinu. Tato mutace vede ke konstitutivni aktivaci signalni
drahy MAPK a néslednému nekontrolovanému bunéénému ristu. Ovlivnéni mutace
BRAF V600E ma obrovsky vyznam v boji proti malignimu melanomu (Arenbergerova,

Puzanov, 2012).

WILD TYPE MUTANT
__ (f'l’(i ' GTG — GAG
Valine (V) Valine (V) — Glutamate (E)

Obrazek ¢. 1: Ukazka normalni a mutované sekvence BRAF genu v ptipad¢ papilarniho
karcinomu §titné Zlazy v exonu 15. Pozitivni vzorek pro mutaci BRAF vykazuje
pozitivitu pro heterogenni tymidin-adeninovou transverzi v nukleotidové pozici 1799,
ktera zptisobi substituci kyseliny glutamové za valin v kodonu 600 (BRAF V600E
mutace rs113488022). Pievzato z:

https://www.researchgate.net/publication/276465570 BRAF_overexpression_is_associ

ated_with_BRAF_V600E_mutation_in_papillary_thyroid_carcinomas
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1.7 Kinazy a signalni drahy

V bunce se vyskytuje fada enzymi a proteind, které se podileji na proliferaci,
diferenciaci nebo prezivani melanocytd. Je ziejmé, Ze vSe musi podléhat piisné
kontrole, a proto bunka vyuziva slozité signalni drahy jako néstroj k regulaci buné¢né¢ho

cyklu (Lazarov et al., 2002).

1.7.1 MAPK signdlni draha-RAS/RAF/MEK/ERK

Signalni draha RAS/RAF/MEK/ERK (oznaovana také jako MAPK) byva
aktivovana u fady malignich naddord véetné melanomu. Signalni draha MAPK je hlavni
intracelularni draha, ktera je odpovédna za bunéfnou proliferaci, expresi gend,
diferenciaci bunck, jejich mitotickou aktivitu, schopnost bun¢k piezit a za apoptdzu.
Aktivaéni mutace v signalni draize MAPK zplsobuji trvalou onkogenni proliferaci
nadorovych bunék i potla¢eni apoptdzy (Krajsova, 2014).

Vzniklé mutace v MAPK maji somaticky charakter a vyskytuji se predevSim u
metastazujicich melanomu napiiklad mutace BRAF, kterd zptisobuje hyperaktivaci této
dréhy a urychli proliferaci melanocytt (Mercer, Pritchard, 2003). Z Iékatfského hlediska
se sledujyi mutace zahrnujici MAPK signéalni drahu v jiZz rozvinutych néadorech (ne
predispozicné), a to pfedevSim kvili specifické 1€cbé.

Teprve po identifikaci BRAF mutace u vétSiny metastazujicich melanoml se
signalni draze MAPK dostalo vétsi pozornosti (Davies et al, 2002).

Cesta prenosu signalu z vnéjSiho prostiedi dovniti buiiky probihda pomoci RAS
proteinu lokalizovaného na vnitini strané bunécné membrany. RAS funguje jako
prepina¢ (Ras-GTP/Ras-GDP; on/off) kontrolovany povrchovym receptorem a pienasi
signal do jadra buiiky (Adjei, 2001). Aktivovany RAS aktivuje serin-threoninovou
kindzu RAF a ta nésledné aktivuje MAPKK jinak nazyvanou MEK. Signdl se dale
prenasi aktivaci MAPK nebo ERK a dochazi k vysledné aktivaci a fosforylaci

transkrip¢nich faktort, kterymi jsou c-fos, c-myc, c-jun aj (Giaccone, Soria, 2013).

1.7.2 Protein RAS
Geny z rodiny RAS koduji malé molekuly patfici do skupiny GTP vazebnych

proteinti. Ty maji za kol organizovat cytoskelet, napomahat pfi transportu proteini a
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diferenciaci bun¢k. RAS geny pifedstavuji v genomu oblasti, které jsou obzvlasté
nachylné ke zménam. Pokud dojde v tomto genu ke zméné, RAS zlstane aktivni a
buiika se nekontrolovatelné¢ déli, pokud ovSem nezasahnou reguldtory jako p53,

pl6INK4A a pl4ARF (Roberts, Der, 2007).

1.7.3 Protein RAF

Vsechny proteiny z rodiny RAF maji shodné tii konzervativni oblasti — CR1, CR2
a CR3. Prvni doména obsahuje specifické misto pro navazani RAS proteinu, druha
oblast je zodpovédna za regulaci BRAF kinazy a tfeti doména je zodpovédna za aktivaci
RAF enzymu pomoci fosforylace (Mercer, Pritchard, 2003).

RAF tvofi homo nebo hetero dimery, které jsou pozitivné regulovany RAS
proteiny. Nasledkem vytvofeni dimeru dochazi k aktivaci enzymu RAF. Ze vSech ¢lenti
kindz RAF rodiny, m& BRAF nejsilnéj$i enzymatickou aktivitu. Diky tomu stimuluje
proliferaci bunky a zabranuje, aby dochazelo k apoptoze. Je to tedy jeden z
nejvyznamnéjSich gent, ve kterém dochazi k mutacim u nadorovych bunék (Mercer,

Pritchard, 2003).

1.7.4 Regulacni kinazy MAPK a ERK

Spoustécem pro signalni drahu MAPK je maly protein RAS, ktery je spjaty s
receptorem EGFR na vngjsi strané bunééné membrany. Tento protein existuje ve dvou
formach, podle toho, na jakou molekulu se vaze — Ras-GTP nebo Ras-GDP, coz
ovliviiuje jeho funkénost. Komplex RAS-GTP pteda signal o aktivaci serin-threoninové
kindzy RAF, ktera dale aktivuje kindzy MAPKK, kterd je nazyvana také jako MEK a
ERK. Aktivovand ERK vstupuje do jadra, kde fosforyluje rtizné transkripéni faktory a
ovlivituje tak expresi mnoha genii. Nejdilezitejsi je stimulace pfepisu genu pro ligand
TGF, ktery se vaze na EGFR a plsobi jako zpétna vazba v signalni draze (Roberts, Der,
2007).

1.8 Onkogenomika v onkologické praxi
Mezi zakladni genetické charakteristiky malignich nador patii zvySend cetnost

mutaci a poruchy genomové stability. Mutace vznikajici v prib&hu nadorové
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transformace mohou néhodné postihnout libovolné geny, ale pfi¢inou nadorové
transformace je postizeni urcitych geni kodujicich klicové proteiny regulujici
predevsim tkdnovou homeostazu, DNA reparatni mechanismy nebo interakci
nadorovych bunék s mikroprosttedim. Znamé jsou néckteré z Casto nebo cCastéji
alterovanych genl. Mezi takové geny patii tumor-supresorovy gen p53 (mutovany u
ptiblizn¢ 50 % vSech solidnich nadorti)), KRAS (mutovany u pfiblizn¢ 30 % vsSech
solidnich néadortt) nebo transverze c.T1799A (V600E) onkogenu BRAF, ktery casto
vznika u maligniho melanomu nebo papilarniho karcinomu stitné zlazy.

Vysetieni vzorku nadorové tkdné¢ pomoci sekvenovani nové generace (NGS)
pfinasi informace o tom, jaké mutace se nachéazeji v nadorovych butikach u konkrétniho
pacienta, jaky je jejich fenotypovy projev, ale i které z téchto mutaci reprezentuji
molekularni poruchy zapficinujici nddorovou transformaci bunc€k ptislusné tkané.
Metoda NGS také umoznuje analyzu alteraci DNA cilenou pouze na vybrané geny
(cilené NGS), vSechny kodujici geny (transkriptomové NGS) nebo cely genom
(genomové NGS). V uvedeném potadi roste uplnost a komplexita identifikace
genomovych zmén vySetfovaného nddorového loziska. Zaroveii ovSem také roste
finan¢ni nakladnost vySetfeni 1 pozadavky na naro€nost zpracovani ziskanych dat.
V poslednich letech byla takto fada nadorovych typi a subtypid podrobena témto
analyzam. Jejich vysledkem je mapovani celkového genetického terénu (genomic
landscape) loziska nadoru. DiileZitou soucasti téchto vyzkumui je identifikace pricinnych
alteraci, které zpusobuji ndadorovou transformaci a zvySuji maligni potencial
primdrniho tumoru a jeho metastdz (oznacovanych jako ,,driver* mutace) a jejich
odliseni od genetickych variant pritomnych v ndadorovych bunkdch, avsak bez zjevné
diilezitosti s ohledem na vznik a rozvoj nddoru (tzv. ,,passenger‘ mutace). Identifikace
., driver mutaci umoznuje nejen pochopeni odlisnosti biologického chovani malignich
nadorii riiznych typi a individuadlni variability nadorii u ruznych pacientu, ale je rovnéz
predpokladem pro identifikaci molekularnich cilii specifické lécby Viz obrazek ¢. 2
(Brdicka, Didden, 2015)

19



pantumabd pertuzumab

R EGHR ERBB2 { () ™ £rB83
@ o V| celuximab Wy
‘—:L" trastuzumab = ‘
Yo “._' ! ‘.‘.
LA AL lapatinid [l )
teyme- ,’_t‘ — &
Y She o.e T L
A [ 2 - y S <
o > ,GRB2 [ . — \
vemurafen lcre | g, & !
'j” - / A ,’/h*:\
dabratenib £ / / Vo \
5 = B

h 4 "
d ” @ _ AMPK>
trametinib L ll’ Proteosyntéza € ’mTOR m A GSK3

Obrézek €. 2: Hlavni mista u€inku cilenych chemoterapeutik (zluté ramecky) na
schematickém ptikladu signalnich drah aktivovanych receptorovymi tyrosinkindzami
(EGFR NEBO ERBB2/3). Zobrazena cilena chemoterapeutika ptisobi jako inhibitory
proteinovych produktii zptisobujicich aberantni mitogenni stimulaci, inhibici apoptdzy
nebo diferenciace. Tyto poruchy vznikaji v disledku amplifikaci nebo aktivaénich
mutaci (*) ptisluSnych protoonkogeni kodujicich jednotlivé proteinové komponenty
prenosu signalu z receptorti lokalizovanych na cytoplazmatické membrané do
bunécného jadra (zelené tvary). Podobny uc¢inek mohou mit alterace (*) tumor-
supresorovych proteinll (Cervené tvary), které jsou fyziologickymi negativnimi
regulatory zobrazenych signalnich drah. Pfevzato z: BRDICKA, R., DIDDEN, W.,
2015. Genetika nadorovych onemocnéni. In: KLEIBL, Z. Genetika v klinické praxi IlI.
Praha: Galén, 45. s.
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19 Lécba

Biologicka 1écba melanomu zahrnuje tfi hlavni podskupiny — 1écbu
imunomodula¢ni zaméfenou na aktivaci T lymfocytl nespecifickym zptisobem, cilenou
1é¢bu zaméfenou na blokaci mutace genu v melanomu a vyvoj specifickych
melanomovych vakein.

Dulezité jsou zejména multikindzové inhibitory z druhé kategorie cilenych terapii
blokujicich aktivaci genu BRAF. Jedna se o inhibitor sorafenib a selektivni inhibitor
BRAF kindzy PLX4032 snyné¢jSim ndzvem vemurafenib. Vemurafenib je cileny
preparat ovliviujici signalni cestu MAPK. Vemurafenib byl schvalen FDA v srpnu
2011 a vunoru 2012 1ékovou agenturou EMA pro 1é¢bu prvni i dalSich linii pacientl
s neresekovatelnym nebo metastatickym melanomem pozitivnich pro mutaci v genu
BRAF.

Piivodni inhibitor sorafenib, nepfinesl uspokojivé vysledky samostatné, ani
v kombinaci s tradi¢nimi chemoterepeutickymi rezimy.

Vemurafenib je nové¢jsi a vice specificky inhibitor mutace BRAF V600E. Lék je
navic pomérné¢ dobfe tolerovan, z neptiznivych vedlejSich ptiznakli se nejcastéji
vyskytovaly artralgie, inava a kozni spinaliomy (Arengergerova, Puzanov, 2012).

Vemurafenib je reverzibilni ATP-kompetitivni inhibitor kinazové domény BRAF.
Vzhledem k vysokému stupni homologie v této oblasti mezi BRAF a CRAF a malym
poctem dalsich kindz vykazuje 1ék inhibi¢ni aktivitu i proti dalsim kinazam (CRAF,
ARAF, SRMS, ACK1, MAP4KS5 a FGR) in vitro za pouziti purifikovanych kinaz. U
neporusenych bunék vemurafenib blokuje pouze aktivaci MEK v buiikéach, které nesou
aktivujici mutace BRAF. U buné€k divokého typu BRAF paradoxné¢ vemurafenib
zvySuje aktivaci MEK stimulaci kindzové aktivity dimeri BRAF (obrazek ¢. 3)
(Flaherty, 2012).

Studie oznadovana BRIM2 (BRAF inhibitors in melanoma 2) hodnotila
vemurafenib u ptedlécenych pacientii s metastatickym melanomem nesoucim mutaci
BRAF V600E. Do studie bylo zafazeno celkem 132 pacientd. Pacienti byli léceni
pomoci 960 mg vemurafenibu podavaného peroralné dvakrat denné. Median obdobi do
progrese onemocnéni byl 6,8 mésice. Median celkového pieziti byl 15,9 mésict, coz

predstavuje vyznamné prodlouzeni ve srovnani s 8-10 mésici dosazenymi v minulosti).
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Celkové preziti 6 mésict bylo dosazeno u 77 % piipada a celkové preziti 12 mésict v

58 % pripadl (Arenbergerova, Puzanov, 2012).
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Obrazek ¢&. 3: Schematické znazornéni mechanismu uéinku vemurafenibu u karcinomua
nesoucich aktivacni mutaci BRAF (V600E). Pievzato z:

http://www.medscape.com/viewarticle/771620
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Cil prace

Vypracovani odborné reserse na dané téma.

Praktické zvladnuti laboratornich metod — izolace DNA z bukalniho stéru, méfeni
koncentrace DNA, metoda PCR-ARMS, gelova elektroforéza, analyza ziskanych
vysledkd.

Optimalizace metody PCR ARMS pro detekci mutace V60OE v genu BRAF.

Interpretace vysledki a diskuze.
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3 Metodika

3.1 lzolace genomové DNA

Zakladni geneticky material vétSiny zivych organismi je deoxyribonukleova
kyselina (DNA). Je tvofena dvéma antiparalelnimi polynukleotidovymi fetézci a jeji
nejbeéznéjsi struktura je pravoto¢iva dvousroubovice. Oba fetézce jsou vzajemné vazany
dvéma vodikovymi vazbami mezi badzemi adeninem (A) a thyminem (T) a tfemi
vodikovymi vazbami mezi cytosinem (C) a guaninem (G). Kostra kazdého fetézce je
tvofena zbytky deoxyribdzy a kyseliny fosfore¢né, pticemz dovniti Sroubovice smétuji
jednotlivé baze. DNA se u zivoCichi a clovéka nachdzi v bunééném jadie a
v mitochondriich. Izolovat ji lze jako celkovou genomickou DNA nebo je mozné si dle
potieby vybrat konkrétni typ DNA k izolaci. Postupné byla vyvinuta fada metod, které
se od sebe mohou zna¢n¢ lisit. Volba konkrétni izola¢ni techniky zavisi na typu
pouzitého biologického materialu, dale na pozadované rychlosti a i¢innosti metody, na
dal$im vyuziti ziskané DNA a dale také na finan¢ni naro¢nosti celého procesu (lzolace
genomové DNA ze sav€ich buné€k, stanoveni koncentrace DNA pomoci absorpéni
spektrofotometrie, © 2011).

Izolace pomoci komeréné dostupnych gravitaénich kolonek je v soucasnosti
nejCastéjSim zplsobem izolace genomové DNA. Tato metoda je rychla, G¢innd a
poskytuje DNA o dostate¢né Cistoté. Na trhu je k dispozici cela fada kolonkovych kiti
slouzicich k izolaci genomové DNA.

Izolace DNA probihd v n¢kolika zakladnich krocich. Lyzat, ktery se ziskdva
rozrusenim tkani a bunék a plsobenim protedzy se nanese do specialni kolonky.
V kolonce je pfitomna matrix, na kterou se dodana DNA navaZe a centrifugaci kolonky
se roztok (bez DNA) odplavi pry€. Matrix s navdzanou DNA se promyje promyvacim
roztokem. Pak se promyvaci roztok diky centrifugaci kolonky také odplavi. Po promyti
se DNA z matrix vyvaze centrifugaci s vodou nebo elu¢nim pufrem. DNA je takto
odplavena z matrix do pfipravené sbérné zkumavky (obrazek ¢. 4) (lzolace DNA

pomoci gravitacnich kolonek, © 2014).
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DNA je centrifugaci
nanesena na matrix kolonky

@ Specialni kolonka s matrix zachycujici DNA

@ Z matrix je DNA vyplavena pufrem
¢ centrifugaci do sbérné kolonky

Obrazek ¢. 4: Odplaveni DNA z kolonky z matrix do pfipravené sbérné zkumavky.
Prevzato z: http://labguide.cz/metody/izolace-nukleovych-kyselin/izolace-dna-pomoci-

gravitacnich-kolonek/

3.2 Fluorometrické stanoveni koncentrace DNA

Fluorometr principielné vyuziva fluorescenéni barviva k uréeni koncentrace
nukleovych kyselin a proteini ve vzorku.
Kazdé barvivo je specifické pro jeden typ molekuly — DNA, RNA nebo protein. Tato
barviva maji extrémné nizkou fluorescenci, dokud se nenavazi na své cile — DNA, RNA
nebo protein. Po navazani intenzivné fluoreskuji. Pfi urCitém mnozstvi barviva je
mnozstvi fluorescencniho signdlu z této smési piimo tumérné koncentraci DNA v
roztoku. Fluorometr Qubit mtize tento fluorescencni signal zachytit a méfi koncentraci
DNA vzhledem k standardim DNA o znamé koncentraci. Fluorometr Qubit vzdy
pouziva standardy DNA k odvozeni koncentrace DNA ve vzorku. (Qubit fluorometer,
© 2017).
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Metodu absorpce UV zafeni pak pouziva piistroj spektrofotometr a dokaze zmétit
pfirozené absorbance svétla pii 260 nm pro DNA a RNA a 280 nm pro proteiny. Cim
vice je DNA, RNA nebo proteinu ve vzorku, tim vice svétla se absorbuje. Absorpce je
piirozena vlastnost DNA, RNA, volnych nukleotidl, proteint a nékterych aminokyselin
atd. Vzhledem k tomu, Ze tolik molekul absorbuje svétlo pfi 260 nm, toto méfeni je
vystaveno nepiesnosti v dusledku potencialni pfitomnosti ¢i spise kontaminace vzorku
témito dalSimi molekulami (Izolace genomové DNA ze sav¢ich bunck, stanoveni

koncentrace DNA pomoci absorpéni spektrofotometrie, © 2011).

3.3 PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je
metoda K rychlému zmnozeni (amplifikace) vybraného tiseku DNA (Polymerazova
fetézova reakce, © 2014). Byla vyvinuta v Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii
(Prusa, 1998). DNA je nejprve denaturovana za vzniku dvou jednovlaknovych
templatovych (matricovych) molekul DNA. MnozZeny usek DNA je ohranifen tzv.
primery (oligonukleotidy), coz jsou specifické fragmenty DNA o 20-25 nukleotidech.
Ty diky své komplementarit¢ piisedaji pravé ke koncim vybraného useku. Od
ptisedlych primert probiha syntéza DNA (obrazek ¢. 5) (Polymerazova fetézova reakcee,
© 2014). Syntézu novych vlaken katalyzuje termostabilni DNA polymeraza (napiiklad
Taq z bakterie Thermus aquaticus) od 5’konce ke 3’konci vzdy zaéinajici od primert
(Prisa, 1998). Principem reakce je vyuziti mnohonasobné se opakujicich se teplotnich
zmén v tzv. cyklech, které umoznuji denaturaci (rozvolnéni) DNA, piisedani primera a
syntézu DNA (Polymerazova fetézova reakce, © 2014).

Teplotni faze reakéniho cyklu jsou denaturace (optimalné pii 95 °C), hybridizace
primert (optimalné podle denaturacni teploty duplexu templatové DNA s primerem
minus 12, obvykle mezi 50-55 °C) a syntéza (obvykle mezi 70-74 °C). Pocet cyklu se
obvykle pohybuje v rozmezi 15 az 40 cykli a koncentrace amplifikované DNA nartsta

geometrickou fadou. Kazdy experiment musi mit pozitivni a negativni kontrolu (Prisa,
1998).
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Polymerase chain reaction - PCR
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Obrazek ¢. 5: Princip polymerazové fetézové reakce. Pievzato z:

https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction

3.4 PCR-ARMS

PCR-ARMS (amplifikaéni refrakéni mutacni systém) je jednoduchd metoda pro
detekci bodové mutace nebo malé delece. Je to varianta AS-PCR (alelové specifické
PCR). ARMS je zalozena na pouziti sekvenéné specifickych PCR primeri, které
umoziuji amplifikaci DNA testu pouze tehdy, kdyZ je cilova alela obsaZena ve vzorku.
Metoda je spolehliva a jasné rozlisi heterozygota ve sledovaném lokusu od homozygott
pro jednu nebo druhou alelu.

PCR-ARMS je velice citliva, specifickda a nizkonakladova metoda pro detekci
mutaci s hlaSenou analytickou citlivosti v rozmezi od 0,1 % do 2 % (Huang et al.,
2013).

Metoda ARMS-PCR pro testovani mutace V60OE v genu BRAF pievzata z prace
Huang et al. (2013) vyuziva ¢étyfi primery v jediné PCR reakci, pfi¢emz dva vné&jsi
primery jsou navrzeny pro amplifikaci fragmentu o velikosti 200 bp zahrnujiciho také
misto potencialni mutace V600E, které zaroven slouzi jako interni amplifikacni
kontrola. Dva interni primery jsou bud’ specifické pro mutantni sekvenci nebo sekvenci
divokého typu. Mutovana a normalni sekvence je odlisitelna na zakladé rozdilné délky

amplifikovanych fragmentt. Fragment ziskany amplifikaci divokého typu ma velikost
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97 bp, zatimco fragment obsahujici mutaci ma velikost 144 bp (obrazek ¢. 6) (Huang et
al., 2013).

BRAF T1799A
|
Fo Fiwt
ﬁ — h i
Rimut Ro

Control: Fo-Ro, 200 bp;
V600E: Fo-Rimut, 144 bp;
Wild Type: Fiwt-Ro, 97 bp.

Obrazek ¢. 6: V jedné PCR zkumavce jsou pritomny ¢tyfti specifické primery. Primer Fo
a Ro generuje bézny fragment 200 bp zahrnujici misto mutace. Primer Fo a Rimut
generuje fragment o velikosti 144 bp specificky pro mutaci BRAF V600E. Primer Fiwt-
a Ro generuje fragment o velikosti 97 bp specificky pro nemutovany gen BRAF.
Pievzato zz: HUANG, T., et al., 2013.

V praktické ¢asti pracuji s primery Fo, Ro, Fiwt a Rimut. Primerové sekvence byly:
e piedni (Fo): 5"-CTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAG-3"
e zpétny (Ro): 5'-GCCTCAATTCTTACCATCCAC-3’
e piedni divoky typ (Fiwt): 5'-GTGATTTTGGTCTAGCTACAGT-3’
e zpétny mutovany (Rimut): 5'-CCCACTCCATCGAGATTTCT-3"
Vsechny primery byly 20 uM (Huang et al., 2013).

3.5 Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera se pouzivd krozdéleni makromolekul.
Makromolekuly s nenulovym elektrickym néabojem se v elektrickém poli pohybuji
k jedné z elektrod v zavislosti na své molekulové hmotnosti, celkovém naboji a tvaru.
Fragmenty DNA se v elektrickém poli pohybuji od ziporné elektrody smérem ke
kladné, protoze DNA je kyselina a obsahuje zdporn¢ nabité fosfatové skupiny.
Nejcastéji se k déleni fragmentti DNA pouziva agardézovy gel. Vzniklé fragmenty DNA
o stejné délce formuji viditelny prouzek a na agarézovém gelu postupuji stejné rychle.

28



DNA je vizualizovéana diky specifickému barveni pomoci interkala¢niho c¢inidla napf.
ethidiumbromidem (EtBr). Tato latka se vdze dovnitf dvouSroubovice a po ozafeni

ultrafialovym svétlem (UV) oranzové fluoreskuje (Curn, 2008).
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4 Prakticka cast

Pozitivni kontrola, a tedy DNA s mutaci V60OE v genu BRAF byla poskytnuta
spratelenou laboratofi. V genetické laboratofi Genlabs s.r.o. jsem si zkusila izolaci
genomové DNA jak z periferni krve, tak i z bukalniho stéru. Pro optimalizaci metody
PCR ARMS ve své praci pracuji s DNA izolovanou z bukalni sliznice, proto zde

neuvadim postup pro izolaci DNA z periferni krve.

4.1 lzolace genomové DNA 7 bukdlni sliznice
K izolaci byl pouzit DNA Isohelix DNA Isolation kit: DDK-3/DDK-50.

Reagencie a jejich skladovani

Lysis buffer LS — pokojova teplota
Proteinase K —-20 °C

Capture buffer CT — pokojova teplota
Re-hydration buffer TE — pokojova teplota

Postup

Do zkumavky s tamponem s buitkami bukalniho stéru bylo napipetovano 500 ul LS
pufru. Dale bylo pfidano 20 pul rozmrazené Proteinase K. Vzorek byl kratce zvortexovan
a zcentrifugovan na stolni centrifuze. Poté byl inkubovan jednu hodinu pfi 60 °C
V suché 1azni. Po uplynuti jedné hodiny byl kratce zvortexovan a zcentrifugovan. Ze
zkumavky byl piepipetovan vSechen supernatant do nové, fadné oznacené, 1,5 ml
zkumavky, a poté bylo do zkumavky piidano 500 ul Capture butter CT pufru. Pak byla
zkumavka kratce vortexovana a zcentrifugovana pfi 13 tis. ot/min po dobu 7 minut. Poté
byl opatrné odstranén supernatant, aby se neporusila peleta DNA. Zkumavka byla
kratce zcentrifugovana a opatrné se odebral vSechen zbyly supernatant. K pelet¢ DNA
bylo ptfidano 50 pl TE pufru vytemperovaného na 60 °C. Takto pfipraveny vzorek byl
inkubovan po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Poté byl kratce zvortexovan a
zcentrifugovan pfi 13 tis. ot/min po dobu 15 minut. Supernatant obsahujici DNA byl
odebran do nové 1,5 ml zkumavky, kterd byla oznacena Stitkem se jménem a piijmenim
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klienta, jeho rodnym &islem, LIC (laboratorni identifikaéni &islo) a zkratkou, kdo DNA

izoloval. Izolovand DNA je dale skladovana v mrazicim boxu.

4.2 Méieni koncentrace DNA

Koncentrace vyizolovanych DNA byla méfena pomoci pfistroje Qubit® 2.0
Fluorometer. Méteni koncentrace DNA je rozdéleno na dvé ¢asti. Prvnim krokem je
ptiprava pracovniho roztoku Qubit™ Working Solution se kterym je nasledné smichan
Vv ur¢itém poméru vzorek DNA a druhym krokem je vlastni méfeni koncentrace DNA
ve vzorku pomoci fluorometru. Koncentrace jednotlivych vzorkit DNA je uvedena

v tabulce ¢. 6 v kapitole 5.1.

Reagencie a jejich skladovani

Qubit™ dsDNA BR reagent — pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR buffer — pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR Standard #1 — 4 °C
Qubit™ dsDNA BR Standard #2 — 4 °C

Postup

Nejdiive byly standardy vytemperovany na pokojovou teplotu a pro kazdy vzorek byly
pfipraveny predepsané mikrozkumavky Qubit™ assay tubes. Pracovni roztok byl
pfipraven pro vSechny méfené vzorky do jedné 1,5 ml zkumavky, pficemZ pro kazdy
vzorek bylo napipetovano 199 ul Qubit™ dsDNA BR bufferu a 1 pl Qubit™ dsDNA
BR reagentu.. Pak byla smés pfiblizné¢ 15 sekund vortexovana a na stolni centifuze
zcentrifugovdna. Pro méfeni standardu bylo napipetovano do pfipravenych
mikrozkumavek Qubit™ assay tubes 190 pl pfipraveného pracovniho roztoku. Do
jedné zkumavky bylo piidano 10 pl Qubit™ dsDNA BR Standard #1, do druhé
Qubit™ dsDNA BR Standard #2. Pro méfeni vzorku bylo do mikrozkumavky
napipetovano 198 pl pracovniho roztoku a 2 pul DNA izolatu. Mikrozkumavky byly
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kratce zvortexovany a zcentrifugovany. Po 2 minutach inkubace byla zméfena

koncentrace DNA.

4.3  Amplifikace zdravé DNA se tifemi riiznymi PCR mixy

Jelikoz jsem méla k dispozici tfi rizné komer¢ni PCR kity (PCRBIO HS Taq DNA
Polymerase, EmeraldAmp GT PCR Master Mix a gb Basic PCR Master Mix), nejdiive
jsem vyzkouSela, ktery z nich bude pro muj experiment nejefektivnéjsi s ohledem na

vytéznost a specificitu PCR reakce.

Reagencie a jejich skladovani

PCRBIO HS Taq DNA Polymerase — -20 °C
EmeraldAmp GT PCR Master Mix — -20 °C
gb Basic PCR Master Mix —-20 °C

zdrava DNA (bez mutace V600E) — -20 °C
primery: Fo, Ro, Fiwt, Rimut —-20 °C

deionizovana H, 0 — pokojova teplota

Postup

PCR mixy byly pfipraveny v PCR boxu v chladicim stojanku. Jeden mix o
celkovém objemu 25 pl obsahuje 12,5 pl konkrétniho PCR mixu, 0,4 ul primeru Fo (20
uM), 0,2 pl primeru Ro, 0,2 pl primeru Fiwt a 0,8 pl primeru Rimut, 2 ul DNA a 8,9 pl
deionizované H, 0. Pro celkové tfi PCR mixy tedy bylo namichano 1,2 ul Fo, 0,6 ul Ro,
0,6 pl Fiwt, 2,4 pl Rimut a 26,7 pl deionizované H,0. Tento mix se fadné zvortexoval,
zcentrifugoval a rozpipetoval po 10,5 ul do tfech oznaenych PCR zkumavek. Do
zkumavky €. 1 byl pfidan PCRBIO HS Taq DNA Polymerase, do zkumavky ¢. 2 byl
ptidan Emerald Amp GT PCR Master Mix a do zkumavky €. 3 byl pfidan gb Basic PCR
Master Mix. Do vSech byla poté pfidana DNA zdravého jedince, ktera nevykazuje
mutaci VO0OE (pouzitda DNA byla z bukalniho stéru). VSechny tfi zkumavky byly fadné
zvortexovany a zcentrifugovany a nasledné vlozeny do cykleru. Reakce PCR-ARMS

meéla presné nastaveny teplotni profil (tabulka ¢. 1).
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Tabulka €. 1: Teplotni profil reakce

Krok Teplota | Cas f;l:ﬁ:
1 pocatecni 95°C | 5min 1
denaturace
denaturace 94 °C 20s
2 anealing 66 °C 20s 40
extenze 72 °C 1 min
3 | terminalni extenze | 72 °C 5 min 1

4.4  Priprava gelové elektroforézy

Reagencie a jejich skladovani

Crystal 10x TBE Buffer — prasek — pokojova teplota
10x TBE — roztok ptipraveny z Crystal 10x TBE Buffer — pokojova teplota
pracovni roztok 1X TBE — pokojova teplota

agar6zové tablety — pokojova teplota

Postup

10x TBE pufr byl pfipraven rozpusSténim praSku Crystal 10x TBE Buffer v
deionizovana H,0 a doplnénim touto H,O na celkovy objem 1 litr.

Pracovni roztok 1x TBE byl ptfipraven tak, ze do sklenéné lahve o objemu 0,5 |
bylo pomoci odmérného vélce nalito 50 ml 10x TBE pufru, a poté pfiddano 450 ml
destilované vody.

Pfed samotnou gelovou elektroforézou byl pfipraven agarézovy gel. Ctyii
agardzové tablety o hmotnosti 0,5 g byly v plastové kadince smichany s 50 ml 1xXTBE
pufru, aby vysledny gel byl 4 %. Tablety se nechaly rozpustit v pufru, a poté byla
kadinka vloZena do mikrovinné trouby, kde po n€kolika zahtivanich vznikl gel. Gel bez

bublin byl nalit na elektroforetickou podlozku s hfebeny a nechan ztuhnout. Po ztuhnuti
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byly vyjmuty hiebeny a gel i s elektroforetickou podlozkou byl vlozen do
elektroforetické vany s TBE pufrem tak, aby vSechny jamky byly ponofeny.

4.5 Gelova elektroforéza se zdravou DNA a tiemi riiznymi PCR mixy
Do prvnich tfech jamek bylo napipetovano 10 pl kazdého PCR produktu
smichaného s 1 pl barvy Midori Green Direct. Do ¢tvrté jamky bylo napipetovano 5 pl
markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU smichaného s 1 ul barvy Midori Green Direct.
Elektroforéza byla spusSténa na pfiblizné 10 minut pii napéti 100-135 V. Prabéh
elektroforézy bylo mozné diky iluminatoru Mupid™ a LED Illuminator sledovat

prabézng.

4.6  Amplifikace mutované DNA

Postup byl tplné stejny jako v kapitole 4.3. Dale jsem jiz nepracovala s PCR
mixem gb Basic PCR Master Mix. Také byl upraven objem mutované DNA — misto 2
ul byl do mixu pfidan 1 ul a diky tomu byl upraven i objem deionizované H,0, aby

vysledny objem byl stale 25 ul. Dale jsem upravila teplotni profil reakce (tabulka ¢. 2).

Tabulka €. 2: Teplotni profil reakce

Krok Teplota | Cas f;ltlel:
1 pocatecni 95°C | 5min 1
denaturace
denaturace 94 °C 15s
2 anealing 66 °C 155 40
extenze 72 °C 30s
3 | terminalni extenze | 72 °C 5 min 1

4.7 Gelova elektroforéza s mutovanou DNA
Gelova elektroforéza byla ptipravena stejné jako v kapitole 4.4 a 4.5. Byla spusténa
na pfiblizn€ 10 minut pii napéti 100-135 V. Prab¢h elektroforézy bylo mozné diky

iluminatoru Mupid™ a LED Hluminator a barvé sledovat pribézné. Diky detekénimu
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zatizeni FastGene® GelPic LED Box byl gel zdokumentovan a jeho obrazek ¢. 8 je
uveden v kapitole 5.3.

4.8 Amplifikace DNA s riiznymi koncentracemi (gradient DNA)

Nyni byly pouzity opét dva komercni mixy pro PCR — PCRBIO HS Tag DNA
Polymerase (zkumavky 1-6) a EmeraldAmp GT PCR Master Mix (zkumavky 8-13).
Chtéla jsem vyzkouset, jakou minimalni koncentraci musi mit mutovana DNA, aby byla
detekovatelna. Pro kazdy kit bylo pfipraveno 6 PCR zkumavek. V poslednich
zkumavkach (€. 6 a ¢. 13) byl pfipraven mix, aby z nich mohl poté byt rozpipetovan.
Kazdy mix obsahoval celkem 75 pl PCR mixu PCRBIO HS Tag DNA Polymerase nebo
EmeraldAmp GT PCR Master Mix (po 12,5 ul v kazdé reakcei), 2,4 pl primeru Fo (po
0,4 pl v kazdé reakci), 1,2 pl primeru Ro (po 0,2 pl v kazdé reakci), 1,2 pl primeru Fiwt
(po 0,2 ul v kazdé reakci) a 4,8 pl primeru Rimut (po 0,8 pul v kazdé reakci). Prehled
objemu primerd a PCR mixu je uveden v tabulce ¢. 3. Oba dva mixy byly peclivé
zvortexovany a zcentrifugovany. Poté byly mixy rozpipetovany po 14,1 pul do
zbyvajicich péti zkumavek (1, 2, 3, 4, 5a 8, 9, 10, 11, 12). Do zkumavek 1 a 8 bylo
napipetovano 0,25 pl mutované DNA, do zkumavek 2 a 9 bylo napipetovano 0,5 pl
mutované DNA, do zkumavek 3 a 10 byl napipetovan 1 pl mutované DNA a do
zkumavek 4 a 11 byly napipetovany 2 pl mutované DNA. Do zkumavek 5 a 12 byl
napipetovan 1 pl zdravé DNA bez mutace jako zdrava kontrola a zkumavky 6 a 13
zustaly bez DNA jako negativni kontrola PCR reakce. Do vSech zkumavek byl nasledné
napipetovan ptislusny objem deionizované H,O tak, aby vysledny objem mixu v jedné
PCR zkumavce byl 25 ul. Pfislusné objemy DNA a deionizované H,O jsou uvedeny
Vv tabulce €. 4. VSechny zkumavky byly poté zvortexovany, zcentrifugovany a vloZeny

do cykleru se stejnym teplotnim profilem jako v kapitole 4.6.
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Tabulka €. 3: Pfehled objemt primerti a PCR mixu

pocet
vzorku 1 6
PCR mix
(ul) 12,5 75
Fo (ul) 0,4 2,4
Ro (ul) 0,2 1,2
Fiwt (ul) 0,2 1,2
Rimut (pl) 0,8 4,8
celkem (ul) 14,1 84,6

Tabulka €. 4: Ptehled objemi DNA a deionizované H,0

zkumavka DNA [pl] | H20 [pl]
1 0,25 10,65
2 0,5 10,4
3 1 9,9
4 2 8,9
5 (zdrava kontrola) 1 9,9
6 (negativni kontrola) 0 10,9
7 marker
8 0,25 10,65
9 0,5 10,4
10 1 9,9
11 2 8,9
12 (zdravé kontrola) 1 9,9
13 (negativni kontrola) 0 10,9

4.9 Gelova elektroforéza s riiznymi koncentracemi DNA

4 % agarozovy gel byl pfipraven tak, ze Ctyfi agardzové tablety o hmotnosti 0,5 g
byly v plastové kadince smichdny s 50 ml 1XxTBE pufru, aby vysledny gel byl 4 %.
Tablety se nechaly rozpustit v pufru, a poté byla kadinka vlozena do mikrovinné trouby,

kde po né€kolika zahtivanich vznikl gel. Pak bylo do tekutého gelu ptidano 15 pl barvy
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Midori Green Advanced DNA Stain o objemu 15 pl, ktera se v gelu rozmichala. Gel se
poté nalil do elektroforetické podlozky s hiebeny a dal se ztuhnout do temna (aby gel
rychleji ztuhl, mtze se dat i do lednice). KdyZ gel ztuhl, pfenesl se do elektroforetické
vany. Vyhoda barveného gelu je, Ze se jednotlivé PCR produkty nanasi na gel ptimo.
Do jamek bylo napipetovano po 20 ul kazdého PCR produktu. Do prvnich Sesti jamek
byly napipetovany PCR produkty v pofadi 1-6, do sedmé jamky bylo napipetovano 5 ul
markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU a do dalSich Sesti jamek byly napipetovany
PCR produkty 8-13. Obrazek ¢. 9 je uveden v kapitole 5.4.

4.10 Opakovani amplifikace DNA

Tentokrat byl pouzit pouze PCR mix EmeraldAmp GT PCR Master Mix. PCR mixy
byly namichany pro ¢tyti reakce. Presné podle rozpisu (tabulka ¢. 5) byly namichany tii
mixy SDNA o objemu 1 pl, negativni kontrola byla namichana bez DNA a s
deionizovanou H,0 o objemu 10,9 ul. Tentokrat byly pouzity oba vzorky mutované
DNA, které byly k dispozici (A a B).

Tabulka ¢. 5: Rozpis reagencii v jednom ze tfi mixti S DNA

pocet vzorki 1
PCR mix (ul) 125
Fo (ul) 0,4
Ro (ul) 0,2
Fiwt (ul) 0,2
Rimut (pul) 0,8

DNA (ul) 1
H,O (ul) 9,9
celkem (pl) 25

4.11 Gelova elektroforéza opakované amplifikace DNA

Priprava 4 % agar6zového gelu probihala stejn¢ jako v kapitole 4.4 a 4.5, takze
barva Midori Green Direct byla pfidana az po probéhlé PCR-ARMS reakci do
zkumavek s PCR produkty. Barva byla také pridana k markeru 100 bp DNA LADDER

37



H3RTU. Do jamek bylo napipetovano po 10 ul v potfadi marker, PCR produkt
s mutovanou DNA A, PCR produkt s mutovanou DNA B, PCR produkt se zdravou
DNA a PCR mix bez DNA jako negativni kontrola. Obrazek ¢. 10 je v kapitole 5.5.
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5 Vysledky
5.1 Koncentrace DNA

K dispozici jsem méla dva vzorky s mutovanou DNA (V600E) oznacené A a B.
Jako zdravou DNA (bez mutace) jsem pouzivala DNA s LIC 30/17 (tabulka &. 6). I pies
opakované méfeni se nepodafilo naméfit koncentraci DNA V600E B, ziejmé se

pohybovala pod detek¢nim limitem fluorometru..

Tabulka ¢. 6: Naméfené koncentrace DNA

Nazev Koncentrace
DNA V600E A 72,2 ng/ul
DNA V600E B 0 ng/ul
DNA 30/17 45,1 ng/pl

5.2 Gelova elektroforéza se zdravou DNA a tiemi riznymi PCR mixy

Kontrolni vysledny PCR produkt ma velikost 200 bp. Pro srovnani byl pouzit
marker 100 bp DNA LADDER H3RTU (obrazek ¢. 7). Rizné PCR mixy vykazovaly
stejny vysledek, u PCR mixu gb Basic PCR Master Mix byl ale vysledek nejméné
zietelny, proto dale pracuji jen s PCR mixy PCRBIO HS Tag DNA Polymerase a
EmeraldAmp GT PCR Master Mix.
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DNA Mass Base Pairs

(ng/5nl)
40 — 3,000
70 — 1,500
50 — 1,000
40 — 900
40 — 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel
Obr. ¢. 7: 100 bp DNA LADDER H3RTU (Molecular Weight Marker). Velikosti PCR

fragmentt na agar6zovém gelu. Pfevzato z: http://fgf-erk.com/index.php?a=agarosa

5.3 Gelova elektroforéza s mutovanou DNA

Na obrazku ¢. 8 je gel, ve kterém je v prvni jamce napipetovan marker 100 bp
DNA LADDER H3RTU, v druhé jamce PCR produkt, kdy byl pouzit mix PCRBIO HS
Tag DNA Polymerase a ve tfeti PCR produkt vyuzivajici mix EmeraldAmp GT PCR
Master Mix. Vysledny PCR produkt DNA s mutaci V600E ma velikost 144 bp.
Kontrolni vysledny produkt ma velikost 200 bp. Na obrazku je vidét, Ze oba komeréni
mixy funguji podobn¢, vysledek ziskany pomoci EmeraldAmp GT PCR Master Mix je

vSak zfetelnéjsi, ucelené;si a ostiejsi.
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200 bp

144 bp

97 bp

Obrazek ¢. 8: Agarézovy gel. V prvni jamce (M) je marker 100 bp DNA LADDER
H3RTU, v jamce 1 je napipetovan PCR produkt amplifikovany pomoci DNA mix
PCRBIO HS Tag DNA Polymerase a v jamce 2 je napipetovan PCR produkt
amplifikovany pomoci EmeraldAmp GT PCR Master Mix. V obou piipadech byla
pouzita DNA V600E A a zietelné jsou vidét PCR produkty o velikosti 200 bp, 144 bp a
97 bp.

5.4 Gelova elektroforéza s riiznymi koncentracemi DNA

Podle pfedpokladu mélo vyjit, Ze v jamkach 1-4 a 8-11 budou PCR produkty o
velikosti 200 bp a 144 bp, v jamkach 5 a 12 budou PCR produkty o velikosti 200 bp a
97 bp a jamky 6 a 13 budou prazdné. V jamce 7 (M) byl napipetovan marker 100 bp
DNA LADDER H3RTU. Podle obrazku ¢. 9 byly bohuzel jamky 6 a 13
kontaminované, ziejmé pii praci s DNA v PCR boxu. Také se nepotvrdil koncentra¢ni
gradient, kdy prouzky produktii 144 bp mély byt zleva doprava silnéj$i a misto toho
jsou vsechny vidét stejn€. To dokazuje, Ze sta¢i malé mnozstvi mutované DNA a tento

test bude pozitivni.

41



Obrazek ¢. 9: Agardzovy gel. V jamkach 1-4 a 8-11 jsou PCR produkty s riznou

koncentraci mutované DNA. Ve vSech jamkach jsou jasné vidét PCR produkty o
velikosti 200 bp a 144 bp, méné zietelné pak produkty o velikosti 97 bp. V jamkach 5 a
12 je napipetovana zdrava DNA a jasn¢ jsou vidét produkty o velikosti 200 bp a 97 bp.
V jamkach 6 a 13 jsou pfitomny negativni kontroly (tzn. do PCR mixu nebyla pfidana
zadna DNA). Jamka M oznacuje marker 100 bp DNA LADDER H3RTU.

5.5 Gelova elektroforéza opakované amplifikace DNA

Tento krok jsem ud¢lala po nezdateném pokusu popsaném Vv kapitole 5.4. Bohuzel
I vtomto experimentu (obrazek ¢. 10) byla negativni kontrola kontaminovana
mutovanou DNA. Mix s DNA V600E B, ziejmé obsahoval velice nizkou koncentraci
mutované DNA.ackoli se ndm ji nepodatilo pomoci fluorometru zméfit. JelikoZ jsem si
pri této opakované praci davala velky pozor, napada mé jen odtivodnéni, ze mohlo dojit
ke kontaminaci béhem ptidavani vzorki do zkumavek. Metoda je tedy velice citliva

vzhledem ke kontaminaci.
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144 bp

etk 97 bp
B e

Obrazek ¢. 10: Agarézovy gel. V prvni jamce (M) je napipetovany marker 100 bp DNA
LADDER H3RTU. V jamce 1 je PCR produkt obsahujici DNA V600E A a jsou
zietelné vidét PCR produkty o velikosti 200 bp a 144 bp. Jamka 2 obsahuje DNA
V600E B. V jamce 3 je napipetovana DNA bez mutace jako zdrava kontrola. Jsou zde
vidét produkty o velikosti 200 bp a 97 bp. Negativni kontrola v jamce 4 je opét

kontaminovana.
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6 Diskuze

Onemocnéni malignim melanomem je velice agresivni a od roku 2008 patii Ceské
republika mezi 15 zemi s jeho nejvysSim vyskytem (Geneticky test — kozni melanomy,
© 2016). V roce 2011 bylo v Ceské republice nahldgeno 2044 novych piipadt
onemocnéni zhoubnym melanomem (1086 muzii a 958 zen). Ve stejném roce zemielo
na zhoubny melanom 365 ob¢ant Ceské republiky. Incidence melanomu v Ceské
republice dlouhodobé roste. V Ceské republice je melanom jednim z nejéastéjsich
novotvarl — v roce 2011 byl 9. nejcastéji diagnostikovanym novotvarem. Zdrojem dat o
epidemiologii zhoubnych novotvara v Ceské republice je Narodni onkologicky registr a
spraveem je Ustav zdravotnickych informaci a statistiky v CR (Zvolsky, 2014).
Vzhledem k zavaznosti této problematiky a s cilem zvysit povédomi vefejnosti o
moznostech prevence byl také ustanoven Evropsky den melanomu. V roce 2017 piipadl
na utery 9. kvétna.

Molekularni detekce mutaci v BRAF genu je dulezita zejména vzhledem k
diagnostice nadoru, vybéru 1é¢by a mlze také upfesnit prognézu onemocnéni. DalSimi
metodami  detekce mutace jsou alelové-specificka real-time, COLD-PCR,
pyrosekvenovani a jiné (Huang et al., 2013). Dalsi pouzivané metody detekce mutace
V600 je PCR a reverzni hybridizace kitem BRAF 600/601 StripAssay (Viennlab), popf.
metoda real-time PCR kitem cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test (Roche) (Gen
BRAF, © 2017).

V praktické casti mé prace bylo cilem optimalizovat metodu PCR-ARMS pro
detekci mutace V600E v genu BRAF. V laboratoii GENLABS s.r.o. jsem méla
k dispozici tfi razné PCR master mixy — PCRBIO HS Taq DNA Polymerase,
EmeraldAmp GT PCR Master Mix a gb Basic PCR Master Mix. Nejdiive jsem
provedla experiment se v§emi témito PCR master mixy a vytadila gb Basic PCR Master
Mix, protoze v porovnani se dvéma zbylymi byl vysledny PCR produkt hiie
detekovatelny. Dale jsem provedla optimalizaci ¢asového profilu, protoze studie, ze
které jsem Cerpala (Huang, 2013) uvadéla konkrétné u denaturace, anealingu a extenze
¢as 20 sekund. Ja jsem u denaturace a anealingu ubrala na 15 sekund a cas extenze

zvysila na 30 sekund. Také jsem upravovala vstupni koncentraci DNA.
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Riazné vstupni koncentrace mutované DNA nepotvrdily, ze ¢im vétsi koncentrace
DNA v mixu je, tim zfetelnéjsi jsou produkty PCR. Takze k testovani staci uz od 0,25
ul DNA s mutaci. Pfiprava PCR mixt probiha v dekonaminovaném PCR boxu a nem¢la
by dovnitt vitbec pfijit DNA, takze ptisté musim pracovat piesnéji a bez chyb. Oba dva
mixy bych doporucila pro stanoveni mutace V600E v genu BRAF pomoci metody
PCR-ARMS, ovsem v zavéru prace pracuji vyhradné s EmeraldAmp GT PCR Master
Mixem, protoze se mi vysledky amplifikace zdaly zieteInéjSi v porovnani s Kitem
PCRBIO HS Taq DNA Polymerase.

Metoda PCR-ARMS je velice citliva a pii ptipravé reakénich mixt musi byt
dodrzena prace v Cistém a sterilnim prostfedi. Velice jednoduse mutze dojit ke

kontaminaci.
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7 Zavér

V teoretické Casti této prace bylo cilem shrnuti aktualnich informaci o malignim
melanomu, o mutaci V60OE a genu BRAF a metodach vysetieni.

V praktické ¢asti prace jsem zvladla zékladni laboratorni metody — izolaci DNA
Z bukalniho stéru i periferni krve, metodu PCR-ARMS pro detekci mutace V600E
v genu BRAF a gelovou elektroforézu. Optimalizovana metoda s DNA o koncentraci
0,25 pl, upravenym anealingem a PCR mixem Emerald Amp GT PCR Master Mix se
v budoucnu bude moci vyuzivat v laboratofi k cilené diagnostice této mutace.

Optimalizaci metody PCR-ARMS pro detekci mutace V600E v genu BRAF

povazuji za Uspésnou.
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Ptiloha €. 1: Vyvoj poc¢tu hldSenych novych onemocnéni a poctu zemielych na 100 000
obyvatel podle pohlavi na zhoubny melanom kiize, CR, 1970-2002. Pfevzato z:
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Ptiloha ¢. 2: Pocet hlaSenych novych onemocnéni na zhoubny melanom klize na
100 000 obyvatel podle pohlavi a vékovych skupin, CR, rok 2002. Pievzato z:

http://www.uzis.cz/rychle-informace/zhoubny-melanom-kuze
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Obrazek ¢. 2: Hlavni mista G¢inku cilenych chemoterapeutik (zluté ramecky) na
schematickém ptikladu signélnich drah aktivovanych receptorovymi tyrosinkindzami
(EGFR NEBO ERBB2/3). Zobrazena cilena chemoterapeutika ptsobi jako inhibitory
proteinovych produktii zpisobujicich aberantni mitogenni stimulaci, inhibici apoptozy

nebo diferenciace. Tyto poruchy vznikaji v disledku amplifikaci nebo aktiva¢nich
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mutaci (*) pfisluSnych protoonkogeni kodujicich jednotlivé proteinové komponenty
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Obrazek ¢. 6: V jedné PCR zkumavce jsou piitomny ¢tyfi specifické primery. Primer Fo
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10 Seznam zkratek

ARMS
BRAF
BRIM2
CR1
DNA
EGFR
EMA
ERK
FDA
GAG
GTG
GTP
KRAS
LIC
MAPK
MAPKK
MAP4K5
MEK
NGS
PCR
RAF
RAS
Taq
uv

amplifikacni refrakéni mutacni systém

v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

BRAF inhibitors in melanoma 2

konzervativni doména

deoxyribonukleova kyselina

receptor epidermalniho ristového faktoru

Evropska agentura pro 1é¢ivé ptipravky (European Medicines Agency)
extracellular receptor regulated kinase

Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and Drug Administration)
kyselina glutamova

valin

guanosine triphosphate

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
laboratorni identifikacni Cislo

mitogen-activated protein kinase

MAPK/ERK kinase (mitogen-activated protein kinase-kinase)
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5
mitogen-activated protein kinase-kinase

sekvenovani nové generace

polymerazova fetézova reakce

v-raf murine sarcoma viral oncogene

intracelularni signalni protein

Thermus aquaticus

ultrafialové zafeni
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