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Seznam pouzitych zkratek

3’'UTR 3 ‘untranslated region (3" netranslatovana oblast)

AciCC acinic cell carcinoma (acinicky karcinom)

AdCC adenoid cystic carcinoma (adenoidné cysticky karcinom)

AMV Avian myeloblastosis virus

BTB/POZ bric-abrac tramtrack Broad complex/poxvirus and zinc finger
CCB core-cut biopsie

cDNA complementary DNA (komplementarni DNA)

CRE cAMP response element

CREB CcAMP response element-binding

CT computer tomography (pocitatova tomografie)

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

ddNTP dideoxynukleotid

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

dNTP deoxynukleotid

FFPE formalin fixed parafin embeded (formalinem fixované a v parafinu zalit¢)
FISH fluorescence in-situ hybridization (fluoresce¢ni in-situ hybridizace)
FNA fine needle aspiration (tenkojehlova biopsie)

FTC folicular thyroid carcinoma (folikularni karcinom §titné Zlazy)
GCO Global Cancer Observatory

GIP glukoza-dependentni insulinotropni polypeptid

HCI kyselina chlorovodikova

HE hematoxilin-eosin

IC intraductal carcinoma (intraduktalni karcinom)

MASC mammary analogue secretory carcinoma (mamarni analog sekre¢niho

karcinomu)


https://cs.wikipedia.org/wiki/Dideoxynukleotid

MEC
M-MLV
MRI
NGS
NK

PA
PAC
PCR

PT

gPCR

RNA
RT
RTK
SC
SD
SSC
Tth
USG
WHO

mucoepidermoid carcinoma (mukoepidermoidni karcinom)
Moloney murine leukemia virus

magnetickd rezonance

next generation sequencing (sekvenovani druhé generace)
nukleova kyselina

pleomorphic adenoma (pleomorfni adenom)

polymorphic adenocarcinoma (polymorfni adenokarcinom)
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
pokojova teplota

quantitative polymerase chain reaction (kvantitativni polymerazova
fetézova reakce)

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)
reverse transcription (reverzni transkripce)
receptor tyrosin kinaza

secretory carcionoma (sekre¢ni karcinom)
standard deviation (smérodatna odchylka)
Saline-Sodium Citrate buffer (citratovy pufr)
Thermus thermophilus

ultrasonografické vysetfeni

World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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1. Uvod

Nador je tkanova masa, ktera vznikd v disledku excesivni, nekoordinované
a autonomni proliferace transformovanych bunék (1). Nadory vznikaji monoklonalni
proliferaci nadorové bunky, jejiz geneticka alterace se pienasi do dalSich dcefinych bunék
nadorové populace. Nadory (neoplazie) rozd€lujeme na nadory benigni (nezhoubné)
a maligni (zhoubné). Benigni nadory rostou expanzivné, neinfiltruji destruktivné okolni
zdravou tkan, zpravidla nezakladaji metastazy a nejsou schopny neomezeného rustu. Naproti
tomu, maligni nadory rostou ve tkani invazivné a destruktivné, maji nekontrolovatelny rist
do okolnich tkani a zpravidla jsou schopny zalozit metastazy. Schopnost metastazovani,
tj. zakladani sekundarnich nadorovych lozisek v mistech vzdalenych od primarniho nadoru,
je hlavni znak malignity, ale zdaleka ne v§echny maligni nddory nutn€ musi metastazovat.

Benigni nadory byvaji na genetické urovni méné komplexni — maji mens$i pocet
mutaci nez maligni nadory a jsou relativné geneticky stabilni a maji mensi tendenci
k akumulaci dodate¢nych mutaci v Case. Geneticka instabilita naopak charakterizuje maligni
nadory. Maligni nadory jsou geneticky velmi komplexni, béhem mnohastupniového procesu
kancerogeneze dochazi k akumulaci mnohocetnych mutaci, jejichz pocet, potadi vzniku
alteraci a zasazeni konkrétnich genli v rdmci ziskavani maligniho fenotypu je pro kazdy

maligni nador individualni (1).



2. Nadory slinnych Zlaz
2.1. Incidence a hlavni klinické charakteristiky nadori slinnych Zlaz

V roce 2020 bylo podle statistik Global Cancer Observatory (GCO) diagnostikovano
19 292 789 novych piipadti zhoubnych nadort vSech lokalizaci, z toho bylo 53 583 nadort
slinnych 7laz, coz predstavuje 0,28 % z celkového poétu (Obrazek 1A-B) (2). V Ceské
republice bylo dle GCO v roce 2020 nov¢ diagnostikovano 67 003 piipadid malignich nadort
vSech lokalizaci, na salivarni malignity pak ptipadlo celkem 139 novych pfipadi (0,21 %)
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Obrazek 1 A-B: Porovnani incidence nadorovych onemocnéni u muzil a Zen celosvétove
(Obr. 1A) a v Ceské republice (Obr. 1B) ve vztahu k nadorim slinnych zlaz, za rok 2020.
(Zdroj: Global Cancer Observatory) (1)



Nédory slinnych 714z jsou vzacné, karcinomy slinnych Zlaz pfedstavuji celkové méné
nez 0,5 % malignit a na zebticku incidence jim patii 30. misto celosvétové a to u obou
pohlavi. Podobné vzacné jsou nadory slinnych Zlaz ve statistikach Ceské republiky, kde se

nachazeji na 29. misté, a to jak u muzi, tak u Zzen (Obrazek 1) (2).

vvvvvv

15 % v podcelistni zldze a zbylych 5 % v podjazykové a v malych slinnych zladzach, které
jsou rozptyleny v duting ustni a hornim aerodigestivnim traktu (Obrazek 2) (3). Az v 75 %
piipadl se jedna o nadory benigni. Se snizujici se velikosti zlazy, se zvysuje riziko vzniku
malignity, které tedy s velikosti zlazy obracen¢ koreluje. Zatimco u nddorti vznikajicich
zmalych slinnych zlaz a ze sublingualni zldzy je riziko malignity az 50-81 %,

vvvvvv

malignity méné nez 25 % (4).
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Obrazek 2: Topograficka anatomie velkych slinnych zlaz. (https://www.cancer.net/cancer-
types/salivary-gland-cancer/medical-illustrations)

Primérni nadory slinnych Zlaz jsou vétSinou epitelidlniho ptivodu, méné Casto se
vyskytuji nadory mesenchymalni a hematologické (5). Z mesenchymalnich nadort se ve
slinnych Zlazach vyskytuji zejména benigni hemangiom, lipom, neurofibrom a schwannom.
Sarkomy a jiné maligni mékkotkanové tumory jsou vzacné a je nutné je odlisit od jinych
sarkomatoidné vyhliZejicich malignit. Z hematologickych malignit se parotis nejcastéji
vyskytuje extranodalni lymfom z B-bun€k marginadlni zony, tzv. MALT lymfom, ktery

vznika piedev§im v terénu Sjogrenova syndromu (6). Ve skupiné salivarnich nadort



epitelidlniho ptivodu je dle WHO 2017 (5) nejéastéjsim zhoubnym novotvarem velkych
I malych slinnych zlaz mukoepidermoidni karcinom, ktery ptedstavuje 30-35 % vSech
malignit slinnych zldz. Na dalSich pozicich je z hlediska vyskytu zhoubnych novotvart
slinnych zlaz adenoidné cysticky karcinom (20 %), karcinom ex pleomorfni adenom (10-
15 %), polymorfni adenokarcinom (10-15 %), sekre¢ni karcinom a acinicky karcinom
(10 %). Nejcastejsi benigni epitelialni nadory slinnych Zzlaz jsou pleomorfni adenom
a Warthintiv nador piiusni zlazy. Metastatické sekundarni nadory slinnych zlaz piedstavuji
zhruba 5 %. Naprosta vétSina metastaz je lokalizovana v piiusni zlaze a az v 80 % je
primarni naddor nalezen v oblasti hlavy a krku. Opacné je tomu V pfipadé submandibularni
zlazy, kde az 85 % metastaz pochazi odjinud nez z oblasti hlavy a krku a prognosticky jsou
kazdy nador tvofici vzdalené metastdzy. NejCastéji jsou pifitomny metastizy

dlazdicobunécnych karcinomi ktize a z oblasti horniho aerodigestivniho traktu (7).

Klinické ptiznaky nddort slinnych zldz jsou rozdilné podle lokalizace a povahy
tumoru. Nachazi-li se nador ve velkych slinnych zldzach, projevuji se jak benigni, tak
maligni nddory nejcastéji nebolestivou hmatnou rezistenci, eventudlné¢ i viditelnym
jednostrannym zdufenim v oblasti postizené zlazy. Benigni nadory se takto mohou
projevovat i nékolik let a pacientovi prakticky necinit vétsich obtizi az do doby, nez
expanzivné rostouci nador preroste do rozmért, kdy utlacuje okolni struktury a muze se
rozvinout bolest. Objevi-li se paréza licniho nervu periferniho typu, je to témet vzdy

znamkou zhoubného nadoru, ktery se perineuralné propaguje, coz miize zpusobovat bolest.

2.2. Diagnostika nadoru slinnych zZlaz

PtestoZze jsou nadory slinnych Zl1az vzacné, predstavuji velmi problematickou skupinu
nadorovych jednotek. Jednd se o velmi heterogenni skupinu onemocnéni se znacné
variabilnim histologickym nalezem. Histomorfologické a imunohistochemické znaky se totiz
v ¢etnych nadorovych jednotkach vzajemné piekryvaji, coz komplikuje jejich diagnostiku.
Nadory slinnych zl4z jsou charakteristické pfedevsim svou morfologickou variabilitou, ktera
se mize projevovat i v rdmci jednoho tumoru, kdy se riizna mista novotvaru strukturalné lisi,

coz znesnadnuje diagnostiku pfedevsim z probatornich excizi.

Zakladem predoperacni diagnostiky jsou anamnéza, klinické vysetfeni a zobrazovaci

metody. Ultrasonografické vySetieni (USG) je vzhledem ke své dostupnosti nejvyuzivanéjsi



zobrazovaci metodou v diagnostice nddord slinnych zldz. USG vySetfeni ma vysokou
senzitivitu, avSak nizkou specificitu pro diagnostiku konkrétniho typu nadoru. Sonograficka
kontrola je dale hojn¢ vyuzivana pti odbéru diagnostického materialu k cytologickému (fine
needle aspiration - FNA), eventualn¢ bioptickému vySetieni metodou ,,core-cut” biopsie
(CCB). K sofistikovanéjs§im zobrazovacim metodam, jako je pocitacova tomografie (CT),
nebo magnetické rezonance (MRI) se pfistupuje ve vybranych piipadech, kdy neni jasny
rozsah tumoru ¢i vztah k okolnim strukturam. Obé metody jsou vhodné k urceni lokalni

pokrocilosti a zhodnoceni pfitomnosti regionalnich i vzdalenych metastaz.

Nedilnou soucasti predoperacni diagnostiky je cytologické vySetieni. Jedna se
0 vysetieni provadéné metodou tzv. tenkojehlové aspiracni cytologie (FNA). Principem FNA
je proniknuti jehly celou tloustkou tumoru a nasati dostacujiciho mnozstvi nadorovych
bunék do stiikacky a jejich nasledné zpracovani k cytologickému vysetieni. Vedle FNA lze
v ramci predopera¢niho vySetieni nadort slinnych zlaz vyuzit téz metodu core-cut biopsie,
kterou je mozno ziskat dostatecny materidl pro histologické, imunohistochemické c¢i
genetické vysSetfeni. Tato metoda je sice diagnosticky vytéznéjsi, ale ve srovnani s FNA je
vétsi riziko komplikaci spojenych s odbérem (8). Mezi tyto komplikace patii predev§im
riziko poranéni licniho nervu, implementace malignich naddorovych bunék podél punkéniho
kanalu, riziko zaneseni infekce, eventualné iatrogenné indukovana nekréza nadoru (9). Dalsi
metodou pro ziskani tkané k bioptickému vysetfeni je probatorni excize, ktera je z hlediska

mnozstvi tkané jesté ptinosnéjsi nez CCB biopsie.

Findlni diagndéza se pooperacné stanovuje histologickym vySetfenim excize
nadorového loZziska ¢i resekatu Zlazy. K vySetfeni se vyuzivd rutinniho barveni
hematoxilinem-eosinem (HE), metod imunohistochemickych, a v posledni dobé také metod

molekularné biologickych.

2.3. Morfologicka klasifikace nadori slinnych Zlaz

Nadory slinnych zlaz se klasifikuji podle WHO Klasifikace Nadora hlavy a krku
z roku 2017 (10) a obecné se déli na benigni a maligni. Spravna klasifikace je mandatorni
zejména u naddorti malignich, karcinomi, protoze spravné urceni histologického typu nadoru
do zna¢né miry definuje biologické chovani, riziko recidivy, prognoézu a tim téz urcuje

optimalni klinicky management pacienta (11). Né&které karcinomy, jako napf. acinicky



karcinom (AciCC) nebo low-grade polymorfni adenokarcinom (PAC) jsou indolentni,
s relativné nizkym rizikem lokdlni recidivy a minimalnim nebezpec¢im tvorby vzdalenych
metastaz. Naproti tomu napt. salivarni duktdlni karcinom vytvaii mnohotné uzlinové
metastazy velmi brzy, roste lokalné agresivné a je spojen s velkym rizikem vzniku

vzdalenych metastaz a s vysokou mortalitou (12).

2.4. Diferencialné diagnosticky a prognosticky vyznamné molekularni alterace
V nadorech slinnych Zlaz.

Objevy translokaci a fuznich onkogend, které jsou jejich produktem, zménily piistup
ke klasifikaci salivarnich karcinomi a do zna¢né miry i diagnostické a interpretacni postupy.
Metody molekularni diagnostiky maji v patologii slinnych zldz jak diferencidlné
diagnosticky vyznam, tak slouzi v klasifikaci nékterych karcinomil, protoze mnohé
translokace jsou specifické pro ur€itou nadorovou jednotku. Nové popsany sekrecni
karcinom slinnych zlaz mamarniho typu (Mammary Analogue Secretory Carcinoma -
MASC) byl definovan na zékladé detekce translokace t(12;15)(p13;q25) rezultujici
v genovou fazi ETV6-NTRK3 (13). Tento fazni transkript ETV6-NTRK3 nebyl nalezen
V Z4dné jiné nadorové jednotce slinnych Zl4z. Prikaz fGzniho transkriptu miiZze mit také
prognosticky vyznam. Pfikladem je mukoepidermoidni karcinom malych a velkych slinnych
zlaz. Piitomnost fizniho onkogenu CRTC1-MAML2, ktery vznika translokaci t(11;19)(q14-
21;p12-13), je spojena s priznivou prognoézou (14). Neékteré genetické alterace jsou
relevantni terapeuticky jako moZny cil biologické 1écby specifickymi inhibitory. Piikladem
muze byt zlom genu NTRK3 v sekreénim karcinomu (MASC) (15), aktivacni mutace genu
NOTCH1 v adenoidné cystickém karcinomu (16) nebo amplifikace genu HER2-neu
v salivarnim duktalnim karcinomu (17).

Rozvoj a dostupnost molekularni diagnostiky, predevsim zavedeni metod
sekvenovani nové generace (next generation sequencing - NGS) vedl v posledni dob¢ vedl
k extenzivnim a ¢etnym objevim specifickych translokaci a fuznich onkogenii v mnoha
salivarnich nadorech (18-19). Piehled nejcastéjsim mutaci a translokaci v nadorech slinnych
zlaz je uveden v Tabulce 1. Translokace ¢i mutace jsou vétSinou specifické pro urcitou
nadorovou jednotku, v nékterych ptipadech je molekularni profil dokonce soucasti definice
nadoru v nové piipravované klasifikaci WHO (20). Metody molekularni diagnostiky tak
vyrazné ovlivnily diagnostické a interpretacni postupy a maji v onkopatologii slinnych zlaz

Vv soucasné dob¢ predevsim diferencialné diagnosticky vyznam (18-19, 21).



Tabulka 1: Klasifikace nadoru

a lokalizace na chromozomu.

slinnych zlaz, kodovany gen, mechanismus aktivace

Gen a mechanismus

Lokalizace na

chromozomu
. PLAGL fuze 8q12
Pleomorfni adenom HMGA? fiize 12913-15
CTNNB1 mutace 3p22.1
B lularni ad CTNNB1 mutace 16q12.1
azocelularni adenom AXIN1 mutace 16p13.3
APC mutace 5(22.2
Myoepitheliom PLAGL fize 8912
Sialadenoma papilliferum BRAF V600E mutace 7034

Mucoepidermoidni karcinom

CRTC1-MAML2 faze
CRTC3-MAML2 faze

1(11;19) (921;p13)
t(11;15) (921;926)

CDKN2A delece 9p21.3
MYB fuze 6022-23

Adenoidni cysticky karcinom MYBLL1 fuze 8913
NOTCH mutace 9934.3

e, . NR4A3 fize 9931
Acinicky karcinom MSANTD3 fiize 19931.1

Sekrecni karcinom slinnych zlaz
(mammary analogue, MASC)

ETV6-NTRKS fuze
ETV6-RET fuze
ETV6-MET fuze

ETV6-MAML3 fiuze
VIM-RET fuze

t(12;15) (p13;q25)
1(12;10) (p13;911)
t(12;7) (p13;31)
t(12;4) (p13;931)
t(10;10) (p13;911)

Mikrosekreéni adenokarcinom

MEF2C-SS18 fuze

t(5q14.3) (18¢11.2)

Polymorfni adenokarcinom

Klasicky subtyp PRKD1 mutace 14q12
PRKD1 fuze 14q12

Kribriformni subtyp PRKD2 fiize 19q13.2
PRKD3 fiize 2p22.2

Hyalinizujici svétlobunécny
karcinom

EWSR1-ATF1 fuze
EWSR1-CREM fuze

1(12;22) (921;912)

Bazocelularni adenokarcinom CYLD mutace 16012.1
Intraduktalni karcinom
Subtyp z bunék Vmezerc?nycl} RET fige 101121
vyvodu
s PIK3CA mutace 3026.32
Apokrinni subtyp HRAS mutace 11p15.5
HER2 amplifikace 17921.1
FGFR1 amplifikace 8pl1.23
TP53 mutace 17p13.1
Salivarni duktalni karcinom P|I_|KR3:§SA mnsjl:atlzge :;25(1353;
AR amplifikace Xq12
PTEN ztrata 10g23.31
CDKNZ2A ztrata 9p21.3
o, . PLAGL fiize 8q12
Myoepitelidlni karcinom EWSR1-ATF1 fiize 1(12,22) (421;912)
Epitelidlné-myoepitelialni HRAS mutace 11p15.5
karcinom '
sy . AKT1 E17K mutace 14932.33
Mucinézni adenokarcinom TP53 mutace 17p13.1
PLAGI fuze 8q12
Karcinom ex pleomorfni adenom HMGA2 fuze 12913-15

TP53 mutace

17p13.1




3. Hlavni molekularni metody vyuZivané v diagnostice nadori

K diagnostickym, potazmo prognostickym a prediktivnim ucelim se vyuziva tfada
molekuldarn€é  genetickych a molekularn€é  cytogenetickych metod.  Z molekularné
cytogenetickych je to pfedev§im in-situ hybridizace, nejcastéji ve formatu fluoresceénim
na interfaznim jadie a z molekularné genetickych pak zékladni metodiky, poc¢inaje izolaci
nukleovych kyselin, pfes reverzni transkripci (RT), metodiky zaloZzené na polymerazové
fetézové reakci (PCR), elektroforetické metody a sekvenac¢ni metody prvni i druhé generace.

Dale budou kratce popsany principy metod pouzité v této praci.
3.1 Fluorescen¢ni in-situ hybridizace

Fluorescenéni in-situ hybridizace (FISH) vySetiuje pocetni ¢i strukturalni zmény na
urovni genti a chromozomd. Metoda FISH vyuziva obecnou schopnost DNA opakované
tvofit jedno nebo dvou fetézcové struktury V zavislosti na fyzikdln€¢ chemickych
podminkach. Samotny princip hybridizace spocivd v navadzani fetézce uméle vytvofené
a fluorescen¢né znacené sondy K fetézci analyzované DNA zavzniku hybridniho dvou
fetézce. Lokalizace hybridizace je zavisla na sekvenci pouzité sondy, kterd se vdze na
fetézec studované DNA v misté (lokusu), které je sekvencné komplementarni. V molekularni
diagnostice nadorovych onemocnéni se metoda FISH provadi na interfaznich jadrech
histologického fezu. Pod fluorescenénim mikroskopem lze detekci fluorescenénich signald
dle konkrétnich typt riiznobarevné znacenych sond analyzovat delece, amplifikace, zlomy ¢i

translokace konkrétnich lokust genomu (22) (Obrazek 3).

Obrazek 3: FISH analyza zlomu genu HMGA2 pomoci break-apart sondy. Modie
podbarvena interfazni jadra obsahuji fluorescencni oranzovo-zluto-zelené signaly indikujici
intaktni kopie genu HMGAZ2 bez rearanze.



3.2 l1zolace RNA, DNA

Principem izolace nukleovych kyselin je lyze bunék pomoci enzymi, proteinaz,
a detergentl a nasledna extrakce a purifikace nukleovych kyselin z lyzatu. Vlastni extrakci
a purifikaci l1ze provést fadou riznych metodik. NejCastéji se pouziva organickd extrakce
pomoci fenol-chloroformu, extrakce pomoci silikati a magneticka separace (Obrazek 4),
existuje vSak i fada dalSich (23). Pro svou snadnou automatizaci V posledni dobé

v provozech s vysokym poctem analyz ptevladla posledni jmenovana.

® ® ® ®
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Obrazek 4: Systém piipravy izolace RNA nebo DNA za vyuziti paramagnetickych kuli¢ek. (Zdroj:
https://worldwide.promega.com/products/lab-automation/maxwell-instruments/maxwell-rsc-
instrument/?catNum=AS4500)

3.3. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, ktery prosttednictvim RNA — dependentni DNA
polymerazy piepisuje sekvenci nukleotidit RNA do DNA struktury. Produktem této reakce je
jednovlaknova DNA oznaCovana jako CcDNA. Historicky byly pouzivany reverzni
transkriptazy jako AMV (izolované z Avian myeloblastosis virus) nebo M-MLV (izolované
z Moloney murine leukemia virus), nicméné v soucasnosti je ziejmé nejvice vyuzivanou
reverzni transkriptazou enzym z bakterie Thermus thermophilus (Tth) a to zejména pro svou
termostabilitu Reverzni transkripce V ptipadé vyuziti Tth probiha pfi teplotach 60—70 °C

a reakci lze spiahnout s amplifikaénimi kroky polymerazové fetézové reakce (PCR) (24).
3.4. Sekvenovani nové generace

Existuje fada sekvenaénich metod. Od sedmdesatych let 20. stoleti byla pouzivana
zejména metoda Fredericka Sangera, ktera vyuziva inkorporace dideoxynukleotid (ddNTP)
a naslednou elektroforézu s vysokym rozliSenim. Dnes je Sangerova metoda sekvenovani
postupné nahrazovana ,,sekvenaci nové (druhé) generace (Next-Generation Sequencing -
NGS), nicméné stale je pouzivana naptiklad k ovéfeni vysledkt NGS. NGS, na rozdil

od Sangerova sekvenovani umoziuje masivni a paralelni analyzu mnoha molekul soucasné.


https://cs.wikipedia.org/wiki/20._stolet%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Frederick_Sanger
https://cs.wikipedia.org/wiki/Dideoxynukleotid
https://cs.wikipedia.org/wiki/Elektrofor%C3%A9za
https://worldwide.promega.com/products/lab-automation/maxwell-instruments/maxwell-rsc-instrument/?catNum=AS4500
https://worldwide.promega.com/products/lab-automation/maxwell-instruments/maxwell-rsc-instrument/?catNum=AS4500

DNA, popi. cDNA (,,complementary DNA®), je vhodné fragmentovana a k fragmentim jsou
ptisyntetizovany riizné kratké oligonukleotidy (adaptéry, indexy, barkoédy apod.) o zndmé
sekvenci plnici rozmanité, nejcastéji identifika¢ni funkce a funkce hybridiza¢ni kotvy
umoziujici vlastni sekvenovani. Sm¢s takovychto molekul se nazyva sekvena¢ni knihovna.
Tato pak mize byt sekvenovana fadou postupl. V soucasnosti nejpouzivanéjsi metoda NGS
sekvenovani je technologie Illumina. U této technologie je sekvenacni knihovna pomoci
adaptéru uchycena na komplementarni oligonukleotid imobilizovany na tzv. ,,flowcell.
Po uchyceni molekul DNA na povrch, je kazdy fet¢zec DNA namnozen a vznika klastr
identickych molekul DNA koncentrovanych v jednom misté, coz umozni zesileni
vysledného signalu pii sekvenovani daného useku DNA. Vlastni sekvenaéni proces vyuziva
stejného principu jako Sangerovo sekvenovani, tj. navazani fluorescenéné znaceného
nukleotidu do vznikajiciho fetézce. Rozdil je v tom, ze po navazani fluorescenéné znaceného
dNTP s reverzibiln¢ inhibovanou 3 O skupinou a zastaveni replikace, je fluorescen¢ni signal
precten, nasledné je enzymaticky odstranén, chemicky je zptistupnéna 3 O skupina dNTP
a probiha dal§i kolo replikace, tedy ptidani dalSi fluorescencné znacené baze. Kamera
vV kazdém jednotlivém kole replikace DNA snima signal z celé desticky (stovky aZ tisice

klastrti) a detekuje barvu signalu a tim i inkorporovany nukleotid (25) (Obrazek 5).

N~ R A

Fragments Add adaptors Attach to flowcell

Bind to primer PCR extension Dissociation

A . 7
| ] - T A
11° v c y .
Cluster formation I ! \ L ® . .

Sequencing Signal scanning

Obrazek 5: Postup procesu sekvenovani nové generace
(https://www.intechopen.com/chapters/49419).

Vyslednd data se pak fadou bioinformatickych procest zpracovavaji az do presné

definovanych sekvenci jednotlivych klastri. Tyto jsou pak pomoci dalSich
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bioinformatickych utilit porovnavany s databazemi a jsou definovany zmény oproti témto

databazim.
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4. Cile prace

Za pouziti molekularnich genetickych metod definovat charakteristické molekularni
markery, fuzni transkripty, vybranych nadorovych jednotek slinnych zlaz a v ptipadé
nalezeni dosud nepublikovanych faznich transkript se pokusit definovat jejich molekularné

biologické konsekvence.

12



5 Material a metody

Material: V ramci bakalaiské prace bylo zkoumano 135 formalinem fixovanych v parafinu
zalitych (FFPE) nadorovych tkani slinnych Zlaz, které byly primarn¢ analyzovany patology
Bioptické laboratofe s.r.o. Vramci bézné rutinni a konzultaéni praxe Vv letech 2018-2021.
Tato analyza byla provedena pouze v piipadech, kdy byla nezbytna pro spravné stanoveni
diagnozy. Dale byly testovany vzorky nadorovych tkéni slinnych zlaz v ramci dilcich

veédeckych projektii. Jedna se tedy o nenahodny vybér.

V této bakalarské praci se vyuzivaly metody, které jsou po teoretické roviné popsany

v kapitole 1.5. Jedna se o metody izolace RNA a DNA, FISH, RT PCR a NGS.

5.1 Izolace DNA a RNA z fixovaného materialu kitem Maxwell RSC DNA FFPE Kit

Izolace DNA a RNA byla provedena pomoci komeréniho soupravy Maxwell RSC DNA
FFPE Kit (Promega).

Chemikalie obsazené v kitu: Mineral Oil (25 ml), Lysis Buffer (20 ml), 2 * 1 ml Proteinase
K Solution, 100u1 Blue Dye, 1 ml RNase A Solution, Nuclease-Free Water (25 ml).

Pomicky a pfistroje: 48 Maxwell® FFPE Cartridges (Promega), 50 CSC/RSC Plungers
(Promega), mikrozkumavky (0,2 ml, 2 ml), 0,5 ml mikrozkumavky: Qubit Assay Tubes /
Axygen PCR-05-C tubes (Promega), pipetovaci Spicky pro objemy 1-10 ul, 10-100 ul, 100-
1000 pl, stojanky na mikrozkumavky, pfistroj Maxwell RSC 48 Instrument (Promega),
termoblok (Labmark Line), centrifuga (IKA), vortex (IKA), mikropipety, mikrotom (Leica).

Méfeni koncentrace RNA bylo provedeno po kazdé izolaci NK kitem Qubit RNA HS Assay
Kit (Life Technologies) pomoci pfistroje Qubit fluorometer (Life technologies).

Chemikalie Qubit RNA HS Assay Kit (Life Technologies): RNA HS Buffer (B), RNA HS
Reagent (R), Standard 1 a 2.
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5.1.1 Postup izolace

Na mikrotomu byly ufiznuty dva 10 pm fezz FFPE tkang, které byly vlozeny do 2 ml
zkumavky.
Rezy byly pomoci $pi¢ky posunuty na dno zkumavky a stoéeny v centrifuze.

Béhem staceni byl pfedehian jeden termoblok na 56 °C a druhy blok na 80 °C.

Do zkumavky bylo pfidano 300 pul Mineral Qil, vzorek bzl nasledné vortexovan po
dobu 10 sekund.

Po vortexovani byl vzorek inkubovan v termobloku pfedehiatého na 80 °C po dobu 2
minut a nasledné schlazen na PT.

Ke vzorku bylo poté ptidano 250 ul Lyzacéni smési pripravené dle rozpisu
v Tabulce 2, vzorek bzl zvortexovan po dobu 5 sekund a nasledné kratce stoCen

v centrifuze.

Tabulka 2: Schéma piipravy Lyzac¢ni smési pro 1 vzorek.

Lyzac¢ni smés Objem chemikalii pro jeden vzorek
Lysis Buffer 224 ul

Proteinase K Solution 25 ul

Blue Dye 1ul

Takto piipraveny vzorek byl inkubovan v termobloku pti 56 °C po dobu 30 minut.

Po 30 minutach byl vzorek pfenesen do druhého bloku (80 °C), kde byl ponechan
pfes noc.

Vzorek byl vyjmut z termobloku (80 °C) a schlazen na PT.

Poté byl podle manualu vyrobce zapnut izola¢ni stroj Maxwell RCS 48 Instrument.

Z toho byla provedena ptiprava K vlastni izolaci:
- Nejprve byla ptipravena deska, do které byl vlozen Maxwell FFPE Cartridge.
- Do pozice 1 (viz Obrazek 4) byla napipetovana modra faze vzorku.
- Na Maxwell desticku byla pied cartidge umisténa mikrozkumavka, do které

bylo napipetovano 70 ul Nuclease-free water.
Po dokonceni izolace byla vyjmuty zkumavky s izolovanou NK.

Poté probéhlo méteni koncentrace NK.
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5.1.2 Méfeni koncentrace NK

Koncentrace NK byla méfena pomoci kitu Qubit RNA HS Assay Kit (Life Technologies).

- Nejprve byla provedena ptiprava roztoku RNA HS Buffer (B) + RNA HS Reagents

(R): pro jeden vzorek bylo smichano199 ul B + 1 pl R.

- Pro kazdy vzorek a standard byla pfipravena jedna 0,5 ml zkumavka.

- Kalibrace byla provedena roztoky standardu.

- Roztok B+R byl roypipetovan do zkumavek tak, aby celkovy objem roztok +
vzorek/standard byl 200 pl, viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Schéma ptipravy roztokti pro méfeni koncentrace NK a kalibrace pfistroji

pomoci roztoki standard.

Piiprava pro méieni koncentrace Vzorek/standard Reagencie (B+R)
Vzorek (ul) 1-20 180-199
RNA HS Standard 1 / Standard 2 (ul) 10 190

- Po rozpipetovani byly vzorky kratce vortexovany (2-3 sekund) a poté byly

inkubovany 2 minuty pti PT.

- Meéfeni koncentrace probihalo na Qubit fluorometer

5.2 Fluorescen¢ni in-situ hybridizace (FISH)

Pro vysetfeni bioptického materidlu metodou FISH byly pouzity 4 um silné FFPE fezy

umisténé na pozitivné nabita polylysinova mikroskopicka skla.

Chemikalie: destilovana voda, Target Retrieval Solution (Dako), lyofilizat pepsinu (Sigma —
Aldrich), 35% HCI (Sigma — Aldrich), 96% etanol (Sigma — Aldrich), SSC roztok (Sigma -
Aldrich), Xylen (Sigma — Aldrich), DAPI barvivo (Vysis/Abbott Molecular).

Pomuicky a pfistroje: 1,5 ml mikrozkumavky, vortex (IKA), centrifuga (IKA), ThermoBrite

ptistroje (Vysis/Abbott Molecular), kyvety, vodni lazen (Memmert), kryci a podlozni

skli¢ka, mikropipety (ThermoFisher), odmérny valec.

5.2.1 Ptiprava roztoki

- Pro pfipravu vSech niZe uvedenych roztokl byla pouzita destilované voda.
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Target Retrieval Solution
- Ze zasobniho roztoku 10x Target Retrieval Solution byl vodou nafedén pracovni
roztok (1x).
- 1x Target Retrieval Solution: 1dil 10x Target Retrieval Sol. + 9 dili vody.
Proteaza
- Zasobni roztok protedzy byl pfipraven nafedénim lyofilizatu pepsinu vodou
na vyslednou koncentraci 250 mg/ml.
Roztok 0,01M HCI
- Ze zasobniho roztoku 35% HCI byl vodou nafedén pracovni roztok 0,01 M HCI.
- 0,01 M HCI (1000 ml): 0,88 ml 35% HCI + H,0 do celkového objemu 1000

ml.

Etanolova tada
- Ze zasobniho 96% etanolu byly natedény pracovni roztoky 70% a 85% etanolu.
- 70% etanol (1000 ml): 730 ml 96% etanolu + 270 ml vody.
- 85% etanol (1000 ml): 886 ml 96% etanolu + 114 ml vody.
SSC roztoky

- Zasobni 20x SSC roztok byl pfipraven rozpusténim 66 g SSC ve vodé o celkovém
objemu 250 ml a uchovan pii PT.
- Ze zasobniho 20x SSC roztoku byl pfipraven pracovni roztok 2x SSC/0,3% NP-40,
ktery byl rovnéz uchovan pii PT.
- 2x SSC/0,3%-NP-40 1000 ml: 100 ml 20x SSC + 897 ml H,O + 3 ml NP-40.

5.2.2 Proces postupu metody FISH
Ptiprava hybridizacni smési

- Mikrozkumavky se sondami byly pied otevienim vzdy kratce stoceny, protiepany

na vortexu a opé&t stoceny.

Ptiprava ThemoBrite pfistroje

- Pred spuSténim pfistroje byly ve viku pfistroje navlhéeny dva prouzky, nutné

pro zachovani vlhkosti po dobu hybridizace.
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Ptiprava vodni lazné

Pro vyhtati kyvet s 1x Target Retrieval Solution na 95 °C; 0,01 M HCl na 37 °C nebo
pracovniho odmyvaciho SSC roztoku na 72 °C poslouzila vodni lazen.
Pro uplné a spravné zahtati roztokll byla vodni lazen spusténa minimalné¢ 40 minut

pred zaCatkem procedury.

Odparafinovani FISH preparatu

Preparat byl vlozen do kyvety s xylenem na dobu 5 minut pii PT.

Poté byl postup znovu opakovan s novym xylenem.

Preparat byl vlozen do kyvety s 96% etanolem na dobu 2 minuty p#i PT.
Poté byl ptedchozi krok znovu opakovan s novym 96% etanolem.
Preparat byl vlozen do kyvety s vodou na dobu 5 minut pti PT.

Ptedptisobeni FISH preparatu

Po odparafinovani byl preparat vloZzen do kyvety s 1x Target Retrieval Solution
umisténé ve vodni 1azni vytemperované na 95 °C na dobu 40 minut.

Poté byla kyveta s preparatem z vodni lazné vyjmuta a nechala se chladit pti PT
po dobu 20 minut.

Preparat byl vyjmut z kyvety s 1x Target Retrieval Solution a vlozil se do jiné kyvety

s vodou na dobu 5 minut.

Natraveni FISH preparati

Preparat byl vyjmut z kyvety s vodou.

Do kyvety s roztokem 0,01 M HCI, pfedem vytemperované ve vodni lazni na teplotu
37 °C, byl pfidan pepsin ze zasobniho roztoku (250 mg/ml) tak, aby vysledna
koncentrace pepsinu v pracovnim roztoku byla 0,5 mg/ml), obsah byl promichan.
Ihned poté byl do kyvety vlozen preparat, ktery byl natraven po standardni dobu
45 minut.

Pak byl preparat vyjmut a vlozen do kyvety s vodou na dobu 5 minut pti PT.

Odvodnéni preparatu v etanolové fad¢

Preparat byl vlozen do kyvety se 70% etanolem na dobu 2 minuty pti PT.
Preparat byl vloZzen do kyvety s 85% etanolem na dobu 2 minuty pii PT.
Preparat byl vlozen do kyvety s 96% etanolem na dobu 2 minuty pii PT.

Po odpateni etanolu byla na fez aplikovana ptipravena hybridiza¢ni smés
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Denaturace preparatu s hybridizacni smési a hybridizace

Na pfislusné kryci sklo byla aplikovana automatickou mikropipetou piipravena
hybridizaéni smés sond FUS break apart (Zytovision) EWSR1 break apart
(Vysis/Abbott Molecular), PLAG1 a PPARG break apart (Dako).

Kryci sklo bylo opatrné spojeno S podloznim sklem a ptipadné vzduchové bubliny
mezi skly byly odstranény mirnym tlakem na kryci sklo.

Okraje kryciho skla byly zalepeny malym mnozstvim lepidla, které se nechaly 1-2
minuty zaschnout.

Preparat byl ptfenesen do pfistroje ThermoBrite a byl spustén automaticky denaturo-

hybridiza¢ni program (85 °C 8 minut a 37 °C 16 hodin).

Odmyti nespecificky navazané fluorescencni sondy

Po ukonceni doby hybridizace byl preparat vyjmut z pfistroje ThermoBrite, pinzetou
bylo odstranéno lepidlo a opatrné bylo sejmuto kryci sklicko.

Po odstranéni kryciho skla byl preparat vlozen do kyvety s pfedem pfipravenym
pracovnim odmyvacim roztokem 2x SSC/0,3% NP-40 umisténém ve vodni lazni
vytemperované na teplotu 72 °C na dobu 2 minuty.

Poté byl preparat vyjmut z kyvety a nechal se ve tm¢ ve svislé poloze ususit.

Podbarveni preparatu

Pted vlastnim podbarvenim preparatu bylo DAPI barvivo vytemperovano na PT.

Na pfislusné kryci sklo bylo aplikovano automatickou mikropipetou odpovidajici
mnozstvi DAPIL

Kryci sklo bylo opatrné spojeno s podloznim sklem a ptipadné vzduchové bubliny
mezi skly byly odstranény mirnym tlakem na kryci sklo.

Prebytek DAPI barviva byl odstranén pfitlatenim papirového ubrousku nebo

filtra¢niho papiru na kryci sklo.

Analyza dat

Detekce hybridizovanych DNA FISH sond probihala ve fluorescenénim mikroskopu

Olympus BX 51 se 100x zvétSujicim imerznim objektivem a vybaveném specifickymi

optickymi filtry odpovidajicimi pouzitym fluorochromtim FISH sond. Obrazova analyza

byla provedena pomoci programu Lucia (Laboratory Imaging s.r.o.) Fluorescen¢ni signaly

18



byly v mikroskopickém preparatu hodnoceny minimaln¢ ve 100 neptekryvajicich se jadrech

souvislé nadorové tkane.

U pouzitych zlomovych (break-apart) sond bylo jako pozitivni jadro hodnoceno
takové, které obsahovalo, mimo negativniho fuzniho Zlutého signalu, také minimalné jednu
sadu odd¢lenych oranzovych a zelenych signal, mezi nimiz byla vzdalenost odpovidajici
velikosti 2 avice signalll nebo jadro sjednim oranzovym, resp. zelenym signalem bez

odpovidajiciho zeleného, resp. oranzového signalu spole¢né s fuznim zlutym signalem.

Pro interpretaci ziskanych vysledkii bylo nutné pro jednotlivé pouzité typy FISH
sond stanovit hranici pozitivity, tzv. ,,cut-off hodnotu, podle které byly nalezy klasifikovany
jako pozitivni, respektive negativni. Konkrétni cut-off hodnota byla stanovena na vlastni
kontrolni skupiné, kterd byla sloZzena z 5 preparati s normalnim histologickym nélezem.
Tyto preparaty byly vySetfeny metodou intrefazické FISH s pfislusSnymi sondami, kde byl
hodnocen pocet jader s abnormalnim ndlezem (zlomem). Z tohoto poctu byl stanoven
prumér a smérodatna odchylka (standard deviation - SD) pro celou kontrolni skupinu.
Vysledna cut-off hodnota byla pro jednotlivé typy sond dana hodnotou souctu: primér +
3 SD, zaokrouhleného na celé desitky % nahoru. Jako pozitivni vysledek byl povazovan
takovy nalez, ktery byl roven nebo pievySoval hodnotu cut-off v procentech z celkového

poctu analyzovanych jader.

Pro vSechny pouzité¢ FISH zlomové sondy byla v této praci pouzita hodnota cut-off

10 %.
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5.4 Sekvenovani druhé generace (NGS)

Chemikalie obsazené v Archer FusionPlex Solid Tumor/ Comperhensive Thyroid Lung Kit
(IMlumina): 500mM Tris-HCI, 10X VCP Primer Mix, Ligation Cleanup Beads, Ligation
Cleanup Buffer, primery GSP1+2, stripy s lyofilizovanymi reagenciemi pro jednotlivé
kroky, PCR voda.

Ostatni chemikalie: 70% etanol (Sigma — Aldrich), 10 mM Tris — HCI (Sigma — Aldrich),
5mM NaOH (Sigma - Aldrich), 02 N NaOH (Sigma - Aldrich),
0,03 - 0,06% NaOCI (Sigma — Aldrich), 0,05% Tween20 (Sigma — Aldrich).

Pomiticky a piistroje: NextSeq 500 (lllumina), Qubit (Life Technologies), mikropipety
(ThermoFisher), vortex (IKA), mikrozkumavky, termocykler (SimpliAMP), centrifuga
(IKA), magneticky stojanek, MBC adaptery, BIORAD platicka/stripy, AMPure (Agencourt).

5.4.1 Postup ptipravy vzorku na NGS

Random Priming

- Nejprve byla zmétena koncentrace RNA na Qubitu a vzorky byly nafedény na
potiebnou koncetraci (20 — 250 ng).

- Poté bylo na led pfipraveno pozadované mnozstvi zkumavek s lyofilozovanou
,random priming“ smési a ptidano 20 pl RNA.

- Tato reakéni smés byla rozpusténa, zvortexovana, stoena a nasledné vracena na led.

- Do ptedehiatého cykleru (65 °C) byly pfeneseny vzorky s reakéni smési a spustén
program (program: NGS/Random Priming; 65 °C/5 minut, 4 °C/Hold).

- Po skonceni byly vzorky znovu sto€eny a vraceny zpét na led.
Syntéza 1. Vldkna cDNA

- Na led bylo znovu umisténo pozadované mnozstvi zkumavek s lyofilizovanou smési
pro syntézu 1. vlakna cDNA, do kterych bylo ptidano 20 ul produktu z pfedchozi
reakce.

- Nasledovalo rozpusténi smési, kterd byla poté zvortexovana, stocena a vracena zpét
na led.

- Reakéni smés byla pienesena do cykleru a byl spustén program (program: NGS/First
strand cDNA,; 25 °C/10 minut, 42 °C/30 minut, 80 °C/20 minut, 4 °C/Hold).

- Po skonceni programu byly produkty stoc¢eny a premistény zpét na led.

- Vtomto kroku bylo pro naslednou kontrolni reakci amplifikovatelnosti odebrano

z kazdého produktu 1 ul a ztedéno 9 ul deionizované vody.
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Syntéza 2.vldkna cDNA

Na led bylo pfipraveno stejné mnozstvi zkumavek jako v predchozich krocich
s lyofilizovanou smési pro syntézu 2. vlakna cDNA.

Ke kazdému produktu z ptedchoziho kroku bylo pfidano 21 ul deionizované vody
acely objem (40 ul) byl pienesen do zkumavek piipravenych na zacatku tohoto
postupu.

Reakéni smés byla zvortexovana, sto¢ena a ulozena na led.

Takto pfipravené reak¢éni smési byly umistény do cykleru, kde byl spustén program
(NGS/Second strand cDNA; 16 °C/60 minut, 75 °C/20 minut, 4 °C/Hold).

Po ukonéeni programu byly produkty sto¢eny a umistény na led.

PreSeq RNA QC assay — kontrola amlifikovatelnosti produktu

Nejprve byl ponechan 10X VCP Primer Mix rozmrazit v PT.

Dale byla pfipravena reakéni smés (Tabulka 4) pro pozadovany pocet vzorku
a nasledn¢ byl tento mix rozpipetovan do zkumavek vhodnych pro real-time PCR.
Takto ptipravené reakce byly pieneseny do cykleru pro real-time a byl spustén
program (program: Archer preseq: 95 °C/5 minut,
(95 °C/15 sekund/60 °C/60 sekund) 35x, 60 °C/5 sekund.

Po skonceni programu byla data vyexportovana a nahrana do ptislusného pracovniho

protokolu.

Tabulka 4: Popis ptipravy reakéni smési pro PreSeq RNA QC assay.

Reak¢ni smés 1 vzorek

iTag SYBR Green Supermix 5 ul

10X VCP Primer Mix 1 ul

zied. vzorek/NTC 4 ul

TOTAL 10 ul
End Repair

- Bylo pfipraveno pozadované mnozstvi zkumavek s lyofilizatem pro End Repair

reakci.

- Do zkumavek bylo pfidano 40 ul produktu ze Second Strand cDNA Synthesis

reakce.

- Reakce byly zvortexovany, sto¢eny a ulozeny na led.




- Dale byly pteneseny do cykleru, kde byl nastaven program (program: NGS/End
Repair: 25 °C/30 minut, 4 °C/Hold).

- Po ukonceni programu byly vzorky kratce stoceny a ulozeny zpé€t na led.
AMPURE ¢isteéni

- Ke kazdému vzorku bylo pfidano 100 ul AMPure magnetickych kulicek, 10x
promichano pipetou a inkubovano 5 minut v PT.

- Poté byly smési pfemistény na magneticky stojanek a inkubovany 4 minuty, byl
odstranén supernatant bez naruseni peletu.

- Poté bylo ptidano 200 pl Cerstvé namichaného 70 % etanolu, promichano a odstranén
supernatant, pak byl cely tento proces zopakovan.

- Po opakovani procesu byly zkumavky se smési umistény na magneticky stojanek
a zde byly suseny po dobu 5 minut.

- Po odstranéni magnetu byl pelet rozpustén ve 20 pul 10mM Tris-HCI.

- Takto rozpustény pelet, byl pfendan na magneticky stojanek po dobu 2 minut.

- Po 2 minutéach bylo opatrn€ odebrano 20 pl supernatantu do dals§iho kroku.
Ligace 1

- Do pfipravenych zkumavek s lyofilizdtem pro Ligaci 1 bylo napipetovano 20 pl
produktu z ptedchoziho ¢isténi.

- Smési se nechaly rozpustit, zvortexovat, sto€it a poté byly uloZzeny na led.

- Poté byly reakéni smési umistény do cykleru, kde byl nastaven program (program:
NGS/Archer stl ligace: 37 °C/15 minut, 4 °C/Hold).

- Po ukonceni programu byly vzorky kratce stoeny a uloZeny zpét na led.
AMPURE ¢isténi

- Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 50 pl AMPure, 10x promichano pipetou
a inkubovano 5 minut v PT.

- Poté byly vzorky pifemistény na magneticky stojanek a inkubovany 4 minuty, byl
odstranén supernatant bez narusSeni peletu.

- Poté bylo ptidano 200 pl ¢erstvé namichaného 70 % etanolu, promichano a odstranén
supernatant, pak byl cely tento proces zopakovan.

- Po opakovani procesu bylo vzorky umistény na magneticky stojanek a zde byly

suseny po dobu 5 minut.
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- Po odstranéni magnetu byl pelet rozpustén ve 42 pl 10 mM Tris-HCI.
- Takto rozpustény pelet, byl pfendan na magneticky stojanek po dobu 2 minut.

- Po 2 minutach bylo opatrn¢€ odebrano 20 ul supernatantu do dalsiho kroku.
Inkorporace MBC adaptera (barcoding)

- Byly pfipraveny zkumavky svybranymi MBC adaptery, do kterych bylo
napipetovano 40 pl supernatantu z piedchoziho kroku.

- Tyto vzorky byly zvortexovany, sto¢eny a uloZeny na led.
Ligace 2

- Do ptipravenych zkumavek s lyofilizatem pro Ligaci 2 bylo napipetovano 40 pl
produktu z pfedchoziho kroku.

- Reakéni smési se nechaly rozpustit, zvortexovat, stoCit a poté byly ulozeny na led.

- Poté byly umistény do cykleru, kde byl nastaven program (program: NGS/Archer st2
ligace: 22 °C/5 minut, 4 °C/Hold).

- Po ukonéeni programu byly produkty kratce sto¢eny a ulozeny na led.
Ligation Cleanup Beads ¢isténi

- Pro kazdy vzorek bylo napipetovano 50 ul Ligation Cleanup kuli¢ek, vzorky byly
pfemistény na 1 min na magneticky stojanek, byl odstranén supernatant a pfidano
50 pl Ligation Cleanup Buffer.

- Poté byl ptidan cely objem z ptedchoziho kroku Ligace 2.

- Nasledovalo vortexovani a inkubace smési po dobu 5 minut (cely proces se opakoval
2x po sobg).

- Tyto smési byly kratce stoeny a pfemistény na 1 minutu na magneticky stojanek,
pak byl odstranén supernatant bez naruseni peletu.

- Ke kazdému vzorku bylo pfidano 200 pl Ligation Cleanup Buffer, pak byly vzorky
zvortexovany, kratce stoceny a premistény na 1 minutu na magneticky stojanek, kde
byl odstranén supernatant, cely proces byl opakovan.

- Nasledujici krok byl podobny tomu piedchozimu, ale bylo piidano 200 pul
deoinizované vody, vzorky poté byly zvortexovany, stoCeny a premistény
na 1 minutu na magneticky stojanek, kde byl odstranén supernatant.

- pelet byl poté rozpustén v 18 ul 5 mM NaOH a produkty umistény do cykleru
s nastavenym programem (NGS/VariantPlexLigElu: 75 °C/5 minut, 4 °C/Hold).
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PCR1

Do pfipravenych zkumavek lyofilizatem pro PCR1 bylo napipetovano 2 pul GSP1
(specifického pro dany kit) a 18 ul produktu z pfedchoziho kroku.

Smési se nechaly rozpustit, zvortexovat, stoCit a poté byly ulozeny na led.

Poté byly smési umistény do cykleru, kde byl nastaven program (program: NGS/First
PCR: 95 °C/3minuty, (95 °C/30 sekund, 65 °C/5 minut — 100 % ramp rate) 15x,
72 °C/3 minuty, 4 °C/Hold).

Po ukonc¢eni programu byly produkty kratce sto¢eny a ulozeny na led.

AMPURE ¢isténi

PCR2

Ke kazdému produktu bylo pfidino 24 pl AMPure, 10x promichano pipetou
a inkubovano 5 minut v PT.

Poté byly smési pfemistény na magneticky stojanek a inkubovany 4 minuty, byl
odstranén supernatant bez naruseni peletu.

Poté bylo pridano 200 pl ¢erstvé namichaného 70 % etanolu, promichano a odstranén
supernatant, pak byl cely tento proces zopakovan.

Po opakovani procesu byly zkumavky umistény na magneticky stojanek a zde byly
suseny po dobu 3 minut.

Ze zkumavek byl odebran pelet a supernatant byl rozpustén v 24 ul 10mM Tris-HCI.
Takto rozpustény supernatant byl pfendan na magneticky stojanek po dobu 2 minut.

Po 2 minutach bylo opatrné odebrano 22 pl supernatantu do dalSiho kroku.

Do pfipravenych zkumavek s lyofilizdtem pro PCR2 bylo napipetovano 2 pul GSP2
(specifického pro dany kit) a 18 pul supernatantu z pfedchoziho kroku.

Smési se nechaly rozpustit, zvortexovat, sto€it a poté byly ulozeny na led.

Poté byly umistény do cykleru, kde byl nastaven program (program: NGS/Second
PCR: 95 °C/3 minuty, (95 °C/30 sekund, 65 °C/5 minut — 100 % ramp rate) 20x,
72 °C/3 minut, 4 °C/Hold).

Po ukonc¢eni programu byly produkty kratce sto¢eny a ulozeny na led.
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AMPURE ¢isténi

- Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 24 pl AMPure magenetickych kuli¢ek, 10X
promichano pipetou a inkubovano 5 minut v PT.

- Poté byly smési produktu a kuli¢ek premistény na magneticky stojanek a inkubovany
4 minuty, byl odstranén supernatant bez naruseni peletu.

- Poté bylo piidano 200 ul ¢erstvé namichaného 70 % etanolu, promichano a odstranén
supernatant, pak byl cely tento proces zopakovan.

- Po opakovani procesu bylo vzorky umistény na magneticky stojanek a zde byly
suseny po dobu 3 minut.

- Ze zkumavek byl odebran pelet a zbyly supernatant byl rozpustén v 24 ul 10 mM
Tris-HCI.

- Takto rozpustény supernatant byl prendan na magneticky stojanek po dobu 2 minut.

- Po 2 minutach bylo opatrné odebrano 22 pl supernatantu do dals§iho kroku.

KAPA Kvantifikace

- Po finalnim pfecisténi byla provedena kvantifikace pomoci kitu KAPA Library
Quantification for Illumina library, amplifikujici produkty opatiené specifickymi
adaptery

- Pro KAPA gPCR (kvantitativni PCR) kvantifikaci bylo potfeba vzorky nafedit
1:100000

- Redéni:

- piiprava 10 mM Tris-HCl/Tween pufru: 200 ul 500 mM Tris-HCI + 9.8 ml
deionizované vody + 5 pl Tween20
- tedéni 1:100 - 2 pl vzorku + 198 pl Tris-HCI/Tween pufru
- fedéni 1:10000 - 2 ul vzorku + 198 ul Tris-HCI/Tween pufru
- fedéni 1:100000 - 10 ul vzorku + 90 ul Tris-HCI/Tween pufru
- KAPA reakéni smés byla pfipavena pro pozadovany pocet vzorkli + 10 % navic
(Tabulka 5).
- Poté byly vzorky rozpipetovany do BIORAD platicka/stripti s vicky k tomu uréenych
v poradi (Tabulka 6).
- Poté byly vzorky umistény do real-time cykleru, kde byl nastaven program (program:
Archer KAPA quantification: 95 °C/5 minut, (95 °C/30 sekund,60 °C/45 sekund)
34x, 65 °C/5 sekund).
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Tabulka 5: Priprava KAPA Master Mixu.

KAPA Master Mix 1 vzorek
SYBR 12ul
voda 4ul

zied.

vzorek/standard/NTC 4ul

TOTAL 20 ul

Tabulka 6: Rozmisténa vzorkd na BIORAD platicku.

Stl | St1 | St1 |vzl vzl vzl
St2 | St2 | St2 |vz2 vz2 vz2
St3 | St3 | St3 |vz3 vz3 vz3
St4 | St4 | St4 |vz4 vz4 vz4
St5 | St5 | St5 |vz5 vz5 vz5
St6 | St6 | St6 |vz6 vz6 vz6
NTC | NTC | NTC | vz7 vz7 vz7
NTC | NTC | NTC | vz8 vz8 vz8

5.4.2 Sekvenovani NGS vzorkt (NextSeq 500) a analyza ziskanych dat

Jednotlivé produkty tzv. Sekvenacni knihovny byle equimolarné smichany a findlni
smés byla zfedéna na vyslednou koncentraci na 4 nM. Smés knihoven byla déale zfedéna na
vyslednou koncentraci 1,6 pM a s pomoci 20 % 1,8 pM PhiX naloZzena na NextSeq
sekvenacni kazetu a sekvenovana na sekvenatoru NextSeq 500. Optimalni pocet ¢teni na
vzorek byl nastaven na 1500000 resp. 3000 000. Vysledné FASTQ soubory byly
analyzovany s pouzitim Archer Analysis software. Parametry pro pozitivni nalez fuze byly

nastaveny na 5 platnych fuznich ¢teni a 3 unikéatni starty.
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6. Vysledky

Pomoci metody NGS bylo od roku 2018 vysetteno celkem 135 pacientd s tumorem
slinnych zlaz. U 109 ptipadd rtiznych nddorovych jednotek (80,5 %) byl nalezen fuzni
transkript.V souboru bylo celkem 38 piipadi adenoidné cystického karcinomu, flzni
transkript MYB-NFIB byl nalezen ve 24 nadorech (63 %). U 6 piipadd svétlobunééného
hyalinizujiciho karcinomu byla dokumentovana faze genu EWSR1 v 67 % ptipadi (4/6).
Myoepitelialni karcinom a svétlobunény myoepitelidlni karcinom byl charakterizovan fazi
genu PLAG1 v 91,5 % a 100 % ptipadi. U jednoho ptipadu myoepitelidlniho karcinomu, byl
vedle charakteristické fize CHCHD7-PLAG1 nalezen i dal$i fazni transkript FUS-GIPR.
U intraduktalniho karcinomu se vyskytovala fuze RET v 57,1 % ptipadl, zbylé objevené
faze TUT1-ETV5 a IRF2BP2-NTRK1 byly zastoupeny v 7,1 % piipadt. Z celkového poctu
21 analyzovanych pfipadi mukoepidermoidniho karcinomu byla nalezena fize genu
MAML?2 s genem CRTC1 nebo CRTC3 v 18 nadorech (85,7 %). Pleomorfni adenom Vv naSem
souboru vykazoval zejména fiuze HMGA2 (91,5 %), méné casto s PLAG1l (8,5 %).
Onkocytarni pleomorfni adenom a onkocytarni benigni myoepiteliom byl diagnosticky
definovan fuzi genu PLAGI, ktera byla v této specidlni morfologické varianté pfitomna ve
100 % piipadt. Sekrecni karcinom byl zkouman v 25 ptipadech, zlom v genu ETV6 byl
nalezen v 88 %, z toho fuze genti ETV6-NTRK3 se prokazala v 18 ptipadech (72 %), ETV6-
RET ve 4 ptipadech (20 %) a VIM-RET fuze se prokézala pouze u jednoho piipadu (4 %). Do
riznorodé skupiny nadorii zahrnutych v oddilu varia pak spadaji nasledujici tumory nalezené
vzdy po jednom exemplafi. Benigni onkocytom, u kterého byla objevena fuze FUS-PPARG.
Do této skupiny byl zafazen i z morfologického hlediska zcela nezndmy nédor s fuzi
EWSR1-NACCL1 (Tabulka 7).

V dobé analyzy byly nckteré detekované flzni transkripty v literatufe dosud
nepopsany. Nékteré z nich, konkrétné EWSR1-CREM, FUS-GIPR, KIAA1217-RET, TUT1-
ETV5, NTF3-PLAGL, VIM-RET a EWSR1-NACC1, pak byly béhem zpracovavani bakalarské
prace publikovany v literatuie (viz Diskuze). V soucasnosti jsou tedy V dostupnych
publikacich dosud nepopsané nasledujici fizni transkripty: MALAT1-PLAG1, HMGA2-
FLJ41278, FUS-PPARG (Tabulka 7, Obrazek 6 A-C, Obr 7 A-C). Tyto byly, s vyjimkou
fuze HMGA2-FLJ41278, ktera vznika jako produkt inverze blizkych genu (viz. Diskuze),
dodate¢né konfirmovany pomoci FISH s dostupnymi break apart

sondami k priikazu zlomi jednotlivych gent (Tabulka 8, Obrazek 8, 9, 10, 11).
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Tabulka 7: Zaznamenané vysledky nadora slinnych zlaz od roku 2018 s vykazanymi fizemi.

Salivarni nador Subtyp Faze [F:z;:ttivnich celken fNu‘;Vea FISH
adenoidné¢ cysticky karcinom | adenoidné cysticky karcinom MYB-NFIB 24/38
svétl_obunéén}'l hyalinizujici svétl_obunéén}'/ hyalinizujici EWSR1-CREM 2/6
karcinom karcinom
EWSR1-ATF1 2/6
myoepitelidlni karcinom iveﬂ."bunec“y myoepitelidlni |\ 0 b AG1 212
arcinom
myoepitelialni karcinom CTNNB1-PLAG1 4/12
LIFR-PLAG1 3/12
FGFR1-PLAG1 3/12
CHCHD7-
PLAGLFUS-GIPR* | /12
intraduktalni karcinom intraduktalni karcinom NCOA4-RET 5/14
KIAA1217-RET * 1/14
TUTI1-ETV5 * 1/14
TRIM27-RET 2/14
IRF2BP2-NTRK1 1/14
mukoepidermoidni karcinom | mukoepidermoidni karcinom CRTC1-MAML?2 16/21
CRTC3-MAML2 2/21
ﬂ;gggﬁefﬂ;fgenom : pleomorfni adenom MALAT1-PLAGL | 1/12 ano | PLAGL break apart
HMGA2-WIF1 8/12
HMGA2-FLJ41278 | 2/12 ano | HMGA?2 break apart
HMGA2-FHIT 1/12
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P , Pocet Nova
Salivarni nador Subtyp Fuaze pozitivnich/celkem | fiaze FISH
pleomorfni adenom a onkocytarni pleomorfni adenom | CHCHD7-PLAG1 1/2
myoepiteliom

GEM-PLAG1 1/2
onkocytarni myoepiteliom NTF3-PLAG1* 1/1
(2021)
sekre¢ni karcinom sekre¢ni karcinom ETV6-NTRK3 18/25
ETV6-RET 4/25
VIM-RET* 1/25
varia onkocytom FUS-PPARG 1/1 ano | FUS/PPARG break
apart
neznamy onkocytarni nador | EWSR1-NACC1* 1/1

malé slinné Zlazy

(2020)
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A. MALAT1 — PLAGL1 fazni transkript

NS C2H2-typeZNE1-7 MDT MAT

T |
5'—' | y
l ' - 4 ’

MALAT1 PLAGI

MALATAT NR_002813.4 : exonl{chr11:q13.1] - PLAGT NM_002655.2: exon 2 (chr8:q12.1)

B. HMGA2 — FLJ41278 fuzni transkript

Interaction domain with E4F1

AT—hoodeomains

HMGA2 FLI41278

C. FUS — PPARG flzni transkript

DBD Interactionwith FAM120B
Polar residues ZFNTdﬂmains** NR LBD 9aaTAD

FUS NM_004960.3 : exon5(chr16:p11.2) - PPARG NM_015869.5: exon2 (chr3:p25.2)

Obrazek 6: Schématické zobrazeni nové objevenych fuzi — zobrazeni exont a proteinovych
domén. A — fuzni transkript MALAT1-PLAG1 se spojenim exonu 1 genu MALAT1 a exonu 2
genu PLAG1. B — fuzni transkript HMGA2- FLJ41278 se spojenim exonu 4 genu HMGA2
a exonu 3 genu FLJ41278. C — fuzni transkript FUS-PPARG se spojenim exonu 5 genu FUS
a exonu 2 genu PPARG.
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Obrazek 7 A - B: Bioinformatické vysledky NGS, kde se prokazaly fuze FUS — PPARG (A)
a MALAT1 — PLAG1 (B). Sipka vyznaluje misto spojeni. Zobrazena anotace, hustota pokryti
(8eda) a jednotlivé ,,ready “ (Cervena a modra).
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Obrazek 7 C: Bioinformatické vysledky NGS, kde se prokazala fize HMGA2 — FLJ41278.
Sipka vyznaluje misto spojeni. Zobrazena anotace, hustota pokryti (3edd) a jednotlivé
,ready “ (¢ervena a modra).

32



Tabulka 8: Konfirmace nov¢ nalezenych fuzi pomoci metody FISH (* viz Diskuze).

Lokalizace na

Nazey flze chromozomu FISH Typ sondy
MALAT1 - PLAGL 8412 Pozitivni PLAGL break
apart
FUS break
FUS - PPARG 16p11.2 Pozitivni/Pozitivni | apart+ PPARG
break apart
HMGA2-FL141278 12q14.3 Negativni HMGA2 break

apart*

Obrizek 8: Prokazani zlomu PLAGI pomoci break apart sondy. Zluta Sipka zobrazuje
intaktni gen, Cervena a zelena — zlom.

Obrazek 9: Prokazani zlomu PPARG, pomoci break apart sondy Zluta $ipka zobrazuje
intaktni gen, Cervena a zelena — zlom.
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Obrazek 10: Prokazani zlomu FUS, pomoci break apart sondy Zluta $ipka zobrazuje
intaktni gen, Cervena a zelena — zlom.

Obrazek 11: Negativni vysledek analyzy zlomu genu HMGA2 pomoci break apart
sondy. Zluta $ipka zobrazuje intaktni gen.
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7. Diskuze

Vzhledem k histomorfologické variabilit¢ malignich nadoru slinnych zlaz se jako
slibny diagnosticky nastroj jevi uziti molekularné-genetickych metod ke stanoveni
rekurentnich genovych alteraci. V poslednich letech doslo k objevu nékolika translokaci,
které jsou specifické pro urcité typy salivarnich nadoru (18). V prubéhu piipravy bakalaiské
prace bylo pomoci NGS nalezeno v nasi laboratoii znacné mnoZzstvi genovych aberaci
Vv nadorech slinnych zlaz, které potvrzuji vyskyt rekurentné¢ se objevujicich translokaci,

ale byly nalezeny i zcela nové, doposud nepopsané onkogenni faze.

U adenoidné cystického karcinomu (AdCC) jsme potvrdili vyskyt znamého fazniho
transkriptu MYB-NFIB v 63 % procentech ptipadi. AACC je druhym nejc¢astéjsim malignim
salivarnim nadorem v duting ustni, vyskytuje se také v hornim respiracnim traktu, a velkych
slinnych 7Zlazach. Ptestoze AdCC roste pomalu, v dlouhodobém horizontu se jedna
0 prognosticky velmi zavaznou malignitu, ktera ma vyraznou tendenci k infiltrativnimu rtstu
S perineurdlnim Sifenim, k lokalnim recidivam a k pozdnimu zakladéni vzdalenych metastéaz,
a je charakterizovan vysokou mortalitou. V diagnosticky nejasnych ptipadech je mozno
vyuzit pfitomnosti rekurentni translokace t(6;9)(q22-23;p23-24) vedouci ke vzniku fizniho
genu MYB-NFIB, kterou Ize detekovat az v 86 % ptipadi AACC (26, 27).

Z molekularn¢ biologického hlediska dochdzi k zvySeni exprese transkripéniho
faktoru MYB, ktery je ve fuznim proteinu zachovan téméf kompletni, prostfednictvim ztraty
negativné regulacnich oblasti pro microRNA v 3'UTR (,untranslated region®) a jejich
nahrazeni koncovou ¢asti proteinu NFIB. Takto ,,overexprimovany* protein MYB pak
aktivuje geny, jez souvisi s kontrolou bunééného cyklu (geny CCNB1, CDC2, MAD1L1),
apoptozou (geny API5, BCL2, BIRC3, HSPAS, SET), rustem a angiogenezi (geny MYC, KIT,
VEGFA, FGF2, CD53) a buné¢nou adhezi (gen CD34) (28).

Svétlobunécny hyalinizujici karcinom je nizce maligni karcinom vychazejici hlavné
z malych slinnych 714z orofaryngu, patra a bukalni sliznice, charakterizovany specifickou
rekurentni genovou fuzi EWSR1-ATF1 (29). V uvedené studii byla alterace ATF1 genu
potvrzena FISH analyzou ve 13/14 EWSR1-alterovanych nadorid, coz piedstavuje 93 %
ptipadd (29). V nasi studii byla nalezena fize genu EWSR1 jen v 67 % pftipadd
svétlobunécného hyalinizujiciho karcinomu, coZ je ddno chybou malych ¢isel. Vedle typické
translokace EWSR1-ATF1 byla popsana ve 2 piipadech svétlobunécnych karcinomi

s vyraznou mucinozni komponentou dalsi translokace EWSR1-CREM (30).
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Gen EWSR1 je lokalizovany na chromozému 22q12.2. Koduje multifunkéni protein
z rodiny TET(FET) proteinti ti¢astnici se fady bunéénych procest jako je genova exprese,
bunééna signalizace, transport a iprava RNA apod. Protein obsahuje N-terminalni ,,SYGQ-
rich® transkripci aktivujici doménu (TAD), centralni RNA vazebnou doménu, C-terminalni
DNA vazebnou doménu a nékolik ,,RRG-rich* oblasti, které ovliviiuji vazbu na RNA (31,

32). Geny ATF1 a CREM koduji transkripéni faktory z rodiny bZIP (basic-region leucine
zipper) (33).

Gen EWSR1 je jeden z nejéastéji fuzovanych genti v nadorovych onemocnénich,
zejména sarkomech (31). Obecné plati, Ze chimericky protein obsahuje N-terminalni TAD
genu EWSR1 a C-termindlni DNA vazebnou doménu fizovaného transkripéniho faktoru.
Tento fuzni protein je pak pod vlivem promotoru EWSR1 genu a vysledkem je pak zejména,
nikoliv v8ak vyhradnég, zvySena exprese biologicky aktivni ¢asti fuzovanych transkripénich

faktoril, v€etné vyse zminénych genti ATF1 a CREM.

Myoepitelidlni  karcinom a svétlobunéény myoepitelidlni karcinom byl
charakterizovan fuzi genu PLAG1 v 91,5 % a 100 % piipadi (34). U jednoho piipadu
myoepitelialniho karcinomu, byl vedle charakteristické faze CHCHD7-PLAG1 nalezen
i dalsi dosud nepopsany fuzni transkript FUS-GIPR (34). Alterace PLAG1 a tak¢é HMGA?2
genu jsou typickym nalezem v pleomorfnim adenomu (PA) slinnych Zlaz (viz dale) (35).
Nalez alterace PLAG1 genu Vv tak vysokém procentu piipadii myoepitelidlnich karcinomi

ukazuje na patogenetickou spojitost z tohoto typu karcinomu s PA.

Pleomorfni adenom (PA) je z molekularné-genetického hlediska charakterizovan az
v 60 % pritomnosti zlomu v genu PLAG1 a ve 30 % zlomu v genu HMGAZ2 (35, 36). Fuze
zaujimajici jeden z téchto dvou gentl, se tedy vyskytuje ve vice jak 90 % PA a stejné tak
I v karcinomech, vznikaji maligni transformaci PA (35, 36). V naSem souboru pievlada
alterace v HMGA2 genu, protoze jsme aktivné vyhledavali a molekularné-geneticky
vySetiovali PAs s kanalikularni morfologii, které preferencné vykazuji fuzi HMGA2-WIF1
(37).

Molekularni mechanismus aktivace ,,zinc finger* transkripéniho faktoru PLAG1
(chromozém 8ql2.1) spociva v zaméné promotoru mezi genem PLAG1 a konstitutivné
exprimovanym fiznim partnerem, tzv. ,,oromoter swapping“ (38). Gen PLAGL1 je v tomto
sméru extrémné promiskuitni a flzuje s fadou raznych gent jako je CHCHD7, CTNNBI,

FGFR1, LIFR a fadou dalsich (33).
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Oproti tomu aktivace proteinu HMGA2 (chromozém 12q14.3) je nejvice podobna
aktivaci proteinu MYB v AdCC, kdy obdobné jako u genu MYB dochézi u genu HMGAZ2,
ktery nalezi do ,,non-histone chromosomal high mobility group* proteinové rodiny, K fuzi,
jenz zpusobi ztratu negativné regulacnich oblasti microRNA v 3'UTR, v tomto ptipadé
oblasti pro microRNA let7. Tato ztrata pak vede k overexpresi proteinu HMGAZ2

a k nadorové transformaci (33).

V ramci této studie byly u PA nalezeny dosud nepopsané fuze genu PLAG1
a HMGA2, konkrétné MALAT1-PLAG1 a HMGA2-FLJ41278.

Gen MALATI, lokalizovany na chromozému 11ql13.1, koéduje ,,long noncoding*
RNA o délce cca 8700 bazi, jez se pravdépodobné ucastni tvorby ribonukleovych komplexi
a ktera je vysoce exprimovana v fad¢ tkani (39). Molekularni mechanismus aktivace genu
PLAG1, kdy je spojen vysoce exprimovany gen MALAT1 stéméf kompletnim genem
PLAGL1 (Obrazek 6), tedy s vysokou pravdépodobnosti souvisi s vySe zminénym procesem
»promoter swappingu“ a muze byt povazovan za ,driver mutaci vedouci k nadorové

transformaci.

Gen FLJ41278 koduje long intergenic non-protein coding RNA. V piipadé faze
HMGA2-FLJ41278 (Obrazek 6) pak velmi pravdépodobné dochazi v souladu s kanonickou
aktivaci HMGA2 zminénou vyse K odstranéni 3"UTR regulac¢nich oblasti a tim overexpresi

HMGAZ?2 a nasledné nadorové transformaci.

Fuze genu PLAG1 byla konfirmovana pomoci FISH. Ne tak HMGAZ2, nebot’ se jedna
o inverzi dvou blizkych genl na chromozomu 12 vzdalenych cca 1IMb coz je pod rozliSovaci

schopnosti interfdzni FISH.

Vedle tzv. ,driver alteraci zahrnujicich geny PLAG1 a HMGAZ2 byla u jednoho
ptipadu myoepitelialniho karcinomu nesouciho ,,driver fuzi CHCHD7-PLAGL1 nalezena i
faze FUS-GIPR. Gen FUS (chromozom 16p11.2) je stejné jako gen EWSR1 ¢lenem rodiny
TET(FET) proteinti (31, 32). Gen GIPR (chromozém 19q13.32) kéduje ,,G-protein coupled*
receptor pro glukéza-dependentni insulinotropni polypeptid (GIP) (40). Jakym zptuisobem
tato flze prispiva, pokud vibec, k neoplastické transformaci ¢i progresi nadoru je nejasné a

nejspise se jedna o tzv. ,,passenger alteraci.

NejcastéjsSim malignim nadorem slinnych Zlaz je mukoepidermoidni karcinom

r

(MEC). MEC vychazi z piius$ni Zlazy a malych slinnych Zlazek sliznice patra a bukalni
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sliznice a je nejcastéjsi intraoralni salivarni malignitou. Histologicky se MEC sklada ze tfech
typl bun¢k; epidermoidnich, mucindznich a intermediarnich a fuze geni CRTC1 a CRTC3

s genem MAML2 je jeho typickym znakem.

Proteiny kodované geny CRTC1 a CRTC3 naleZi do rodiny vysoce konzervovanych
CREB (CAMP response element-binding) koaktivatora. CRTC1 a CRTC3 zvysuje transkripci
z CRE (cAMP response element) prostfednictvim interakce s bZIP (bazicky leucinovy zip)
doménou CREB (41). Produkt genu MAML2 je transkripéni koaktivator v Notch signalni
draze. Protein MAML?2 tvoii komplex s intracelularni doménou proteinu Notch a s proteiny
CSL-rodiny transkripcnich faktort. Tato interakce vede k aktivaci Notch downstream gentl.
U fazniho proteinu CRTC1/3-MAML2 je nahrazena N-termindlni (Notch vazebnd) bazicka
doména genu MAML2 CREB-binding doménou genu CRTC1/3. Molekularni konsekvence
této zdmeény nejsou dosud zcela objasnéné, ale z dosavadnich zjisténi vyplyva, Ze flhzni
protein nezavisle na vstupnich signalech aktivuje jak CREB zavislé geny, tak 1 Notch
signdlni drahu. Aktivace dvou nezavislych drah pak ziejmé vyznamné piispiva k vlastnimu

neoplastickému procesu (41).

Intraduktalni karcinom (IC) je nizce maligni, zpravidla intraduktalné ¢i intracysticky
rostouci karcinom, ktery je téméf v poloviné€ (47 %) ptipadii charakterizovan zlomem genu
RET a faznim transkriptem NCOA4-RET v klasické variante IC a TRIM27-RET v nadorech
s apokrinni diferenciaci (42). Vzacné se mohou vyskytovat i dalsi faze jako napi. KIAA1217-
RET, TUT1-ETV5 a IRF2BP2-NTRK1 (42).

Sekre¢ni karcinom (SC), plivodné popsany jako sekre¢ni karcinom mamarniho typu
(mammary analogue secretory carcinoma; MASC) (13) je low-grade salivarni karcinom,
ktery v naprosté vét§iné piipadi vykazuje pfitomnost fuznich transkriptd ETV6-NTRK3 (13)
a ETV6-RET (43). Zcela vyjimecny je vyskyt VIM-RET genové fuze, ktera byla nalezena
zatim v jediném piipadu SC (44).

Molekularni podstata nadorové transformace u tumort nesouci fuzi genu RET a genil
NTRK rodiny je pomémné jednoducha. Gen RET a geny NTRK rodiny, tj. NTRK1, 2 a 3
koduji receptor tyrosin kinasy (RTK), jeZ hraji tlohu v fad€ signdlnich drah Gcastnicich se
bunécného rastu a proliferace. K aktivaci ,,downstream signalnich drah po rearanzi
zahrnujicityto kinazové geny muize dochéazet n¢kolika mechanismy ¢i spise jejich souhrou.
Jednak jsou v disledku nahrazeni ,,5 -upstream* oblasti partnerskymi geny a pfi zachovani

kinazovych domén tyto konstitutivné exprimovany, dale dochazi Kk di/oligomerizaci diky
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protein-proteinovym interakcim 5° fiznich genl a také dochazi ke ztraté autoinhibi¢ni N-
terminalni oblasti (45, 46).

Kromé genti fuznich transkriptd zahrnujich geny RET a NTRK1 byla u IC v jednom
piipadé nalezena i fize TUT1-ETV5. Tato fuze je atypicka a vymyka se principu aktivace
dalSich onkogenti u této nadorové jednotky. Dochazi pti ni ke spojeni Siroce exprimovaného
proteinu  TUT1 snuklotidyl transferazovou aktivitou s proteinem zrodiny ETS
transkripcnich faktorti (47, 48). Pravé zvySena exprese transkripéniho faktoru ETV5 pod

promotorem TET1 genu pak muze stat za vlastni nadorovou transformaci (49).

Vedle vyse zminénych nadorovych jednotek byl analyzovan jeden ptipad benigniho
onkocytomu, u kterého byla nalezena dosud nepopsana fize FUS-PPARG (Obrazek 6)
a dale morfologicky zcela neznamy tumor s fizi EWSR1-NACCL1.

Onkocytom je benigni nador sestavajici z velkych epitelidlnich bunék s hojnou
eosinofilni granuldrni cytoplasmou naplnénou zmnozenymi abnormalnimi mitochondriemi.
Gen FUS, jak jiz bylo zminéno vyse, nalezi do rodiny TET(FET) multifunkénich proteind.
(31, 32) Gen PPARG, lokalizovany na chromozomu 3p25.2, pak koduje jaderny hormonalni
receptor, ktery se po heterodimerizaci s retinoid X receptorem alfa vaze na ,,PPAR response*
elementy v promoterech a enhancerech fady genti a aktivuje tak kaskadu regulujici zejména
vyvoj adipocyti (50, 51). Gen PPARG byl nalezen v nékterych onkogennich fazich. Napf.
faze PAX8-PPARG se vyskytuje v 35 % folikularnich karcinomu $titné zlazy (FTC), faze
CREB3L2-PPARG pak v piiblizn¢ 3 % FTC. Molekularni konsekvence takovychto fuzi
nejsou zcela objasnéné. K nadorové transformaci pfispivaji minimalné dvéma procesy.
Jednak puisobi jako negativni inhibitor PPARG genu a jednak jako novy transkripcni faktor
s proto-onkogenni aktivitou pod konstitutivné aktivovanym promotorem 5° fuzniho genu.

(50, 51). Témito zpisoby pravdépodobné plsobi i nalezeny fuzni protein FUS-PPARG.

Druhym tumorem zafazenym do ¢asti varia byl, jak je zminéno vySe, tumor s fuzi
EWSR1-NACC1. Z morfologického hlediska jde o nejasny neopouzdieny monofazicky
epitelovy tumor malé slinné zlazy dutiny ustni u 67-let¢ zeny. Nador s onkocytarni
morfologii je nezaraditelny do Zadné ze znamych kategorii salivarnich nadord dle soucasné
platné klasifikace WHO. V roce 2021 sice Antonescu et al. (52) publikovala skupinu
3nadora s fizi EWSR1-NACC1l a FUS-NACC1, nicméné tyto se od studovaného
morfologicky 1isi a je tedy otazkou, zda jde v naSem ptipadé o zcela novou nadorovou

jednotku s ptekryvajicim se molekularnim profilem. Gen EWSR1 byl zminén vyse. Gen
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NACC1 lokalizovany na chromozomu 19p13.13 koéduje protein z BTB/POZ (bric-abrac
tramtrack Broad complex/poxvirus and zinc finger) rodiny, ktery se tcastni proliferace,
apoptozy a transkripce (52). Konstitutivni exprese NACC1 pod promotorem EWSR1 genu

jak pak nejpravdépodobnéjsim procesem vedoucim k nadorové transformaci.
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8. Zavéry

Tumory slinnych 7laz jsou relativné vzacna nadorova onemocnéni. Jednotlivé
nadorové jednotky jsou pak Casto jsou pak charakterizovany jednou ¢i nékolika malo
molekularnimi aberacemi. V mé praci jsem analyzoval 135 tumort vybranych skupin nadort
slinnych 7laz a definoval jejich specifické fazni transkripty. Tyto fuzni transkripty byly
nalezeny ve 109 ptipadech (80,5 %).

V ramci mé bakalaiské prace byly vedle klasickych molekularnich aberaci objeveny i
3 dosud nepopsané fazni transkripty. Konkrétn¢ byl nalezen a charakterizovan fizni
transkript MALAT1-PLAG1 a HMGA2-FLJ41278 u pleomorfniho adenomu a fzni transkript
specifické nadorové jednotky a tim umoziiuji budouci presnéjsi klasifikaci, ptipadné, poté,
co budou dale zkoumany, i prognoézu a predikci onemocnéni nesouci tyto aberantni

transkripty.
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