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Anotace

Nadory stitné zlazy patii k nejcastéjsSim nadorovym onemocnénim a jejich incidence stale
vzrasta. Pro vybér vhodného postupu 1€cby je potreba urcit jejich maligni potencial, coz mtize
byt ptfedoperacné¢ velmi komplikované. V procesu urCeni diagnoézy stoupa vyznam
molekularniho vySetteni, které¢ pomaha urcit typ naddoru a jeho maligni potencial. V této praci
byly sledovany vzacné genetické mutace v nddorech S§titné Zlazy v genech TSHR, PIK3CA,
EIFIAX, EZHI, ptitomnost fuzniho genu THADA/IGF2BP3 a hledany nové genetické markery
pro klinické vyuZiti.

Annotation

Thyroid tumors are among the most common tumors and their incidence is still increasing. In
order to determine the proper treatment, it is necessary to assess their malignant potential, which
can be very complicated preoperatively. In the process of diagnosis, the importance of
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and new genetic markers for clinical use were sought.

Prohlasuji, Ze jsem autorem této kvalifikacni prace a ze jsem ji vypracoval(a) pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Bud&jovicich dne 12.4.2024

Bce. Ludmila Bujnovska



Podékovani

Timto bych chtéla viele podékovat mé skolitelce Mgr. Barbote Bulanové, Ph.D. za veskery cas,
ktery mi vénovala pfi zpracovani diplomové prace, trpélivost, ochotu, vstficnost, odborné
vedeni, cenné rady a stale pfitomny optimismus. M¢ diky patii také vSem zaméstnanciim
Endokrinologického ustavu z Oddéleni molekularni endokrinologie, kteti ke mné ptistupovali

vzdy s ismévem a ochotou pomoci. Dékuji také své rodin€ za podporu béhem celého studia.



5

6

7

VOt 1
Ll SHINA ZIAZA..ee sttt 1
1.2 NAOTY SHINE ZIAZY...coutiiiiiiieiie et 1
1.3 Molekularni vySetfeni nddortl Stitné ZIAZY ...........cccoveeeiiiiiiiiieniiiiee e 10
L4 CHlOVE OMNY ...uiiiiiiiiiiiiee ettt e e ettt e ettt e e e et e e e e e seta e e e e ensaeeesensaeaeeenssaaeeannes 12

CHLE PIACE ..evveeeeeiiieee ettt ettt ettt e ettt e e e ettt e e e eetbeeeeeasbeeeeesnsbaeeeanssaaeeasnsseeeeennnsees 16

Material @ MELOAY ..eeeeeeeeeeiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e sneaarreaaaeeeeans 17
3.1 Organizace prakticke CASti.......coveriiiiiiiiiiiee e 17
3.2 Izolace genetického materidlu ze zamrazené tkang .............ccccevvveeeeieiiiciiiiiineeeenn. 20
3.3 PR ettt e et eeab e e nnneeennees 21
3.4  Kontrolni agar6zova elektrofor€za...........cccceevviiiiiiiiieiieeiieeee e 28
3.5 SEKVENACE ...ttt e ettt e e e ettt e e e ettt e e e e eabaeee s 31
3.6 Reverzni transKIIPCE.......uuviiiiiiieieiiiiiiiiee et e e e e e e e e eerree e e e e e e e 36
3.7 Real-time PCR ... 37
3.8 VYhOdNOCeNT dat........ccceeieiiiiiiiiiee e e e e e e e e 41

YA ] (16 L 2SS PPPRPR 42
4.1 Optimalizace PCR..........ouiiiiiiiiieeee e e e et e e e e e 42
4.2  PCR akontrolni gelova elektroforéza.............cccoeeeuiiiiiiiiiiieieiiiieeee e, 42
4.3 SEKVENACE ...ttt et e e e ettt e e s ettt e e e e ennaeee s 44
4.4  Vyhodnoceni detekovanych mutaci ............occceeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 45
4.5  Navrh primert a hydrolyzaéni sondy pro THADA flzni geny ..........ccccceeevvineeeenne 48
4.6  Kontrolni real-time PCR .........cccooiiiiiiiiiii e 49
47 Real-time PCR ...coooiiiiiiiie ettt e et e e e e e 50

DISKUZE ...ttt ettt sttt ettt e e 52

ZLAVET .ttt ettt ettt s et e e ettt e e e et e e e e abneeeeeane 58

Seznam pouzité [IEETAtUTY........cceiiiiiiiiiiiiiiie e et e e 59



Seznam zkratek

ACTB
AKT
ATC
ATF4
BRAF
CLT

Cp
CREB
EIF1A
EIFIAX
EIF2a
ERK
EZH]I

FND
FTA

FTC
GDP
GRB2
GTP
HRAS
HTT
IGF1R
IGF2
IGF2B3
IGF2BP3
KRAS
MAPK
MEK
Met-tRNA
MTC

gen kodujici B-aktin

serin/threoninova proteinkinaza

anaplastic thyroid carcinoma, anaplasticky karcinom
aktivacni transkripéni faktor 4, indikator bunééného stresu
gen kodujici protein B-Raf

chronicka lymfocytarni tyreoitida

cyklus prahu

transkripcni faktor

-------
......

------

extracellular signal-regulated kinase, kindza z rodiny MAPK

enhancer of zeste 1 polycomb repressive complex 2 subunit, gen kodujici
podjednotku metylacniho komplexu

follicular nodular disease, folikularni nod6zni onemocnéni §titné zlazy
follicular thyroid adenoma, folikularni adenom

follicular thyroid carcinoma, folikularni karcinom
guanosindifosfat

growth factor receptor-bound protein 2

guanosintrifosfat

gen kodujici protein z rodiny Ras

hyalinizing trabecular tumour, hyalinizujici trabekularni tumor
tyrozinkinazovy receptor pro rustovy faktor IGF1

rustovy faktor 2

insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3

gen kodujici protein IGF2B3

gen kodujici protein z rodiny Ras

mitogen-activated protein kinase, kinaza z rodiny MAPK
mitogen-activated protein kinase kinase, kindza z rodiny MAPK

.....

medullary thyroid cancer, medularni karcinom



mTOR
NIFTP

NRAS
OA
OCA
PCR
PDK1
PDTC
PI3K
PIK3CA
PIP2
PIP3
PTC
PTEN
Raf

TSH
TSHR

T-UMP

WHO

mammalian target of rapamycin, kindza

non-invasive follicular thyroid neoplasm with papillary like nuclear features,
neinvazivni folikularni tumor s papildrnimi jadernymi znaky

gen kodujici protein z rodiny Ras
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poorly differentiated thyroid carcinoma, nizce diferencovany karcinom
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Thyroid stimulating hormone, tyreotropin

thyroid stimulating hormone receptor, gen kodujici receptor pro hormon
stimulujici Stitnou zldzu

tumours of uncertain malignant potential, tumor nejistého maligniho
potencialu

World Health Organization, svétova zdravotnické organizace



1 Uvod

1.1 Stitna zlaza

Stitna 7laza je organ produkujici hormony, ktery ma zasadni vyznam v endokrinnim systému
organismu. Jedna se o dvoulalo¢naty utvar umistény na piedni strané krku, symetricky kolem
pradusnice. Je obalen dvéma fibr6znimi pouzdry a dosahuje hmotnosti 20-60 g. Tkan obou
lalokl je ¢lenitym vnitfnim pouzdrem rozdé€lena na mnozstvi mensich lalickt, které jsou
slozeny z mikroskopickych folikuld. Povrch téchto folikulti tvofi vrstva folikularnich
epitelidlnich bunék, které produkuji prekurzory hormonti tyroxinu a trijodtyroninu a sekre¢nimi
granuly je transportuji do viskdzniho jadra folikulu, tzv. koloidu. Va¢ky jsou spojené pojivovou
tkani protkanou kapildrnimi a lymfatickymi cévami. Mezi vacky se jednotlivé nebo v malych
shlucich nachazeji také parafolikulérni buiiky neboli C-buiiky, jejichz hlavni funkci je produkce

kalcitoninu (Benvenga ef al., 2018).

1.1.1 Funkce §titn¢ Zlazy

Stitna Zl4za ma vyznamnou roli v ovliviiovani celkového metabolismu organismu. Ugastni se
déji jako jsou termoregulace, rychlost a sila srde¢niho tepu, rychlost dychani, aktivace
centralniho nervového systému, stimulace perifernich nervl a hladké svaloviny, metabolismus
cukrt a tukt, rst a vyvoj u déti, rast kosti a jejich remodelace. Zvysenou produkci hormonti
Stitné zlazy dochazi zpravidla ke zvySené aktivité cilovych organt. Poruchou funkce Stitné
zlazy mohou vzniknout dva stavy: hyperfunkce, kdy je hormont $§titné zlazy tvofeno moc, a
hypofunkce, kdy jich je tvofen naopak nedostatek. Oba tyto stavy mohou vést k tézkym
poruchdm metabolismu a maji rizné projevy. Funkce §titné zlazy je regulovéna hypofyzou

mechanismem negativni zpétné vazby (Benvenga et al., 2018).

1.2 Nadory §titn¢ Zlazy

Nadory S§titné Zlazy jsou 7. nejcastgj$i nadorové onemocnéni ve svété s veékove
standardizovanou incidenci 9,1 na 100 000 obyvatel za rok. Tomu odpovida i ¢eska populace,
kde je incidence nadorovych onemocnéni §titné Z1azy 9, i kdyZ se zde nachdzi aZ na 12. misté
mezi dal§imi typy nddorovych onemocnéni. Vékove standardizovand smrtnost na 100 000

obyvatel na rok je ve svété 0,44 a v Cesku 0,25. Nadorova onemocnéni §titné Zlazy jsou témét



3x castéjS$i u zen nez u muzl. Nejcastéji se objevuji u pacientd nad 50 let, mizou se ale
vyskytnout i dfive, a to i v détského véku. (Ferlay et al., 2024). Prognodza je ovlivnéna vékem
a pohlavim pacienta, typem, velikosti a stddiem nadoru, 1é€ebnym postupem a piitomnosti

metastaz.

Nadory stitné zlazy se podle klasifikace svétové zdravotnické organizace (World Health

Organization, WHO) d¢li podle dvou kritérii:

- podle typu bun¢k, ze kterych je nador odvozeny — naddory odvozené z folikularnich
epitelialnich bunék S§titné Zl14zy, nadory odvozené z parafolikularnich bun¢k Stitné
zlazy a nadory smiSené (odvozené castecné z bunék folikuldrnich a castecné

z parafolikularnich);

- podle maligniho potencidlu — nadory benigni, nizkorizikové a maligni (WHO

Classification of Tumours Editorial Board, 2022).

Kromé nadorovych onemocnéni mohou uzly spolu s dalsimi patologickymi zménami ve §titné
zlaze vznikat také pii nenadorovych onemocnénich, jako je chronicka lymfocytarni tyreoitida
nebo toxicka struma. Rozdéleni nejcastéjSich nadorovych onemocnéni a patologickych zmén

ve §titné zlaze je uvedeno v tabulce 1.



Tabulka 1 - Rozdeéleni nadorovych onemocnéni a patologickych zmén Stitné Zlazy

Maligni potencial | Typ nddoru/onemocnéni

Zmeény ve §titné zlaze chronickd lymfocytarni tyreoitida,
toxickd struma

Novotvary odvozené Benigni folikuldrni nodézni onemocnéni §titné

z folikularnich zlazy, folikularni adenom, folikularni

epitelidlnich bun¢k adenom s papilarni stavbou, onkocytarni

Stitné zlazy adenom

Nizkorizikové | neinvazivni folikularni tumor

s papilarnimi jadernymi znaky, tumor
nejistého maligniho potencialu,
hyalinizujici trabekularni tumor

Maligni folikularni karcinom, papilarni
karcinom, onkocytarni karcinom,
anaplasticky karcinom, folikularni ne-
anaplasticky karcinom vysokého stupné
(podtyp nizce diferencovany karcinom)

Novotvary odvozené Maligni medularni karcinom
z parafolikularnich
bunék

1.2.1 Zmény ve §titné Zlaze

Nejcastéj§im nenadorovym onemocnénim §titné zlazy je chronicka lymfocytarni tyreoitida
(CLT). CLT je autoimunitni onemocnéni, pii kterém dochazi autoimunitnim mechanismem
k zanétu a poskozeni tkan¢ stitné zlazy. V dusledku poskozeni dochazi k snizeni produkce
hormonii §titné zlazy — hypofunkci, coz ovliviiuje zasadni metabolické déje. Mezi hlavni
priznaky patfi porucha termoregulace, inava, svalova slabost, sucha kiize a nabirani vahy,
onemocnéni ale muze byt také bezptiznakové. K rizikovym faktorim patii geneticka
predispozice, Zenské pohlavi, vyssi vék a expozice ionizujicimu zéfeni. Nejbeznéjsi zpiisob

1é¢by je podavani syntetického hormonu §titné zlazy (Mincer and Jialal, 2023).

Toxicka struma je naopak charakterizovana hyperfunkci §titné Z1azy. Jedna se difuzni postizeni
nebo o jeden €i vice uzll ve §titné zldze, ve kterych dochazi k nadprodukci hormont $titné
zlazy. Pri¢inou mize byt porucha regulace funkce §titné Zlazy, autoimunitni, chemické ¢i
mechanické poskozenti §titné z1azy, Gravesova-Basedowova choroba nebo zvyseny piijem jodu.
Stitna zldza byva zvétsend a miZe pusobit tlak na dychaci cesty, k dal§im pfiznakiim patii
neklid, tachykardie, znamky srde¢niho selhani, svalové kiece, ties prstl, poceni ¢i redukce

hmotnosti. Lécba spociva v tyreoidektomii nebo 1é¢bé radiojédem, piipadné pomoci 1éciv



blokujici aktivitu §titné zldzy a blokatorti B-adrenoceptori (Novodvorsky and Allahabadia,

2021).

1.2.2 Novotvary odvozené z folikularnich bunék §titné zlazy

Novotvary odvozené z folikularnich epitelidlnich bunék jsou nejcastéjSimi typy nadori stitné
zlazy. Ve vétSing piipadl byvaji bezptiznakové nebo s ptiznaky zptisobenymi zvétSenim Stitné
zlazy — bolest ¢i obtize pfi polykani, dechové obtize, chrapot. Vyznacuji se folikularni stavbou

bun¢k, dalsi charakteristiky jsou specifické pro konkrétni typ nadoru.

1.2.2.1 Benigni novotvary odvozené z folikuldrnich bun&k
Benigni novotvary odvozené z folikularnich bun€k jsou neinvazivni novotvary s dobrou

prognodzou, byvaji dobife ohrani¢ené a netvoii metastaze ani nedochazi k recidivam.

Folikularni nod6zni onemocnéni Stitné zlazy (follicular nodular disease, FND) je benigni
proliferativni onemocnéni typické mnohocetnymi uzly s riznou velikosti a stavbou s klonalnim
1 neklondlnim charakterem, bez pfitomnosti jadernych rysi papilarniho karcinomu. Uzly
mohou mit rlizny stupenn zapouzdieni, cystické zmény, fibrozu, kalcifikaci nebo znamky
krvaceni. Folikuly $titné zlazy se mohou také spojovat a vytvaiet velké cysty vyplnéné
koloidem. K rizikovym faktorim patii Zenské pohlavi, vyssi vek, oblasti s nedostatkem jodu,

koufeni, geneticka predispozice (International Agency for Research on Cancer, 2022).

Folikularni adenom (follicular thyroid adenoma, FTA) se vyznacuje zapouzdienymi ovalnymi
uzly s pevnou homogenni strukturou klondlniho charakteru bez jadernych ryst papilarniho
karcinomu. MiiZze u nich byt pozorovana hyalinizace, kalcifikace, fibrdza ¢i osifikace, ptipadné
sekundarni krvaceni po biopsii. FTA je tézko odlisitelny od folikuldrniho karcinomu, hlavni
rozdily jsou v histologickém obrazu pouzdra, rozdily jsou pozorovatelné ale 1 v laboratornim ¢i
molekularnim vysSetieni (Kelana, Susilo and Sahudi, 2022, Borowczyk et al., 2019). Pokud
nelze typ jednoznacné urcit, klasifikuje se jako tumor nejist¢tho maligniho potencialu.
Rizikovymi faktory jsou mimo jiné expozice radioaktivnimu zafeni a nedostatek jodu. FTA byly

pozorovany také u détskych pacientl (International Agency for Research on Cancer, 2022).

Pro onkocytarni adenom (oncocytic adenoma, OA) jsou typické kulové nebo ovalné
zapouzdiené uzly s homogenni strukturou a s >75% podilem onkocytarnich buné€k, nazyvanych
ve §titné Zlaze téz Hiirthleho bunky (buiiky s eozinofilni cytoplasmou a bohatou granulaci,
sjadry kulatého tvaru a vyraznymi jadérky). V uzlech mlZe byt pfitomna hyalinizace,

kalcifikace, osifikace nebo sekundarni krvaceni po biopsii tenkou jehlou. Od onkocytarniho
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karcinomu se OA lisi histologickou podobou pouzdra. Pro OA jsou charakteristické mutace
mitochondrialniho genomu a zvySeny pocet mitochondrii (Gasparre ef al., 2007, International

Agency for Research on Cancer, 2022).

1.2.2.2 Nizkorizikové novotvary odvozené z folikuldrnich bun¢k

Neinvazivni folikuldarni tumor s papilirnimi jadernymi znaky (non-invasive follicular
thyroid neoplasm with papillary like nuclear features, NIFTP) je dobfe ohrani¢eny nador
neinvazivniho charakteru, u které¢ho lze pozorovat jaderné papilarni znaky typické pro papilarni
karcinom (charakterizované tvarem jadra a vzhledem chromatinu). Uzel byva pevny,
kulovit¢ého nebo ovélného tvaru, mize mit vazivové pouzdro, muze byt také piitomno
sekundarni krvaceni. NIFTP se mize vyskytovat také u déti (Wang et al., 2020). Nejcastejsi
1écbou je lobektomie, terapie radioaktivnim jodem vétSinou neni nutnd. (International Agency

for Research on Cancer, 2022).

Novotvary, které¢ nelze jednoznaéné zatadit jako invazivni jsou klasifikovany jako tumory
nejistého maligniho potencialu (tumours of uncertain malignant potential, T-UMP). Podobné
jako u FTA, NIFTP nebo folikularniho karcinomu se jednd o diferencované novotvary
s pevnymi uzly a vétSinou opouzdiené. Nadory mizou mit neobvyklé rysy, vycnélky v pouzdie,
neuplné pouzdro ¢i nepravidelny obrys. Diagnostika probiha na zakladé sporného invazivniho
potencialu a k upfesnéni se pouziva molekularni vysetfeni. U opouzdienych T-UMP je riziko

metastaz a recidivy nizké (International Agency for Research on Cancer, 2022).

Hyalinizujici trabekularni tumor (hyalinizing trabecular tumour, HTT) je typ
nizkorizikového nadorového onemocnéni, které je typické protahlymi trdmcovymi bunkami,
tzv. trabekulami. Trabekuly se vyznacuji pfedev§im hyalinni cytoplasmou (Nielsen et al.,
2023). Déle mohou vykazovat vyrazné jaderné znaky jako jsou ryhy, vakuoly a nepravidelna
membrana. Uzly byvaji pevné az mékké, dobfe ohranicené, piipadné opouzdiené, kulatého

nebo ovalného tvaru s laloky (International Agency for Research on Cancer, 2022).

1.2.2.3 Maligni novotvary odvozené z folikuldrnich bunék

Maligni folikuldrni nddorova onemocnéni jsou charakteristické svou invazivitou a $ifenim do
dalSich ¢asti téla. RozliSuji se 2 typy invaze — kapsularni a vaskularni. Pfi kapsularnim typu
dochazi k invazi skrz pouzdro nddoru a dochézi tak k Sifeni nddoru do nejblizsi tkané a
spadovych lymfatickych uzlin. Vaskularnim typem dochézi k invazi skrz cévni systém a
nadorové buniky se mohou §ifit do vzdalenych casti téla. Vzdalené metastazy se tvofi nejCastéji

v plicich, kostech a jatrech. Maligni novotvary se oproti benignim vyskytuji méné ¢asto. Dobie



diferencované karcinomy (PTC, FTC) dobfe odpovidaji na 1écbu, nizce diferencované se
vyznacuji rychlym rstem a odpoveéd’ na 1é€bu mivaji horsi (International Agency for Research

on Cancer, 2022).

Papilarni karcinom (papillary thyroid carcinoma, PTC) je vlbec nejcastéjsi endokrinni
maligni onemocnéni u dospélych i1 déti, jehoz incidence v poslednich letech stoupa (Kitahara
and Sosa, 2020). Jednd se o dobfe diferencované nadorové onemocnéni s invazivnim
charakterem, typické papilarni strukturou (fibrovaskularni nebo fibrozni struktury rtzného
tvaru vétSinou s jednou vrstvou nadorovych bunék a jadrem tvofenym pojivovou tkani) a
vyraznymi jadernymi papilarnimi znaky (nepravidelny obrys, pseudoinkluze — invaginace
membrany, jaderné ryhy). Uzel miva nejasné okraje, miize mit pouzdro a obsahovat cysty. Uzel
muZe také jevit znamky kalcifikace, nekrozy ale nejsou typické. Pti ndlezu mohou byt pfitomny
metastazy v lymfatickych uzlinach, plicich nebo kostech. Mezi rizikové faktory patii obezita —
az u 16 % PTC, expozice radioaktivnimu zatfeni v détstvi, velké mnozstvi jodu v potrave a
rodinna anamnéza (Kitahara and Sosa, 2020, International Agency for Research on Cancer,

2022).

Mezi maligni nddorova onemocnéni §titné zlazy patii dale folikularni karcinom (follicular
thyroid carcinoma, FTC). Jedn4 se o dobie diferencovany nddor s invazivnim rastem bez
jadernych papilarnich znakt. Uzel byva vétSinou ovalny, s pevnou homogenni strukturou,
okraje muzou byt lalo¢naté, mize byt pfitomno pouzdro. V novotvaru mize byt pozorovana
také fibroza, kalcifikace nebo pfeména tkané na tukovou, nekréza se nevyskytuje. Az 15 %
pacientl ma metastazy v lymfatickych uzlinach nebo vzdalené metastazy jiz pii diagndze
(D’Avanzo et al., 2004). Rizikovymi faktory je nedostatek jodu v potravé a geneticka
predispozice. U déti se vyskytuje jen vzacné (International Agency for Research on Cancer,

2022).

Onkocytarni karcinom (oncocytic carcinoma, OCA) je méné Casté maligni onemocnéni
vyznacujici se vysokym zastoupenim onkocytarnich bun¢k (>75 %) a invazivnim charakterem,
bez piitomnosti jadernych znakl papilarniho karcinomu. Uzly se vyskytuji vétSinou
osamoceng, byvaji kulové az ovalné, obvykle opouzdiené. Pouzdro mlize vykazovat znamky
kalcifikace, okraje uzlu miiZou byt nejasné, nekrozy se typicky nevyskytuji. Buiiky obsahuji
mnozstvi abnormalnich mitochondrii. Metastazy pii nalezu OCA byvaji u 16-27 % ptipadd. U

déti se vyskytuje jen vzacné (International Agency for Research on Cancer, 2022).



Nizce diferencovany karcinom (poorly differentiated thyroid carcinoma, PDTC) je
klasifikovan jako podtyp folikularniho ne-anaplastického karcinomu vysokého stupné. Patfi
mezi vzacné, ale Siroce invazivni maligni nadory, které nesou urcité typické znaky — velky pocet
malych mitotickych bunék, nekrozy, stocend jadra. V porovnani s jinymi typy nadort byvaji
velké — dosahuji primérné velikosti 40-60 mm v praméru. Nador postradd cytologickou a
architektonickou diferenciaci. K jeho dal$im charakteristikdm patfi rychly rist, nezfetelné
okraje a pevna struktura uzlu, mize byt také pfitomno pouzdro a metastazy v lymfatickych
uzlinach. Vzdalené metastazy byvaji pii diagndze nalezeny u 20-25 % pacientd. Rozviji se
z dobfe diferencovanych forem folikularnich karcinomt (pievazné FTC a opouzdieny PTC) a
muze piejit do anaplastického karcinomu. Na 1é¢bu reaguje Spatné, prumérné preziti je 5 let.
K rizikovym faktoriim patii nedostatek jodu v potravé (International Agency for Research on

Cancer, 2022, Xu and Ghossein, 2020).

Anaplasticky karcinom (anaplastic thyroid carcinoma, ATC) je oznaceni pro vysoce agresivni
novotvar, ktery je charakteristicky nediferencovanymi, vysoce pleomorfnimi bunikami a
velkym poctem mitotickych bunck. Jadra bunck byvaji zvétSend, s hrubym chromatinem a
perinukledrnim projasnénim, muzou byt pfitomné pseudoinkluze. Novotvar Casto obsahuje
nekrozy a zndmky krvaceni. Nador dosahuje velikosti az 150 mm, invaduje do okolni tkdn¢ a
lymfatickych uzlin a tvoti vzdalené metastazy. Vznik4a de novo nebo z vice diferencovanych
karcinomt (nizce diferencovany, PTC, FTC). K rizikovym faktorim patii expozice
radioaktivnimu zareni, a nedostatek jodu v potrave. Jedna se o vzacné se vyskytujici velmi
agresivni nadory, které reaguji na 1écbu velmi Spatné. Prognodza je ovlivnéna histologickym
typem, mirou invaze a piitomnosti patogennich mutaci (Luo et al., 2020, International Agency

for Research on Cancer, 2022).

1.2.3 Neoplazie derivované z parafolikularnich bun¢k

Zastupcem neoplazii derivovanych z parafolikuldrnich bunc¢k je medularni karcinom
(medullary thyroid carcinoma, MTC). Jedna se o méné ¢asty maligni typ nadori §titné zlazy,
ktery tvofi 1-2 % malignich nadorii (Barletta, Nos¢ and Sadow, 2021). S MTC je spojena
zvySend mira exprese kalcitoninu a karcinoembryonalniho antigenu, Casto byva také sniZzena
mira exprese tyreoglobulinu. Oproti nadorim odvozenych z folikularnich bunék vede
nadprodukce kalcitoninu k pfiznakim onemocnéni, jako jsou zarudnuti, prljem ¢i ztrata
hmotnosti. Uzly se vyznacuji velkou variabilitou ve velikosti a morfologii, miiZze byt pfitomna

kalcifikace, mivd nepravidelné okraje, vétSinou bez pouzdra. Nekrdzy neobsahuje. Nekdy



vykazuje pseudopapilarni strukturu, coz komplikuje diagnézu. Jadra bunék se vyznacuji
riznymi velikostmi a napadnymi jadérky, mohou obsahovat pseudoinkluze. Metastazy
v uzlinach jsou ptitomny u 50-70 % pacientli, vzdalené¢ u 10-15 %. Ke znamym rizikovym
faktorim patii genetickd predispozice — zarodecné mutace v RET genu (International Agency

for Research on Cancer, 2022).

1.2.4 Diagnostika nadori §titné zlazy

Diagnostika nadori $titné zlazy je slozity proces, ktery se Casto piekryva s 1é¢ebnymi postupy.
Podle evropské asociace §titné Zlazy by v prvni fadé mélo byt provedeno fyzikalni vySetieni
krku, biochemické vySetfeni hormonu TSH (thyroid-stimulating hormone) a ultrazvuk krku,
které vétSinou ukazou funkeci §titné Zlazy, tvar, velikost a konzistenci novotvaru, pravidelnost
okrajt, ptipadné pfitomnost pouzdra a jinych vyraznych struktur. Na zakladé vysledkl z téchto
vySetieni a s pfihlédnutim k anamnéze pacienta je vyhodnoceno oc¢ekavané riziko malignity a
pfi podezieni na malignitu je indikovdna biopsie tenkou jehlou, kterd umoZni doplnit
cytologické vySetieni. Podle cytologického vySetieni se ur¢i kategorie novotvaru podle
Bethesda Systému pro reportovani tyreoidalnich cytopatologii, na zadklad¢ kterého je urcen dalsi
postup (Ali et al., 2023). Pro nejvyssi kategorie (Bethesda V a VI) je doporuceno indikovat
totalni (pfip. ¢astecnou) tyreoidektomii, u nizSich kategorii s nejasnou cytologii (Bethesda III a
IV) je vhodné diagnézu doplnit molekuldrnim vySetfenim, pacienty piipadné indikovat
k Castecné tyreoidektomii nebo novotvary aktivné sonograficky sledovat. Z odoperované tkané
1ze provést histologické vyseteni nadorové tkané, které jsou pro presnou diagnézu novotvaru
nejvyznamnéjsi. Diagndzu muze také usnadnit molekularni vysetieni nadorové tkané (Durante

etal.,2023).

1.2.5 Lécba nadort §titné zlazy

Nédory §titné zlazy lze 1éc¢it nckolika zplsoby — chirurgické odstranéni nédoru, 1écba
radiojodem (RAI), hormondlni 1écba, ionizacni zéafeni, chemoterapie nebo cilend terapie.
Ptesny postup 1écby nadort §titné Zlazy se voli podle typu nadoru, velikosti, jeho miry malignity

a stadia, vétSinou se pro dosazeni co nejlepsiho vysledku kombinuje vice zplisobt. (Haugen et
al., 2016).



1.2.5.1 Chirurgické odstranéni nadoru

Chirurgické odstranéni novotvaru patii k nejcastéjSimu typu lécby. RozliSuje se odstranéni
pouze novotvaru s prilehlou tkani, laloku S§titné Zlazy obsahujici novotvar (lobektomie),
odstranéni témeér celé $titné zlazy (near-total thyroidectomy) a odstranéni celé stitné zlazy —
totalni tyreoidektomie. Totalni tyreoidektomie véetné odebrani spadovych lymfatickych uzlin
se voli u agresivnich malignich nadort, kde je velké riziko recidivy onemocnéni, napf. u
anaplastického karcinomu nebo medularniho karcinomu (Haugen et al., 2016). Chirurgické
odstranéni muize byt indikovano pfi symptomatickém onemocnéni §titné Zlazy, vysokych
hladinach kalcitoninu, neurcité cytologii v kategorii III a IV systému Bethesda nebo pii zafazeni

do kategorie V a VI systému Bethesda (Durante ef al., 2023).

1.2.5.2 RAI — radiojéd

Terapie radiojédem spociva v podani radioaktivniho izotopu jodu pacientovi. Radiojod je
podavan peroralné jako tekutina nebo kapsle, piipadng infuzi. Stitna 71aza spotiebovava nejvice
jodu, proto je RAI specificky uc¢inny na rostouci tkan stitné zlazy, jiné tkdn¢ neposkozuje. Lze

Ji vyuzit pro nékteré benigni hyperfunkéni uzly jako nédhradu operace (Durante ef al., 2023).

1.2.5.3 Hormonalni 1é¢ba

Hormonalni Ié¢ba cili na zablokovani tvorby hormonu TSH, ktery stimuluje aktivitu a riist Stitné
zlazy. Hormonalni 1éCba je potfebna také pro pacienty po tyreoidektomii jako ndhrada za
hormony tvorené Stitnou zlazou. Hormony $titné zlazy ovliviiuji mnoho zasadnich funkci, proto
je potieba hormony uméle doplnovat. U benignich onemocnéni bez zmény funkce §titné zlazy

neni potiebnd (PDQ® Adult Treatment Editorial Board, 2023).

1.2.5.4 Radioterapie
Radioterapie spoivd v ozéfeni postizené oblasti ioniza¢nim zafenim s cilem eliminovat
nadorové builky. Pouziva se samostatné nebo v kombinaci s chirurgickou terapii. Pooperacni

radioterapie se voli pro odstranéni pfipadnych neodoperovanych nadorovych bunék (PDQ®

Adult Treatment Editorial Board, 2023).

1.2.5.5 Chemoterapie

Chemoterapie vyuziva chemické latky nicici rychle se délici buiiky. Lze ji vyuZit u rychle
rostoucich nadorii, kde se buiiky déli rychleji neZ v ostatnich zdravych tkanich. Chemoterapie
cili na vSechny d¢lici se buiiky, poSkozuje tedy i dalsi tkané, predevsim kostni dfeni a stfevni

epitel (PDQ® Adult Treatment Editorial Board, 2023).



1.2.5.6 Cilena terapie

Cilena terapie vyuziva medikamenty specificky cilici na nddorové bunky. V klinické praxi se
vyuzivaji inhibitory tyrosin kindzy a inhibitory proteinkindz. Oba zminéné enzymy jsou
dilezité v procesu rustu a déleni bun¢k a jsou proto vhodnym cilem protinddorové terapie

(PDQ® Adult Treatment Editorial Board, 2023).

1.3 Molekularni vySetfeni nadori Stitn€ zlazy

Nadory casto vznikaji nasledkem ndadorové transformace bunck zplisobené akumulaci
genetickych zmén. Nekteré genetické zmény ¢i jejich nepfitomnost mohou vypovidat o typu
nadoru nebo jeho malignim potencidlu, proto miize byt uzite¢né znat genetické pozadi
vySetfovaného nadoru. K zjisténi ptitomnych genetickych mutaci slouzi molekularni vySetieni.
Molekularni vySetteni nadort §titné zlazy je v soucasnosti pouzivano jako pomocné vySetieni
uptesnujici diagndézu. Poméha rozlisit benigni novotvary od malignich a umoziuje tak indikaci

k tyreoidektomii jen tam, kde je to skute¢n¢ Zadouci (Fillon, 2021).

Nejcastéji mutovanymi geny v nadorech Stitné zldzy jsou geny kodujici proteiny ze
signalizacnich drah: mitogenem aktivované protein kinazové (MAPK) nebo PTEN/PI3K/AKT.
Jedna se o signalizacni drahy regulujici bunéény cyklus, rist a diferenciaci a jejich nespravné

fungovani muaze vést ke karcinogenezi.

1.3.1 MAPK draha

MAPK dréha je hlavni signaliza¢ni draha v bunce regulujici bunécny rast, genovou expresi,
diferenciaci a programovanou bunécnou smrt. Nositeli signalu jsou kaskadovité usporadané
serin/threoninové kindzy. Drdha ma celou fadu extracelularnich spoustécii, ke kterym patii
rustovy faktor, ligandy receptorli spifazenych s G proteiny, cytokiny ¢i osmoticky stres

(Cargnello and Roux, 2011).

Na zacatku MAPK kaskady stoji nej¢astéji tyrozinkinazovy receptor. Po vazbé ligandu dochazi
k jeho dimerizaci a autofosforylaci cytoplasmatickych domén, coZ umozni vazbu proteinu
GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2). S GRB2 nasledné asociuje protein SOS (son
of sevenless), ktery vyménou guanosindifosfatu (GDP) za guanosintrifosfat (GTP) aktivuje
malou GTPasu zrodiny Ras (HRas, KRas, NRas). Na aktivni Ras se poté vaze
serin/threoninova kinaza z rodiny Raf (A-Raf, B-Raf, Raf-1) a spousti kindzovou kaskadu. Raf
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fosforylaci aktivuje kindzy MEK1 a/nebo MEK2 (mitogen-activated protein kinase kinase) a ty
poté fosforyluji kinazy ERK1 a/nebo ERK2 (extracellular signal-regulated kinases 1 and 2).
Pomoci nich se signdl pfenasi dal na fadu cilovych transkripcnich faktorG a proteinkindz

(Cargnello and Roux, 2011)

Mutace v prislusnych genech zptisobuji, ze proteiny MAPK drahy jsou aktivni i bez pfitomnosti
extracelularniho signalu, coz vede k nekontrolované proliferaci. NejcastéjSimi mutovanymi

geny v signaliza¢ni kaskadé MEK/ERK jsou RAS (HRAS, KRAS, NRAS) a BRAF.

1.3.2 PTEN/PI3K/AKT dréha

Draha PTEN/PI3K/AKT je signalizacni draha, ktera ma roli v regulaci bunééného cyklu,
gluk6zového metabolismu a pohyblivosti bun€k. Signdl vznika aktivaci tyrosin kindzového
receptoru, jenZ po dimerizaci aktivuje katalytickou podjednotku PIK3CA kinazy PI3K
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase). PI3K nasledné fosforyluje membranovy
fosfatidylinositol-4,5-bisfostat (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5-trifostat (PIP3), ktery
zprostiedkovava fosforylaci serin/threoninové proteinkinazy AKT navdzané k membranég pies
PIP3. Tohoto dé&je se ucastni enzym serinova proteaza PDKI1 (phosphoinositide-dependent
kinase-1). Dalsi signalizacni kaskddou (mj. pies transkripcni faktor CREB nebo kindzu mTOR
— mammalian target of rapamycin) drdha vede k vys§i mife syntézy proteind, bunéénému
rustu, inhibici apoptozy a k proliferaci (Jiang et al., 2020). Hlavnim inhibitorem drahy je tumor
supresorovy protein PTEN, lipidova fosfatdza, kterd blokuje aktivitu PI3K a zaroven
defosforyluje PIP3 na PIP2 a tim omezuje vazbu AKT na membranu a aktivitu celé signalizacni

drahy (Cantley and Neel, 1999).

Nejcastéji mutovanym genem kodujicim proteiny drahy PTEN/PI3K/AKT je PTEN a PIK3CA.

1.3.3 VySetfované geny u nadort stitné zlazy

Pti molekuldrnim vySetfeni nadord Stitné zlazy se hlavné vySetfuji bodové mutace genl a
genoveé piestavby. Mezi nejCastéji vySetfované geny patii RET, BRAF, RAS (KRAS, NRAS,
HRAS), TERT, PIK3CA, PTEN, NTRK, ALK.

K nejvyznamnéjSim genetickym markerim patii mutace BRAF V600E, mutace v promotoru
TERT genu a RET mutace, které maji vysokou prediktivni hodnotu pro malignitu (Censi ef al.,
2019; Ciampi and Nikiforov, 2005; Elisei ef al., 2008, Tali et al., 2023). Nalez téchto mutaci u

novotvarl s nejasnou cytologii byva interpretovan jako indikace k chirurgickému zakroku.
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Protein TERT (Telomerase reverse transcriptase) je Kkatalytickd podjednotka enzymu
telomerdsa, ktera je nezbytna pro replikaci chromosomalnich koncti! (Bateman et al., 2023).
Pii nadmérné aktivit¢ telomerasy dochazi k neomezenému déleni bunc¢k bez poskozeni
chromosomtl, coz je dulezité pti embryondlnim vyvoji, miize ale také vést ke vzniki nadort.
Mutace v promotoru TERT genu byvaji spojené s vyssi agresivitou, pokrocilej$im stadiem a
pritomnosti vzdalenych metastaz. Mutace v genu RET kédujici tyrozinkinazovy receptor vedou
k aktivaci MAPK a PTEN/PI3K/AKT drahy. Mohou byt bodové, typické pro MTC nebo i
genove prestavby vyskytujici se hlavn€ u PTC (Pacini et al., 2000). Mutace v genech RAS se
vyskytuji jak v malignich, tak 1 benignich uzlech §titné Zlazy (Lupo et al., 2020).

1.4 Cilové geny

Tato prace byla zamétfena na vzacnéjSi mutace v genech TSHR, PIK3CA, EIFIAX, EZHI a
THADA/IGF2BP3, které jsou lépe charakterizovany v nésledujicich odstavcich.

1.4.1 TSHR

Gen TSHR koéduje receptor pro hormon stimulujici Stitnou Zlazu (thyroid stimulating hormone
receptor, TSHR). Jedna se o transmembranovy glykoproteinovy receptor sptazeny s G
proteinem exprimovany bunikami $titné zlazy, ktery mé schopnost vazat TSH a tyreostimulin —
hormony produkované adenohypofyzou. Funkcni protein ma délku 764 aminokyselin, je post-
transla¢né glykosilovan na 6 mistech a mé 2 disulfidické mustky? (Bateman et al., 2023). Gen
TSHR se nachazi na chromosomu 14q a sklada se z 10 exonti. Exony 1-9 koduji extracelularni
doménu receptoru, kde dochazi k vazbé ligandu, zatimco 10., nejdelsi exon nese sekvenci pro
7 transmembranovych domén a intracelularni C-terminalni doménu, s kterou asociuje G-protein

(Gene [Internet], 2004).

Mechanismus tumorigeneze: Po navazani ligandu na TSHR dochazi k uvolnéni a-podjednotky
G-proteinu, coz vede k aktivaci adenylat cyklazy. Tim se spousti signalni draha vedouci
k expresi genli umoziujici rist bunék Stitné zlazy, diferenciaci, syntézu a sekreci hormonii.
Aktivaéni mutace v TSHR muZe zplsobit permanentni aktivaci této drahy (Chantreau et al.,

2015) a naslednou proliferaci.

! https://www.uniprot.org/uniprotkb/O14746/entry
2 https://www.uniprot.org/uniprotkb/P16473/entry
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1.4.2 PIK3CA

PIK3CA je gen kédujici a katalytickou podjednotku (p110a) fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-
kindzy PI3K — lipidové kinazy, ktera ma schopnost fosforylovat 3-hydroxylovou skupinu
fosfatidylinositolu (fosfolipid s roli v bunétné signalizaci) za vzniku PIP3. Protein je soucasti
signaliza¢ni drahy PTEN/P3K/AKT a je aktivovan tyrozinkindzovym receptorem. PIK3CA je
cytosolicky protein a ma délku 1068 aminokyselin® (Bateman et al., 2023). Gen PIK3CA se

nachazi na chromosomu 3q a sklada se z 21 exont (Gene [Internet], 2004).

Mechanismus tumorigeneze: Aktivacni mutace v PIK3CA mohou zpiisobit permanentni

aktivaci drahy PTEN/P3K/AKT (Garcia-Rostan et al., 2005).

1.43 EIFIAX

Gen EIF1AX se nachéazi na chromosomu Xp a skladda se ze 7 exonl (Gene [Internet], 2004).

......

.....

.....

et al., 2019). Protein ma délku 144 aminokyselin, jednd se o cytoplasmaticky protein* (Bateman

etal.,2023).

Hlavni mechanismus tumorigeneze: Mechanismus tumorigeneze se muze lisit pro jednotlivé
mutace, vSechny dopady zatim nejsou pln¢€ objasnény. Nejcastéjsi jsou mutace na N konci
proteinu (v této praci G8E) a sestfihova mutace (A113 splice), které maji podobny ucinek,
translace, coz vede k produkci indikatoru buné¢ného stresu ATF4 (aktivacni transkripcni faktor
4). Tento indikator nasledné brani fosforylaci EIF2a, ten pak ziistdva vdzan na GDP a nemuze
komplexu na dal§im startovacim AUG kodoénu k opétovné inicializaci translace ze stejného
AUG kodonu na konstruktu ATF4, ¢imZ je docileno vy$si miry proteosyntézy ATF4. ATF4 poté

negativni zpétnou vazbou docili masivni defosforylace EIF2a a tim dojde ke globalnimu

zvySeni proteosyntézy, coz vede k tumorigenezi. Krom¢ toho mutovany EIF1A stabilizuje

3 https://www.uniprot.org/uniprotkb/P42336/entry
4 https://www.uniprot.org/uniprotkb/P47813/entry
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transkripcni faktor c-myc, coz vede k indukci drédhy kindzy mTOR nezavisle na PI3K draze

(Krishnamoorthy et al., 2019).

1.44 EZHI

Protein EZH1 (enhancer of zeste 1 polycomb repressive complex 2 subunit) je histonova
N-metyltransferaza (Histone-lysine N-methyltransferase), podjednotka metyla¢niho komplexu,
ktery ovliviiuje vazbu DNA na histony a tim miru transkripce daného useku DNA. Funkéni
protein obsahuje 747 aminokyselin a je lokalizovan v jadfe (Bateman et al., 2023).° Gen EZH1

se sklada z 21 exontl a nachazi se na chromosomu 17q (Gene [Internet], 2004).

Mechanismus tumorigeneze: EZH1 ma funkci pfi methylaci Lysinu 27 histonu H3, coZ ma za
nasledek pevnéjSi vazbu DNA na histon a represi transkripce cilového genu. Mutacemi
zpusobena snizena aktivita EZH1 mulZe vést k rozvolnéni heterochromatinu a expresi
onkogent, naopak zvySena aktivita mize zptsobit inhibici exprese tumor supresorovych gent

(Lee et al., 2022).

1.4.5 THADA/IGF2BP3 fuze

THADA (thyroid adenoma associated) je gen pojmenovany podle spojitosti s FTA, ktery koduje
regulacni protein tRNA (32-2'-O)-methyltransferazy. Spolu s tRNA
(32-2'-O)-methyltransferdzou se podili na metylaci antikodonové smycky v procesu maturace
tRNA. Ma délku 1953 aminokyselin a v bunice se nachazi v cytosolu na membrané
endoplasmatického retikula® (Bateman et al., 2023). Gen se se sklada z 38 exontl a nachézi se

na chromosomu 2p (Gene [Internet], 2004).

IGF2BP3 je gen s 15 exony na chromosomu 7p kddujici protein IG2B3 (Insulin-like growth
factor 2 mRNA-binding protein 3) s délkou 579 aminokyselin. Jedna se o protein, ktery se vaze
na mRNA ristového faktoru 2 (IGF2) a dalSich proteint, zvySuje jeji stabilitu, chrani ji pred
degradaci a zvySuje miru jeji translace’ (Bateman et al., 2023) (Gene [Internet], 2004). Pii
zvySené expresi /IGF2BP3 dochazi k vEtsi proteosyntéze IGF2, coZ vede k nadmérné aktivaci

drahy MAPK a PTEN/PI3K/AKT pies tyrozinkindzovy receptor IGF1R.

5 https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q92800/entry
® https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q6YHU6/entry
7 https://www.uniprot.org/uniprotkb/O00425/entry
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Fuze THADA/IGF2BP3 mohou vzniknout fuzi genu THADA s mistem lokalizovanym upstream
od genu IGF2BP3 (LOC389473) nebo fuzi THADA v exonech 28, 29, 30, 31, 35, 36 s 2. ¢i 3.
exonem genu /GF2BP3. Fuze THADA/IGF2BP3 zptsobuje nadmérnou tvorbu funkéniho
proteinu IGF2BP3, coz vede ke karcinogenezi ptes signalizacni drahy MAPK a
PTEN/PI3K/AKT. (Panebianco et al., 2017, Liang et al., 2018)
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2 Cile prace

Cilem prace bylo najit nové genetické markery u nadora §titné zlazy, které by se daly vyuzit
v diagnostice a ur€eni typu nadoru a k nasledné indikaci lé¢ebného postupu. Prace byla
zameétena na vzacné genetické zmeény, jejichz vyskyt byl u nadori Stitnych z1az diive popsan,

avsak s nejasnym klinickym dopadem.

1. Sekvenace vybranych exond gentt 7SHR, PIK3CA, EIFIAX, EZHI u raznych typd
nadoru Stitné Zlazy.
2. Detekce THADA/IGF2BP3 fhzniho genu u nizko-rizikovych neoplazii a benignich

nadori Stitné Zlazy pomoci real-time PCR analyzy.

3. Zhodnoceni nalezenych genetickych zmén a jejich korelace s klinickymi a

patologickymi daty.
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3 Material a metody

V experimentalni ¢asti byly pouzity rozlicné metody molekularni biologie zahrnujici cely
proces od izolace genetického materidlu po vyhodnoceni nalezenych mutaci. V této kapitole

jsou uvedeny postupy a pouzity material pro vSechny pouzité metody.

3.1 Organizace praktické ¢asti

Experimenty lze rozdé€lit do 3 hlavnich oblasti — izolacni, sekvenacni a real-time PCR.
V izolaéni ¢asti byly zpracovany vSechny vzorky pouzité v praci, cilem bylo pifipravit material
pro dalsi analyzy. Tato ¢ast zahrnuje izolaci genetického materidlu ze zamrazenych tkani §titné
zlazy, izolaci DNA a izolaci RNA. Dale se postup déli na ¢ast sekvenacni a real-time PCR,
v kterych jiz byla zpracovana jen pfisluSnad cast vzorkl. V sekvenacni ¢asti se pracovalo
s vyizolovanou DNA s cilem nalézt mutace v genech TSHR, PIK3CA, EIFIAX a EZH]. Tato
¢ast zahrnuje jednoduchou a multiplexovou PCR, optimalizaci PCR, kontrolni elektroforézu,
sekvenaci a vyhodnoceni nalezenych variant. Real-time PCR ¢ast se zabyvala vyizolovanou
RNA za ucelem vysetteni THADA fuznich genii. K dosaZeni tohoto cile byly pouzity metody
reverzni transkripce, ndvrh primerti a hydrolyzacni sondy pro real-time PCR. Posloupnost
jednotlivych metod za sebou tak, jak se provadé€ly v experimentalni ¢asti, je zndzornéna na

obrazku 1.
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Obrazek 1 — Schéma experimentdlni casti

zamrazena patologicka tkan
Stitné Zlazy

g
rd Y

PIK3CA
ex. 21

multiplexova -

reverzni
transkripce

PIK3CA

ex. 10 — cDNA
\ kontrolni

real-time PCR

PCR

TSHR ex. 10
PIK3CA4 ex. 10, 21
ElFiAXex. 1,2,5,6
EZHI ex. 16, 17

navrh primerd a

kontrolni
hydrolyza¢ni sondy

elektroforéza

THADA ex. 25-31, 34, 36

TSHR, PIK3CA, IGF2BP3 ex. 3+4

EIFIAX, EZHI sekvenace
TSHR ex. 10
PIK3CA ex. 10, 21
EIFIAX ex. 1,2. 5. 6
EZHI ex. 16 17 THADA/IGF2BP3

3.1.1 Izolacni ¢ast

Geneticky material byl izolovan z chirurgicky odebranych nadorovych tkani §titné Zl4zy, které
byly patology vySetieny, Cast materidlu byla odfiznuta a zamrazena pro molekularné genetické
vySetfeni Endokrinologickym ustavem. V navaznych procesech byla zkazdého vzorku

izolovana DNA i1 RNA. Izolovala jsem genetickou informaci z 36 vzorkl diagnostikovanych

18



jako benigni novotvary, zbyly geneticky material izolovali pracovnici Endokrinologického
ustavu. Izolace byla provadéna v sériich po 12, coz je maximalni kapacita pouzitého izolatoru.

4

3.1.2 Sekvenacni ¢ast

Sekvenace se v Endokrinologickém ustavu provadéla vzdy jednou za 2 mésice pii kapacité 47
amplifikovanych vzorkt/gen. Pii sekvenovani dochazelo ke zpracovani pozadavki z celého
pracovisté a celou metodu provadél zaskoleny pracovnik Endokrinologického ustavu. Tohoto
procesu jsem se ucastnila pouze jako pozorovatel. Kazdému sekvenovani piedchdzela PCR
amplifikace pfislusnych vzorkl a kontrolni elektroforéza — obé tyto metody (kromé ptipravy
nanaseci barvy pro elektroforézu, kterou provedli pracovnici Endokrinologického tstavu) jsem
provadéla sama také v sériich 47 vzorkd. Pfi prvni sérii sekvenovani (zahrnujici také PCR a
kontrolni elektroforézu) byly zpracovany vzorky pro exon 10 genu 7SHR, exon 10 genu
PIK3CA, exony 1,2,5a 6 genu EIFIAX aexony 16 a 17 genu EZH|. V ptipad¢ genu PIK3CA
se prislusny usek DNA amplifikoval jednoduchou PCR, pro ostatni geny byla vyuzita
experimenty Endokrinologického tstavu, takze optimalizaci PCR jiz nebylo nutné provadeét.
Do 2. série sekvenovani byl k exonu 10 genu PIK3CA ptidan také exon 21, pro ktery jsem
nejprve provedla optimalizaci PCR a poté byl exon zahrnut do multiplexové PCR genu
PIK3CA. Takto se jiz postupovalo u vSech dalSich sérii v nezménéné podobé. Kontrolni

elektroforéza byla provadéna pro vSechny amplifikované vzorky vzdy pred sekvenaci.

3.1.3 Real-time PCR c¢ast

Metoda reverzni transkripce se provadéla jako piiprava materidlu pro real-time PCR v sériich
po 8 nebo 16 vzorcich. Celkem jsem provedla reverzni transkripci pro 136 vzorki RNA
z novotvarii diagnostikovanych jako benigni. Pro vSechny tyto vzorky byla provedena také
kontrolni real-time PCR pro ovéfeni uspésnosti reverzni transkripce. Metoda real-time PCR
byla provadéna z cDNA ve dvou sériich s pocty vzorkd 88 a 48. Navic bylo k druhé sérii
pfidano 41 vzorkli z malignich a nizkorizikovych nadorli, u kterych reverzni transkripci

provedli jiz diive pracovnici Endokrinologického ustavu.
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3.2 Izolace genetického materialu ze zamrazené tkané

Pfistroje:

Laminarni box (KS12 HERA safe), centrifuga Eppendorf 5415 D, homogenizator MagNA
Lyser, fluorimetr QuantusTM Fluorometer, Fluorimetr Qubit 2.0, Izolator QIAcube,
Spektrofotometr QIAxpert

Reagencie:
Izola¢ni kit AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen), RLT pufr, mercaptoethanol,

Qubit dsDNA BR Assay Kit, Qubit RNA BR Assay Kit

3.2.1 Ptiprava lyzatu

Do falkonky byl v digestofi pfipraven lyza¢ni roztok - 750 ul pufru RLT a 7,5 ul ME na 1
vzorek. Lyzacni roztok byl nasledné rozpipetovan po 670 pl do homogenizacnich zkumavek.
Na pfedem pfipravenou nadobu se suchym ledem v laminarnim boxu byla umisténa
piredmrazena sklenéna deska a ptikryta sterilnim alobalem. Na tuto desku byl umistén vzorek
zamrazené tkan€, ze které byla sterilnim skalpelem vyfiznuta vybrana ¢ast (max. 30 mg).
Vyftiznutd Cast byla pfenesena do vychlazené homogenizacni zkumavky. Zbytek tkané byl
pienesen do kryozkumavky Nunc a umistén na suchy led. Homogeniza¢ni zkumavka byla poté
vloZena do homogenizatoru a obsah byl homogenizovan po dobu 30 s pti 3500 RPM, poté byla
zkumavka umisténa zpét do vychlazeného stojanku. Tento postup byl opakovan pro vSechny
vzorky a poté byly vSechny vzorky homogenizovany jest¢ jednou 30 s pii 3500 RPM.
Zhomogenizované vzorky byly sto¢eny na centrifuze 3 min pfi maximalni rychlosti a nasledné

z nich byl odsat supernatant o objemu cca 600 pl do 2ml RB zkumavek.

3.2.2 Izolace DNA

Do 2 ml RB zkumavky byl ptipraven roztok ,,.B* podle poc¢tu vzorkii — na jeden vzorek 25 pl
Proteinasy K a 75 pl pufru AW1, roztok byl promichan pteklapénim zkumavky a lehce stocen
na centrifuze. V laminarnim boxu byla do stfedni pozice oznafenych adaptérli umisténa
kolonka AllPrep DNA Mini spin column, které bylo pfedem ustfizeno vic¢ko, do vnéjsi pozice
adaptéru 1,5ml sbérna zkumavka, jejiz vicko bylo zasunuto do jamky. Vzorky, adaptery a roztok
,B* byly umistény do izolatoru a byl spustén program pro izolaci DNA. Po skonceni izolace

byla kolonka odstranéna a obsah ze stfedni pozice byl ptepipetovan do nové 2ml RB zkumavky
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a pouzit jako vstupni material pro izolaci RNA. Ze sbérné zkumavky ve vnéjsi pozici adaptéru
byla DNA pfemisténa do nové zéasobni kryozkumavky. Nésledn¢ byla zméfena Ccistota

(A260/A280) DNA pomoci spektrofotometru QIAxpert ze 2 ul DNA.

3.2.3 Izolace RNA

Do 2 ml RB zkumavky byl pfipraven roztok ,,A“ podle poctu vzorki — na jeden vzorek 10,5 pl
DNase I stock solution a 74 pl pufru RDD, roztok byl promichan pteklapénim zkumavky a
lehce stocen na centrifuze. Do dalsi 2 ml RB zkumavky byl pfipraven roztok ,,B* podle poctu
vzorki —na jeden 100 ul Proteinasy K. V laminarnim boxu byla do vnitinich pozic ozna¢enych
adaptérti umisténa kolonka RNeasy® Mini spin column, které bylo pfedem ustfiZzeno vicko, do
vnéjsi pozice adaptéru 1,5ml sbérnd zkumavka, jejiz vicko bylo zasunuto do jamky. Vzorky,
adaptery a roztoky ,,A* a ,,B*“ byly umistény do izolatoru a byl spustén program pro izolaci
RNA. Po skonceni izolace byly adaptéry umistény na led do laminarniho boxu. Ze 2 pul RNA
byla zméfena cistota RNA pomoci spektrofotometru QIAxpert. Zkumavky s vyizolovanou

RNA byly umistény do hlubokomraziciho boxu.

3.2.4 Mg¢teni koncentrace vyizolované RNA a DNA pomoci fluorimetru
Quibit
Standardy Qubit kitu byly 30 min pfed méfenim temperovany na laboratorni teplotu. Do
tenkosténnych bezbarvych 0,5ml zkumavek bylo napipetovano 1 pl vyizolované DNA ¢i RNA
a do zkumavek pro standardy do jedné 10 pl standardu 1, do druhé 10 pl standardu 2. Do
falkonky byl pfipraven pracovni roztok podle po¢tu vzorkl vcetné 2 standardti — pro jeden
vzorek 199 ul pufru Qubit Buffer a 1 pl Qubit Reagent, smés byla dikladn¢ zvortexovana. Do
zkumavek s DNA ¢i RNA bylo napipetovano 199 ul pracovniho roztoku, do zkumavek pro

standardy 190 pl. Obsah vSech zkumavek byl zvortexovan a inkubovéan 2 min. Nésledné byla

zmeéiena koncentrace DNA pomoci Fluorimetru Quibit.

3.3 PCR

Ptistroje:
PCR box, elektronickd pipeta Finnpipette Novus, T100 Termal Cycler (vyrobce: Bio-Rad,
USA), Cycler Bio-Rad T100 (optimalizace)
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Pouzité reagencie:

AmpliTag Gold™ 360 Master Mix (kat.¢. 4398881, Applied Biosystems), 360 GC Enhancer,

injek¢éni sterilni voda, 10 ng/ul pracovni DNA, z4sobni 100 uM Primer forward a zasobni
100puM Primer reverse pro geny 7SHR (exon 10), PIK3CA (exony 10, 21), EIFIAX (exony 1,
2,5a6), EZHI (exony 16, 17)

3.3.1 Jednoduchd PCR amplifikace

Mikrozkumavky stripu byly fadné¢ oznaceny ptislusnymi ¢isly vzorkli a umistény do stojanku
na led. Jedna mikrozkumavka byla pfipravena pro negativni kontrolu. Primery byly natedény
ze zasobni koncentrace 100 uM na koncentraci 1 pM. Do 1,5ml zkumavky byl v PCR boxu

pripraven mastermix pro prislusny pocet vzorkl vcetné negativni kontroly podle tabulky 2.

Tabulka 2 - Mnozstvi reagencii pro mastermix na jednoduchou amplifikaci pro 1 vzorek

PIK3CA Findlni koncentrace Objem [ul]
H>O - 1,6
AmpliTaq Gold® 360 DNA (2x) Ix 6
Master Mix

1uM Primer forward 0,1 uM 1,2
1uM Primer reverse 0,1 uM 1,2
Celkové mnozstvi mastermixu: - 10
DNA (10ng/pl) 1,67 ng/ul 2
Celkové mnoZstvi: - 12

Mastermix byl rozpipetovan do jednotlivych mikrozkumavek pro vzorky a negativni kontrolu
elektronickou pipetou. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan pozadovany objem 10ng/ul DNA
podle tabulky 2, do mikrozkumavky pro negativni kontrolu bylo napipetovéano stejné mnozstvi
sterilni vody. Stripy byly uzavieny vickem, kratce stoCeny na centrifuze a vlozeny do
termocycleru. Byl spustén program znézornény v tabulce 3. Po ukonceni amplifikace byly

vzorky skladovany v mrazaku pfi teploté -20 °C.
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Tabulka 3 - Schéma programu termocycleru pri jednoduché PCR amplifikaci

t [°C] Cas Pocet cyklu
Aktivace 95 10 min I
polymerazy
Denaturace 95 30s
Vazba primert 57 30s 40x
Syntéza DNA 72 30s
Zéaverena syntéza 72 10 min Ix
Chlazeni 4 00

3.3.2 Optimalizace PCR reakce pro 21. exon genu PIK3CA

Pfi optimalizaci PCR rekce byla zkousena ucinnost amplifikace pti 8 riznych teplotach

nasedani primert na templat béhem cykli PCR a pfi 3 riznych koncentracich enhanceru 360

GC Enhancer. Schéma optimalizacni reakce je ukazano v tabulce 4.

Tabulka 4 - Schéma optimalizacni PCR

Teplota vazby primert [°C] Strip 1 Strip 2 Strip 3
Enhancer 0% Enhancer 2% Enhancer 5%
56,0 Vzorek Al Vzorek A2 Vzorek A3
56,9 Vzorek Bl Vzorek B2 Vzorek B3
58,3 Vzorek C1 Vzorek C2 Vzorek C3
60,6 Vzorek D1 Vzorek D2 Vzorek D3
63,3 Vzorek E1 Vzorek E2 Vzorek E3
65,6 Vzorek F1 Vzorek F2 Vzorek F3
67,1 Vzorek G1 Vzorek G2 Vzorek G3
68,0 Vzorek H1 Vzorek H2 Vzorek H3

Pro optimalizaéni reakci byly ozna€eny stripy pro 3 rtizné koncentrace enhanceru (0%, 2%,
5%) a umistény do stojanku na led. Zasobni primery byly nafedény ze zasobni koncentrace 100

UM na koncentraci 1 pM. Do 3 zkumavek byly pfipraveny mastermixy pro 3 rizné koncentrace

enhanceru podle tabulky 5.
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Tabulka 5 - Mnozstvi reagencii na mastermix pro optimalizacni PCR

0% Enhancer oncentace | vaorck | vk
H>O - 1,6 14,4
oMM 6.0 540
1uM Primer forward 0,1 uM 1,2 10,8
1uM Primer reverse 0,1 uM 1,2 10,8
360 GC Enhancer 0% 0 0
DNA (10ng/ul) 1,67 ng/pl 2,0 18,0
Celkové mnozstvi: - 12,0 108,0
H>O - 1,36 12,2
CoMamerNix | 6.0 540
1uM Primer forward 0,1 uM 1,2 10,8
1uM Primer reverse 0,1 uM 1,2 10,8
360 GC Enhancer 2% 0,24 2,2
DNA (10ng/ul) 1,67 ng/pl 2,0 18,0
Celkové mnozstvi: - 12,0 108,0
5% Enhancer koiiléiltlrlailce Objem [u] ObjeI\I/lzc[)Prllli]ﬁpro ’
H>O - 1,0 9,0
CoMaserM | 6.0 540
1uM Primer forward 0,1 uM 1,2 10,8
1uM Primer reverse 0,1 uM 1,2 10,8
360 GC Enhancer 5% 0,6 5,4
DNA (10ng/ul) 1,67 ng/ul 2,0 18,0
Celkové mnozstvi: - 12,0 108,0
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Mastermixy byly rozpipetovany do jednotlivych mikrozkumavek stripu podle schématu v
tabulce 4 a stripy byly vlozeny cycleru Bio-Rad T100, néasledné¢ byl spustén program pro
optimalizaci s gradientem teplot pro nasedani primert pro jednotlivé mikrozkumavky. Program
je znazornény v tabulce 6. Po ukonceni amplifikace byly stripy skladovany v mrazdku pti
teploté -20 °C. Optimaliza¢ni PCR byla vyhodnocena pomoci agardzové elektroforézy podle

postupu v kapitole Kontrolni agarézova elektroforéza na str. 28

Tabulka 6 - Schema PCR pro optimalizaci primerii

t [°C] Cas Pocet cykla
Aktivace 95 10 min Ix
polymerazy
Denaturace 95 30s
Vazba primert 56-68 30s 40x
Syntéza DNA 72 1 min
Zéaverecna syntéza 72 10 min Ix
Chlazeni 4 00

3.3.3 Multiplexova PCR amplifikace

Mikrozkumavky stripu byly oznaceny ptislusnymi Cisly vzork® a umistény do stojanku na led.
Byla pfipravena mikrozkumavka také pro negativni kontrolu. Do 1,5ml zkumavky byl
pripraven primermix pro dany gen podle tabulky 7, mnozstvi reagencii bylo ovlivnéno poctem

primera pro zkoumanou/¢ oblast/i genu.

Tabulka 7 - Mnozstvi reagencii pro primermix pro jednotlivé geny

TSHR Finalni koncentrace pro Objem [ul]
4 x Zasobni 100uM Primer 1,25 uM? 4% 10
forward pro exon 10

4 x Zasobni 100uM Primer 1,25 uM* 4% 10
reverse pro exon 10

H>O - 720
Celkové mnozstvi - 800

8 Pro jednotlivé primery

25



PIK3CA Finalni koncentrace Objem [ul]
Zasobni 100puM Primer g

forward pro exony 10 a 21 2,5 1M 2x 10
Zasobni 100uM Primer 2,5 uM® 2% 10
reverse pro exony 10 a 21

H>O - 360
Celkové mnozstvi - 400
EIFIAX Finalni koncentrace Objem [ul]
Zasobni 100uM Primer 8

forward pro exony 1,2,5a6 1,25uM 4x10
Zasobni 100uM Primer 1,25 pM® 4% 10
reverse pro exony 1,2,5a6

H>O - 720
Celkové mnoZstvi - 800
EZHI1 Finalni koncentrace Objem [ul]
Zasobni 100uM Primer g

forward pro exony 16a 17 2,5 1M 2x 10
Zasobni 100uM Primer 2.5 uM® 2% 10
reverse pro exony 16 a 17

H>O - 360
Celkové mnozZstvi - 400

Do 1,5ml zkumavky byl v PCR boxu pfipraven mastermix pro ptisluSny pocet vzorkii véetné

negativni kontroly podle tabulky 8.
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Tabulka 8 - Mnozstvi reagencii pro mastermix pro jednotlivé geny na multiplexovou amplifikaci

pro 1 vzorek

TSHR Finalni koncentrace Objem [ul]
H>O - 2,6
AmpliTaq Golfl@ 360 DNA Ix 6

(2x) Master Mix

Primermix 0,15 uM® 1,4
Celkové mnoistvi i 10
mastermixu:

DNA (10ng/ul) 1,67 ng/pl 2
Celkové mnoZstvi: - 12
PIK3CA Finalni koncentrace Objem [pl]
H>O - 2,6
AmpliTaq GolQ@ 360 DNA Ix 6

(2x) Master Mix

Primermix 0,29 um? 1,4
Celkové mnoistvi i 10
mastermixu:

DNA (10ng/pl) 1,67 ng/ul 2
Celkové mnoZstvi: - 12
EIFIAX Finalni koncentrace Objem [ul]
H>O - 2,8
AmpliTaq Gol§1® 360 DNA Ix 10
(2x) Master Mix

Primermix 0,20 pM?® 3,2
Celkové pmoistvi i 16
mastermixu:

DNA (10ng/pl) 2 ng/pl 4
Celkové mnozstvi: - 20
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EZHI1 Finalni koncentrace Objem [ul]
H>O - 2,1
AmpliTaq Golfi@ 360 DNA Ix 6

(2x) Master Mix

Primermix 0,40 um? 1,9
Celkové mnoistvi i 10
mastermixu:

DNA (10ng/pl) 1,67 ng/ul 2
Celkoveé mnozstvi: - 12

Mastermix byl mimo PCR box rozpipetovan do jednotlivych mikrozkumavek pro vzorky a
negativni kontrolu elektronickou pipetou. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan pozadovany
objem 10 ng/ul DNA podle tabulky 8. Do mikrozkumavky pro negativni kontrolu bylo
napipetovano stejné mnozstvi sterilni vody. Stripy byly uzavieny vickem, kratce stoeny na
centrifuze a vlozeny do termocycleru. Nésledné byl spustén program pro multiplexovou PCR,
ktery je znazornény v tabulce 9tabulce 3. Po ukonceni amplifikace byly stripy skladovany

v mrazaku pii teploté -20 °C.

Tabulka 9 - Schéma programu termocycleru pri multiplexové PCR amplifikaci

t [°C] Cas Pocet cykla
Aktivace 95 10 min Ix
polymerazy
Denaturace 95 30s
Vazba primert 57 1 min 30 s 40x
Syntéza DNA 72 1 min 30 s
Zavéretna syntéza 72 10 min Ix
Chlazeni 4 00

3.4 Kontrolni agar6zova elektroforéza

Ptistroje:

Digestof, vahy, centrifuga, magnetické michadlo, elektroforeticky zdroj, UV transiluminator,

fotoaparat
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Pouzité reagencie:

0,5X TBE pufr pH 8,45-8,55, agar6za (TopBio, CR), interkalaéni fluorescencni barvivo GelRed
(Biotium, USA), DNA marker Gene Ruler 100 bp (MBI Fermentas, Litva); nandSeci barva:
Sachar6za (Mr = 342,3; kat.¢. 194018; ICN Biomedicals, Inc.), EDTA EDTA Nax-2H>O (Mr =
372,24), bromfenolova modi (kat. ¢. B5525 Sigma-Aldrich), xylencyanolové modii (Mr =
538,6; kat. ¢. X4126, Sigma-Aldrich), deionizovana voda

3.4.1 Piiprava nanaseci barvy

Do 50ml falkonky byly odvazeny reagencie a doplnény deionizovanou vodou do 30ml podle
tabulky 10. Do falkonky bylo vlozeno magnetické michadlo a po uzavieni falkonky byl roztok

michén 2 h do uplného rozpusténi.

Tabulka 10 - mnozZstvi reagencii pro pripravu nandseci barvy

Finélni koncentrace [mg/ml] Mnozstvi reagencii
Sachardza 33 lg
EDTA Nay-2H>O 6,7 02¢g
Bromfenolova modf 0,1 cca 3 mg
Xylencyanolova modft 0,1 cca 3 mg
Deionizovana voda - Doplnit do 30 ml

3.4.2 Piiprava 1,5% agarozového gelu

Byly ptichystany elektroforetické saiiky s objemem 300 ml, umistény na vodorovnou podlozku
do digestoie a byly do nich upevnény hiebeny pro vytvoieni jamek. Do sklenéné lahve byl

odméten pufr a agardza podle tabulky 11.

Tabulka 11 - mnozstvi reagencii pro pripravu agarozového gelu

Finalni koncentrace Ptidané mnozstvi
0,5x TBE - 250 ml
agaroza 1,5 % 3,75 ¢
GelRed barvivo 0,2 %o 5ul
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Do lahve s pufrem a agar6zou bylo nasledné¢ umisténo magnetické michadlo, ldhev byla
vlozena do mikrovinky a zahtivana, dokud se agar6za Gplné nerozpustila (cca 5 min). Poté byla
lahev umisténa v digestofi na magnetické michadlo a michadlo bylo spusténo pti takové
rychlosti michani, aby nedochazelo k ¢etfeni hladiny a vzniku bublin. Za stdlého michani roztok
chladl na cca 60 °C priblizn¢ 30 min. Po vychladnuti bylo pfidano 5 pl interkalacniho barviva
GelRed a rozmichano pomoci magnetického michadla. Roztok byl nalit do pfipravenych
elektroforetickych san¢k tak, aby nedoslo ke vzniku bublin, a ponechén v digestofi po zatuhnuti

30 min.

3.4.3 Piiprava vzorka na elektroforézu

Stripy s PCR produkty byly rozmraZeny a stoCeny na centrifuze 1 min pii 1000 rpm. Do
pipetovaci 96-jamkové destiCky bylo do kazdé¢ jamky (podle poct vzorkl) napipetovano 3 pl
nanaseci barvy. Sloupce v desti¢ce byly znaceni Cisly 1-16, fadky pismeny A-H. Do jamek
s barvou byly nasledné ptidany 4 pl PCR produktii a propipetovany — do jamky Al vzorek 1
ze 1. stripu, do jamky B1 vzorek 2 z 1. stripu, ...

3.4.4 Nanaseni vzorkl na gel

Z elektroforetickych san¢k se zatuhnutym gelem byly opatrné vyjmuty hitebeny tak, aby nebyly
poskozeny jamky. Saiky byly umistény do elektroforetické vany s 0,5x TBE pufrem tak, aby
pufr sahal nad troven gelu. Saiky byly orientovany tak, aby se nanesené vzorky mohly
v elektrickém poli pohybovat ke kladn€ nabitému polu, tedy jamkami blize ke katod€. Do volné
jamky v pipetovaci desticce bylo pfipraveno potfebné mnozstvi roztoku DNA markeru podle
poctu fad jamek v gelu podle tabulky 12 tak, aby v kazdé¢ fad¢ jamek byla jedna jamka pro DNA

marker.

Tabulka 12 - Mnozstvi reagencii pro pripravu roztoku DNA markeru

Mnozstvi pro 1 jamku [pl]
Barvivo z kitu DNA markeru 0,5
DNA marker 0,5
0,5x TBE pufr 2
Celkové mnozstvi 3
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Do jamek gelu bylo naneseno 7 pul PCR produktii s barvivem a 3 pl DNA markeru podle

schématu v tabulce 13, do posledni jamky byla nanesena negativni kontrola.

Tabulka 13 - schéma pipetovani vzorkii do jamek elektroforetického gelu

NK
DNA
0 marker
g DNA
2 A3 | B3| C3|D3|E3|F3|G3|H3 A4 |B4|C4|D4 |E4|F4|G4| HE
2 marker
5 § DNA
)Gé $/A1|B1|Cl1|DI1|El|F1|Gl1|HI A2 |B2|C2|D2|E2|F2|G2|H2
N o marker

A1-H4 — oznaceni vzorkl podle oznaceni v pipetovaci desti¢ce, NK — negativni kontrola

3.4.5 Vlastni elektroforéza

Elektroforetickou vana byla uzaviena a pfipojena k elektroforetickému zdroji, na kterém bylo
nastaveno napéti 90 V a elektroforéza byla spusténa na cca 30 minut. Po uplynuti 30 min byl
vypnut zdroj a elektroforetickd vana byla odpojena. Z vany byly vyndany saiiky, gel oplachnut
a umistén na UV transilumindtor. Na transiluminatoru bylo spuSténo UV zafeni a gel
fotograficky zdokumentovan. Nésledné byla vyhodnocena piitomnost PCR produktti u vzorkt

a negativni kontroly.

3.5 Sekvenace

Ptistroje:

Centrifuga LMC-3000, Agencourt SPRIPlate 96R Super Magnet Plate (kat. ¢. A32782),
Fluorimetr Qubit 2.0, T100 Termal Cycler, TruSeq Index Plate Fixture (Illumina), Ambion
Magnetic Stand-96, Agilent 2100 Bioanalyzer, Chip Priming Station, IKA vortex mixer,
centrifuga EBA 12R

Reagencie:
Agencourt® AMPure® XP (kat. ¢. A63881, Agencourt Bioscence Corporation, Beckman

Coulter) Agencourt AMPure XP, 96% ethanol, injekéni sterilni voda, Qubit 1X dsDNA HS
Assay Kit, Nextera XT DNA Library Prep Kit, Index 1 primery (N7XX), Index 2 primery
(S5XX), High Sensitivity DNA Reagents, High Sensitivity DNA Chips, HT1 (Hybridization
Buffer), PhiX Control kit v3 (Illumina), MiSeq reagent cartridge, 10 N NaOH
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Material:

96-jamkova PCR desticky, Folie na PCR desticky, MIDI desticka

3.5.1 Poolovani PCR produktt

Do stojanku umisténém na ledu byly ptipraveny stripy podle poctu PCR produkti. Stripy s PCR
produkty byly rozmrazeny a stoeny na centrifuize LMC-3000 1 min pifi 1000 rpm.
Multikanalovou pipetou bylo pieneseno pfedem stanovené mnozstvi PCR produktti do novych
stripii. Mnozstvi bylo stanoveno empiricky na zéklad¢ ptredchozich pokusti a zahrnuje
pozadavek na pocet Cteni, velikost vySetfované oblasti genu a to, zda se jedna o vzorek dobie

¢1 hiife amplifikovatelny.

3.5.2 Purifikace PCR produkti

Bylo nafedéno potfebné mnozstvi 96% ethanolu na 70% dle poctu vzorkii — na jeden vzorek
420 ul 70% ethanolu. Roztok magnetickych ¢astic (Agencourt® AMPure® XP) byl v lahvicce
promichan. Do novych stripli bylo napipetovano 10 pl promichanych poolovanych vzorkl. Do
kazdé mikrozkumavKky stripu se vzorkem bylo piidano 20 ul roztoku magnetickych ¢astic, smés
byla zvortexovana, kratce stocena na centrifuze a inkubovéana 5 min. Stripy byly umistény na
Super Magnet a ponechany v klidu, dokud se magnetické Castice pies sténu zkumavky
nepfichytily na magnet a roztok se nevyjasnil (cca 2 min). Nasledn¢ byl odsat supernatant.
Obsah stripti byl promyt 70% ethanolem — ke kazdému vzorku bylo pfiddno 200 pl ethanolu,
po 30 s byl veskery ethanol odstranén. Celé promyti bylo zopakovano jesté jednou. Stripy byly
odstranény z magnetu a suseny cca 10 min. Do stripti se vzorky bylo poté piidano 60 pl sterilni
vody, stripy byly zvortexovany, kratce stoceny na centrifuze a inkubovany 5 min. Nasledné
byly stripy umistény na Super Magnet a ponechany v klidu, dokud se magnetické Castice pies
sténu zkumavky nepfichytily na magnet a roztok se nevyjasnil (cca 2 min). Purifikované PCR

produkty v supernatantu byly odsaty do novych stripa.

3.5.3 Mc¢éteni koncentrace a fedéni PCR produktii

Soucasti Qubit kitu byly temperovany na laboratorni teplotu (standardy, pracovni roztok) 30
min pfed méfenim. Do tenkosténnych bezbarvych 0,5ml zkumavek byl napipetovan pracovni
roztok z kitu — do zkumavek pro vzorky 195 pl, do 2 zkumavek pro standardy 190 pl. Do kazdé
zkumavky pro standardy bylo pfidano 10 pl standardu — do jedné zkumavky standard 1, do
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druhé standard 2, do zkumavek pro vzorky bylo pfidano 5 pl purifikovanych PCR produkti.
Obsah vsech zkumavek byl zvortexovan a inkubovan 2 min. Pomoci Fluorimetru Qubit byla
zmétena koncentrace DNA. Z naméfenych hodnot bylo vypocitano mnozstvi vody, kterym se
musi natedit 2,5 pl purifikovanych produktl, aby vysledna koncentrace byla 0,2 ng/ ul, podle

VZOrce:

5-cpna
Vigo = 2<2N4 _ 5
H20 0,2 D

kde Vuz0je objem vody, ktery je nutno pfidat, a cpna je zméfend koncentrace purifikovanych
PCR produktti. Do novych stripti bylo napipetovdno vypocitané mnozstvi vody a k nému bylo

pfidano 5 pl purifikovanych PCR produkti.

3.5.4 Tagmentace

ATM a TD pufr z Nextera XT DNA Library Prep Kitu byly umistény na led a rozmrazeny, poté
jemn¢ promichany a stoceny na centrifuze. NT pufr byl temperovan na laboratorni teplotu. Do
piislusného poctu jamek 96-jamkové PCR desti¢ky bylo napipetovano 10 pl TD pufru a ptidano
5 ul nafedéné DNA o koncentraci 0,2 ng/ul. Poté bylo piidano 5 pul ATM a smés promichana.
Desticka byla prelepena f6lii a sto¢ena na centrifuze 1 min pti 1000 rpm. Nésledné byla desticka
vloZena do cycleru a spustén program 5 min inkubace pti 55 °C, poté chlazeni na 10 °C. Thned
po skonceni programu byly vzorky neutralizovany ptidanim 5 pl NT pufru. Desticka byla opét
pielepena folii a stoena na centrifuze 1 min pti 1000 rpm. Nasledné byla inkubovéna 5 min pii

laboratorni teploté.

3.5.5 PCR amplifikace

Reagencie z Nextera XT DNA Library Prep Kit (NPM) a pfislu$né indexy byly rozmrazeny 20
min pred pouzitim, jemné promichany a stoceny na centrifuze. Na specidlni stojanek TruSeq
Index Plate Fixture byly pfichystany ptislusné indexy a rozpipetovany do kazdého sloupce a
fadku v PCR desti¢ce. Do vSech jamek bylo ptidano 15 pl NPM a propipetovano. Desticka byla
pielepena folii stoena na centrifuze 1 min pfi 1000 rpm, poté umisténa do cycleru a byl spustén

program podle schématu v tabulce 14.
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Tabulka 14 - schéma PCR pro vazbu indexii pred sekvenaci

t [°C] Cas Pocet cykla
72 3 min Ix
Aktivace 95 30s Ix
polymerazy
Denaturace 95 10s
Vazba indext 55 30s 12x
Syntéza DNA 72 30s
Zéaverecna syntéza 72 5 min Ix
Chlazeni 10 00

3.5.6 Purifikace knihoven

Roztok magnetickych ¢astic byl temperovan na pokojovou teplotu asi 30 min. Roztok RSB byl
rozmrazen na pokojovou teplotu. Bylo nafedéno potfebné mnozstvi 96% ethanolu na 80% dle
poctu vzorkll — na jeden vzorek 520 pl 80% ethanolu. Do MIDI desti¢ky bylo napipetovano
50 ul DNA knihoven ziskanych PCR amplifikaci. Ke kazdému vzorku bylo piidano 30 ul dobie
promichaného roztoku magnetickych castic. MIDI desticka byly pielepena folii a umisténa na
ttepacku na 2 min pii nastaveni 1800 rpm, poté inkubovana 5 min a kratce sto¢ena na centrifuze.
Poté byla desticka umisténa na magnet pro MIDI desticky a ponechana, dokud se magnetické
castice neusadily k magnetu a supernatant nebyl Ciry — cca 2 min. Supernatant byl poté
odstranén pomoci multikanalové pipety. Obsah desticky byl promyt 80% ethanolem — opatrné,
aby magnetické Castice nebyly naruseny, bylo ke kazdému vzorku ptidano 200 pl ethanolu, po
30 s byl veskery ethanol odsat a vyhozen. Celé promyti bylo zopakovano jesté jednou. Desticka
byla suSena cca 5-10 min. Ke vzorkiim bylo jiz mimo magnet ptfidano 32,5 pl promichané¢ho
RSB. MIDI desticka byla ptelepena folii a umisténa na tfepacku na 2 min pii nastaveni 1800
rpm. Poté byla desticka inkubovéana 2 min, kratce stoCena na centrifuze, umisténa na magnet
pro MIDI destic¢ky a ponechdna, dokud se magnetické ¢astice neusadily k magnetu — cca 2 min.

Z desti¢ky bylo odpipetovano 30 pl vzorkli do nové 96-jamkové PCR desticky.

3.5.7 M¢éteni koncentrace tagmentovanych PCR produktii

Pfi méteni koncentrace PCR produktii bylo postupovano stejné, jako je popsano v kapitole 0.
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3.5.8 Zjisténi délky fragmenth PCR produktt

High Sensitivity DNA reagencie byly temperovany na laboratorni teplotu 30 min pfed pouzitim.
Byl namichan Gel-Dye Mix — 15 pl zvortexovaného High Sensitivity DNA Dye Concentrate
do High Sensitivity DNA Gel Matrix, smés byla zvortexovana a kratce stocena, pfenesena do
zkumavky s kolonkou a centrifugovana na centrifuze EBA 12R 15 min pii 2240 g. Byla
ptipravena Chip Priming Station a vlozen ¢ip (High Sensitivity DNA Chip). Elektrody byly
vycistény pomoci Cisticiho ¢ipu pro DNA (Electrode Cleaner) — do ¢ipu bylo napipetovano 350
pl sterilni vody, Cip byl vloZen do Agilent 2100 Bioanalyzeru a ¢isténi probihalo cca 2 min, poté
byl ¢ip odstranén. Na ptisluSnou jamku ¢ipu bylo naneseno 9 pl Gel-Dye Mixu, Chip Priming
Station byla zaviena a pist stiikacky byl stlaten z pozice 1 ml dolti, po 60 s opatrné uvolnén
zpét do pozice 1 ml. Chip Priming Station byla oteviena a bylo naneseno 9 pl Gel-Dye Mixu
do 3 pfislusnych jamek ¢ipu. Do zbylych 12 jamek Cipu bylo naneseno 5 ul zvortexovaného
markeru. Do jamky pro ladder (Zebticek) bylo naneseno 1 pl High Sensitivity DNA Ladderu,
do zbylych jamek 1 pl z dobfe promichanych vzorki. Cip byl zvortexovan v IKA vortex mixeru
I min pifi 2400 rpm, poté vloZzen do Agilent 2100 Bioanalyzeru a pfistroj byl spustén.
Z namétenych koncentraci indexovanych knihoven a délky fragment byl vypocitan objem
jednotlivych vzorka, ktery bude ptidan do celkové knihovny podle rovnice:
_k-660- 10°
c-d '

Kde ¥V je objem indexovanych knihoven v pl, ktery bude ptfidan do celkové knihovny, & je
koeficient, ¢ je koncentrace DNA v ng/ul a d je délka fragmentt PCR produktti.

3.5.9 Poolovani knihoven a nasazeni do sekvenacni cartridge

Hybridiza¢ni pufr HT1 byl rozmraZen na ledu, sekvenaéni cartridge ve vodni ldzni 1 h pted
pouzitim. Z 10 N NaOH byl fedénim pfipraven 1 ml 0,2 N NaOH. Podle vypoctu vyse byly
jednotlivé DNA knihovny smichany do nové 1,5ml zkumavky do spole¢né knihovny. Déle byla
ptipravena PhiX knihovna — do nové 1,5ml zkumavku bylo napipetovano 2 pl 10nM PhiX
knihovny, 3 pl sterilni vody a 5 pl 0,2N NaOH. Smés byla zvortexovana, lehce stocena a
inkubovana 5 min. Poté bylo pfidano 990 ul vychlazeného HT1 do celkového objemu 1ml,
smé&s byla opét zvortexovana a lehce stocena na centrifuze. Bylo vypocitano mnoZstvi celkové

knihovny, které bude nafedéno stejnym mnozstvim 0,2 N NaOH podle vzorce:
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7,5-2590
p=-"""
c

)

kde ¥V je objem tedéné celkové knihovny v pul a ¢ koncentrace knihovny v pM. Vypocitané
objemy byly smichany, smés zvortexovana, lehce sto¢ena a inkubovana 5 min. Poté byl pridan
vychlazeny HT'1 do celkového objemu 1 ml. Vysledna celkova knihovna o koncentraci 20 pM,
byla zvortexovana a lehce stocena na centrifuze. Do nové zkumavky byla natedéna 20pM PhiX
knihovna na 12,5 pM PhiX — bylo smichano 275 pul 20pM denaturované PhiX knihovny se 165
ul vychlazeného HT1. Nésledné bylo do nové zkumavky pieneseno 970 pl 20pM celkové
knihovny a pfidano 30 pl 12,5pM PhiX. Z vysledné smési bylo 600 pl naneseno do

vyzna¢eného mista do sekvenacni cartridge a byla spusténa sekvenace.

3.6 Reverzni transkripce

Pfistroje:

Biometra Tone thermal cycler

Pouzité reagencie:

Injekeni sterilni voda, Random Primer, vzorky RNA, referencni RNA pro optimalizaci, AMV
Reverse Transcriptase 5x Reaction Buffer, 10 mM dNTPs, 40 U/ul RNasin Plus RNase
Inhibitor, 23,7 U/ul AMV Reverse Transcriptase

3.6.1 Random priming

Do stripii pro vzorky anegativni kontrolu byly napipetovany 2 pl Random Primeru o
koncentraci 500 pg/ml. Do stripit pro vzorky byl nésledné piidan takovy objem RNA, aby
ptidané mnozstvi RNA bylo 2 pg, do mikrozkumavky pro negativni kontrolu nebylo ptidano

nic. Pfidany objem byl spocitan podle vzorce:

mx1000 _ 2000

V, =
RNA c c

kde za m byla dosazena pozadovand hmotnost 2 pg, koncentrace ¢ byla zadana
v jednotkéach ng/ul a objem RNA Vrn4 vySel v pl. Do mikrozkumavek byla pfidana sterilni voda
na vysledny objem 10 pl. Objem H2O byl spocitan podle vzorce:

V2o = 10 — 2 — Vrya,
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Kde Vzna4 1 objem vody Vmzo se udavaji v ul. Stripy byly vlozeny do cycleru a spustén program

pro navéazani Random Primerti na RNA — inkubace pii 70 °C po dobu 5 min. Nasledné byly

stripy chlazeny na ledu po dobu 2 min.

3.6.2 Syntéza cDNA

Pro piislusny pocet vzorkl (+ negativni kontrola) byl pfipraven mastermix podle tabulky 15.

Tabulka 15 - Mnozstvi reaktantii pro mastermix na syntézu cDNA pro 1 vzorek

Finalni koncentrace Objem [p]
H20 - 5,23
AMYV Reverse Transcriptase 1x 5
5x Reaction Buffer
10 mM dNTPs 1 mM 2,5
40 U/ ul RNasin Plus RNase 40U 1
Inhibitor
23,7 U/!,Ll AMYV Reverse 30U 127
Transcriptase
Celkové mnozstvi i 15
mastermixu:
Random priming mix: - 10
Celkové mnoZstvi: - 25

Do kazdé mikrozkumavky stripu s RNA a s negativni kontrolou bylo napipetovano 15 pl

mastermixu a promichéno. Stripy byly vlozeny do cycleru a byl spustén program pro syntézu

cDNA: 10 min pfi 25 °C, 60 min pii 37 °C, 5 min pti 80 °C, zchlazeni na 4 °C.

3.7 Real-time PCR

Postup real-time PCR zahrnuje navrh primert a hydrolyzacni sondy, kontrolni real-time PCR

pro ovéfeni uspésnosti reverzni transkripce a vlastni real-time PCR.

3.7.1 Kontrolni real-time PCR pro ovéfeni GspéSnosti reverzni transkripce

Ptistroje:
Light Cycler Roche 480
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Reagencie:
Injekéni sterilni voda, TagMan Fast Advanced Master Mix 2x, primery pro ACTB: 10 uM
Primer Forward, 10 uM Primer Reverse, 10 pM Tagman Probe, cDNA

Postup:
Ziskana cDNA byla 5x natfedéna. Do 1,5ml zkumavky byl pfipraven mastermix pro ptislusny
pocet vzorkli véetn¢ negativni kontroly zreverzni transkripce a negativni kontroly pro

mastermix podle tabulky 16 a smé&s byla promichdna na vortexu.

Tabulka 16 - Mnozstvi reagencii pro mastermix na kontrolni real-time PCR pro I vzorek

Finalni koncentrace Objem [pl]
H>O - 2,35
10 uM Primer Forward 0,25 uM 0,25
10 uM Primer Reverse 0,25 uM 0,25
10 uM Tagman Probe 0,15 uM 0,15
cDNA (5x fedénd) - 2,00
Celkové mnoZstvi - 10,00

Mastermix byl rozpipetovan do jamek 96-jamkové PCR desticky pro real-time PCR po 8 pl.
Do kazdé¢ jamky byly ptidany 2 ul nafedéné cDNA a propipetovany, do jamky pro negativni
kontrolu byly pfidany 2 ul vody. PCR desticka byla vloZena do cycleru a byl spustén program
real-time PCR znazornény v tabulce 17. Po ukonceni real-time PCR byla uspeésnost reverzni

transkripce vyhodnocena daty vygenerovanymi pfistrojem.

Tabulka 17 - schéma programu real-time PCR

t[°C] Cas Pocet cykla
Denaturace 95 20's Ix
Denaturace 95 3s
Vazba primert a 40x
sondy a syntéza 60 30s
DNA
Chlazeni 37 0
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3.7.2 Navrzeni primerti

Pti navrhovani primeri byl bran do ivahy mechanismus metody zndzornény na obrazku 2.

Obrazek 2 — schéma real-time PCR pro zjisteni THADA fuznich gent

THADA
1--_55 3’
' NERNNEN
35
2 i > —
0T L
S T
3. 59 33

1. — fuzni gen THADA/IGF2BP3; 2. — produkt po prvnim cyklu; 3. — kone¢ny produkt
s uvolnénym fluoroforem

reverse primer fluorofor
forward primer @ hases
hydrolyza¢ni sonda — smér elongace

Pro zjisténi THADA fuznich geni metodou real-time PCR byly navrZzeny forward primery pro
exony 25, 26,27,28,29,30,31,34a36 THADA genu, reverse primer pro exon 4 genu /GF2BP3
a hydrolyzacni sonda zasahujici do exont 3 a 4 /IGF2BP3. Ve bylo navrzeno pomoci programu

Primer3Plus’ (Untergasser et al., 2012) a byly pfi tom zohlednény tyto parametry:

- Forward primer musi byt komplementarni k 3’ oblasti genu THADA, hydrolyzac¢ni sonda
a reverse primer k 5’ oblasti genu /GF2BP3, pficemz hydrolyza¢ni sonda musi leZet

mezi obéma primery (obrazek 2).

- Délka primerti by méla dosahovat délky 18-22 b, délka hydrolyzaéni sondy délky 18-30
b.

- Procentualni zastoupeni GC parti v dimeru templat-primer/ hydrolyza¢ni sonda by mélo

byt v rozsahu 30-80 %.

® https://www.primer3plus.com/index.html
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- Teplota nasedani forward a reverse primert na templat by se navzdjem neméla lisit o

vice nez 1 °C.

- Teplota nasedani hydrolyzacni sondy na templat by méla byt o 8-10 °C vyssi nez teplota
nasedani primert.
- Vzdalenost mezi hydrolyza¢ni sondou a primery by méla byt min. 5 b.

Navrzené primery a sonda byly objednany od firmy Generi Biotech.

3.7.3 Real-time PCR

Ptistroje:
Light Cycler Roche 480

Reagencie:
Injekeni sterilni voda, TagMan Fast Advanced Master Mix 2x, primery pro THADA a IGF2BP3:
9 x 10 uM Primer Forward, 10 uM Primer Reverse, 10 uM Tagman Probe, cDNA

Postup:

Do nové 1,5ml zkumavky byl pfipraven primermix — od kazdého primeru 20 pl. Do 1,5ml
zkumavky byl pfipraven mastermix pro piislusny pocet vzorkl vcetné 3 pozitivnich a negativni

kontroly podle tabulky 18, smés byla promichana na vortexu.

Tabulka 18 - Mnozstvi reagencii pro mastermix na real-time PCR pro 1 vzorek

Finalni koncentrace Objem [pl]

H20 - 0,35
TagMan East Advanced Ix 5,00
Master Mix 2x

Primer mix 0,2510 uM 2,50

10 uM Tagman Probe 0,15 uM 0,15
cDNA (5x fedéna) - 2,00
Celkové mnozstvi 10,00

Mastermix byl rozpipetovan do jamek PCR desti¢ky pro real-time PCR — 8 ul do kazdé jamky.
Do kazdé jamky pro vzorky a pozitivni kontroly byly pfidany 2 ul nafedéné cDNA a

19 Pro jednotlivé primery
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propipetovany, do jamky pro negativni kontrolu byly pfidany 2 pl vody. PCR desticka byla
vlozena do cycleru a byl spustén program real-time PCR znazornény v Mastermix byl
rozpipetovan do jamek 96-jamkové PCR desticky pro real-time PCR po 8 ul. Do kazdé jamky
byly pfidany 2 pl nafedéné cDNA a propipetovany, do jamky pro negativni kontrolu byly
pridany 2 pl vody. PCR desticka byla vlozena do cycleru a byl spustén program real-time PCR
znazornény v tabulce 17. Po ukonceni real-time PCR byla pfitomnost faznich gent

THADA/IGF2BP3 vyhodnocena pomoci dat vygenerovanych pftistrojem.

3.8 Vyhodnoceni dat

Sekvenaéni data byla vyhodnocena pomoci programu IGV (Integrative Genomics Viewer)'!
(Thorvaldsdottir, Robinson and Mesirov, 2013) s referenénim genomem hg19. Pro kazdy exon
byla stanovena referen¢ni soutadnice, na které se u kazdého vzorku kontroloval pocet ¢teni
(Total count), aby bylo ovéteno, Ze sekvenace probehla UspéSné a data maji vypovidajici
hodnotu. Sledovany byly nukleotidy liSici se od referenéniho genomu ve vice nez 2 % cteni.
Tato mista byla porovnana také s ostatnimi vzorky v dané sérii a s piihlédnutim ke kvalité
sekvenacnich dat a poCtem c¢teni na referencni soutfadnici bylo posouzeno, zda se skutecn¢ jedna
0 mutaci nebo jen pfirozenou variabilitu, pfipadné nedostatecnou kvalitu dat. Pro kazdou sérii

byl kontrolovan pocet ¢teni na referencnich soufadnicich také pro negativni kontrolu.

Pro zjisténi charakteristik a vyznamu detekovanych variant byla pouzita platforma Varsome'?

(Kopanos et al., 2019)

1 https://igv.org/

12 https://varsome.com/
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace PCR

Optimaliza¢ni PCR byla provedena pro 21. exon genu P/IK3CA, vyhodnoceni prob&hlo dle

v

nasledné elektroforézy PCR produktil znazornéné na obrazku 3. Cim vyrazngjsi je pruh v gelu,
primerd, pfi teplotach 67,1 a 68,0 °C nedoslo k amplifikaci viibec pti zadné z testovanych
koncentracich enhanceru. Pfi vySSich teplotach byla UspéSnost ovlivnéna koncentraci
enhanceru. Uspé&snost PCR reakce byla pfi teplotach 56,0-60,6 °C srovnatelna pro viechny
vzorky se vSemi testovanymi koncentracemi enhanceru. Pro dosaZzeni optimalniho vysledku
tedy lze pro 21. exon PIK3CA pouzivat program PCR s teplotou vazby primera 57 °C bez
pfidani enhanceru. Optimalni PCR 21. exonu PIK3CA ma stejné parametry jako jsou pouzity
pro PCR 10. exonu PIK3CA, je tedy mozné pii pouziti t€chto parametrti provadét amplifikaci
obou exontl pomoci jedné multiplexové reakce.

Obrazek 3 - optimalizace PCR pro 21. exon PIK3CA pri rozdilnych teplotdach vazby primerit a
koncentrace enhanceru

e e P e e

enhancer 5%

P e e e

v

smer
elektroforézy

enhancer 0% enhancer 2%

te[lgg]ta 56,0 56,9 58,3 60,6 63,3 65,6 67,1 68,0 56,0 56,9 58,3 60,6 63,3 65,6 67,1 68,0

M - DNA marker

4.2 PCR a kontrolni gelova elektroforéza

Kontrolni gelova elektroforéza byla provedena pro PCR produkty vSech amplifikovanych
vzorkll v sériich po 48 véetné negativni kontroly. PCR byla povazovana za ispé$nou, pokud se
pro dany vzorek pfi elektroforéze v gelu prokazal vyrazny pruh v pfiblizné délce 400-500 bp a
zarovei nebyl pozorovany zadny pruh pro negativni kontrolu dané série. Uspésna PCR byla
elektroforézou prokdzana pro 279/279 vzorkt TSHR, 271/272 vzorkii 10. exonu PIK3CA,
227/230 vzorkl 21. exonu PIK3CA, 276/276 vzorkd EIFIAX a 279/279 vzorka EZHI. Fotky

kontrolnich elektroforéz vzdy jedné série pro kazdy gen jsou na obrazcich 4-7.
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Obrazek 4 - kontrolni gelova elektroforéza genu TSHR
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Obrazek 5 - kontrolni gelova elektroforéza genu PIK3CA
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Obrazek 6 - kontrolni gelova elektroforéza genu EIFIAX
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Obrazek 7 - kontrolni gelova elektroforéza genu EZH1
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4.3 Sekvenace

Uspé&snost sekvenace byla hodnocena poétem &teni DNA v referenéni soufadnici zvIast’ pro
kazdy exon. Hranice pro uspéSnou sekvenaci byla stanovena na 500 ¢teni v misté referencni
soufadnice. Osekvenovano bylo celkem 279 vzorkli pro gen TSHR, 272 vzorki 10. exonu
PIK3CA, 230 vzorkt 21. exonu PIK3CA, 276 vzork pro sledované exony genu EIF 14X a 279
vzorkl pro exony genu EZH 1. Z celkového poctu byl vytazen 1 vzorek pro 10. exonu PIK3CA
a 3 vzorky pro 21. exonu PIK3CA pro nizky pocet ¢teni v referencni souradnici. Pocty ispésné
osekvenovanych vzorkli pro jednotlivé geny rozdélené podle typu nadort jsou uvedeny

v tabulce 19.
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Tabulka 19 - pocty uspésné osekvenovanych vzorku pro jednotlivé geny podle typu nadori

rspr | PIK3CA | PIK3CA | oo | EZHI
exon 10 | exon 21
CLT 10 4 1 9 7
Zmény ve §titné zlaze oA
Zmeény ve §titné zZlaze 14 4 1 15 11
celkem
FND 44 21 8 44 44
Benigni FTA 13 6 5 13 15
OA 4 2 1 9 8
Benigni celkem 61 29 14 66 67
NIFTP 4 13 5 5 7
Nizkorizikové T-UMP 9 18 6 10 9
HTT 2 - - 2 2
Nizkorizikové celkem 15 31 11 17 18
PTC 158 168 163 145 140
FTC 9 6 5 9 9
Maligni OCA 10 7 7 10 14
PDTC - 8 8 1 1
ATC 3 14 14 2 6
MTC 9 4 4 11 13
Maligni celkem 189 207 201 178 183
osek\})ect)l(i)e\f'afrlsjll)(:él?ifézorkﬁ 279 271 227 276 27

ATC — anaplasticky karcinom, CLT — chronicka lymfocytarni tyreoitida, FND — folikulédrni nod6zni
onemocnéni §titné zlazy, FTA — folikularni adenom, FTC — folikuldrni karcinom, HTT — hyalinizujici
trabekularni tumor, MTC — medulérni karcinom, NIFTP — neinvazivni folikularni tumor s papilarnimi
jadernymi znaky, OA — onkocytarni adenom, OCA — onkocytarni karcinom, PDTC — nizce
diferencovany karcinom, PTC — papildrni karcinom, T-UMP — tumor nejistého maligniho potencialu

4.4 Vyhodnoceni detekovanych mutaci

4.4.1 TSHR

V 10. exonu genu TSHR byla nalezena mutace celkem v 21 vzorcich (7,5 %), pficemz v jednom
vzorku byly nalezeny 2 rizné mutace. Bylo nalezeno 6 rtiznych mutaci. Synonymni mutace
A459A ve 12 vzorcich samostatné a v 1 vzorku spole¢né s mutaci F631L, mutace M453T byla
nalezena ve 3 vzorcich, mutace D633Y a L669L kazda ve 2 vzorcich a mutace D619G v 1
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vzorku. Cetnost jednotlivych mutaci podle typt nadorti a maligniho potencialu je uvedena

v tabulce 20.

Tabulka 20 - rozdeéleni nalezenych mutaci v genu TSHR podle typu nadoru a maligniho

potencialu
Maligni Zastoupeni 5
Mutace potencial Typ nadoru mutované Pohlavi Vek
nadoru alely
A459A + y A459A 53 % - 79
F631L benigni FTA F631L 24 % z
benigni FTA 61 % M 43
T-UMP 49 % 7z 60
nizkorizikové ™
NIFTP 49 % 7z 33
48 % 7z 52
49 % 7z 56
49 % 7z 31
A459A -
PTC 49 % 7z 70
maligni 51 % 7 38
51 % 7z 63
53 % 7z 19
ATC 32 % M 33
MTC 51 % 7z 42
_ FTA 26 % Z 15
benigni
M453T FND 32 % M 54
maligni FTC 44 % Z 28
PTC 46 % M 21
L669L maligni -
MTC 46 % 4 69
_ FND 9 % Z 14
D633Y benigni ~
FND 30 % 4 15
D619G benigni FND 41 % M 63

ATC — anaplasticky karcinom, FND — folikularni nodézni onemocnéni §titné zlazy, FTA — folikularni
adenom, FTC — folikularni karcinom, MTC — medularni karcinom, NIFTP — neinvazivni folikularni
tumor s papilarnimi jadernymi znaky, PTC — papilarni karcinom, T-UMP — tumor nejist¢ho maligniho
potencialu, 7 — 7ena, M — muz

4.4.2 PIK3CA

Ve vzorcich pro gen PIK3CA bylo nalezeno celkem 9 mutaci, v 10. exonu 4 (1,5 %) a 5 v exonu

21 (2,2 %). Z celkového poctu byly rozliSeny 3 riizné mutace — E542K v exonu 10, v exonu 21
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H1047R a T1025T. Pocty jednotlivych mutaci rozdélenych podle maligniho potencialu a typu

nadoru jsou uvedeny v tabulce 21.

Tabulka 21 - rozdéleni nalezenych mutaci v genu PIK3CA podle typu ndadoru a maligniho
potencialu

Maligni Zastoupeni 5
Mutace potencial Typ nadoru mutované Pohlavi Vek
nadoru alely
8 % 7 60
PTC 19 % M 61
E542K ex. 10 maligni »
25 % 7 70
ATC 8 % 7 31
PTC 25 % 7 31
H1047R ex. 21 |  maligni ATC 40 % 7 66
PDTC 88 % 7z 76
45 % M 47
T1025T ex. 21 maligni PTC .
49 % 7 31

ATC — anaplasticky karcinom, PDTC — nizce diferencovany karcinom, PTC — papilarni karcinom, Z —
zena, M — muz

4.43 EIFIAX

V genu EIFIAX byly pozorovany mutace v 7 vzorcich (2,5 %). Upstream od 1. exonu byla
nalezena mutace c.-4C>T u 3 vzork(, v exonu 2 mutace G8E v 1 vzorku, v exonu 5 synonymni
mutace D98D také v jednom vzorku a v 6. exonu 2 rozdilné A113 splice mutace. Pocty
zatopeni jednotlivych mutaci jsou uvedeny v tabulce 22.
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Tabulka 22 - rozdéleni nalezenych mutaci v genu EIF1AX podle typu nadoru a maligniho
potencialu

Mutace Maligni Typ nddoru | Zastoupeni Pohlavi Vék
potencial mutované
nadoru alely
0 7 21
c.-4C>T PTC 3% %
exon 1 maligni 51% Z 18
FTC 43 % Z 37
c.338-1G>T )
(A113_splice) benigni OA 36 % 7 64
exon 6
c.338-2A>T
splice maligni 0 %
Al113_spli ligni PTC 37 % Z 70
exon 6
g{iiDS maligni PTC 38 % 7 50
efffz benigni FND 16 % Z 57

FND - folikularni noddzni onemocnéni §titné zlazy, FTC — folikularni karcinom, OA — onkocytarni
adenom, PTC — papilarni karcinom, Z — Zena

4.44 EZHI

V genu EZH1 byla nalezena pouze mutace Q571R ve 2 vzorcich (0,7 %), u obou vzork §lo o

benigni uzly pacienta muzského pohlavi (tabulka 23).

Tabulka 23 - rozdéleni nalezenych mutaci v genu EZHI podle typu nadoru a maligniho
potencialu

Maligni Zastoupeni 5

Mutace potencial Typ nadoru mutované Pohlavi Vek
nadoru alely

Q571R . OA 35% M >
benigni

exon 16 FND 37 % M 63

FND - folikularni nod6zni onemocnéni §titné zlazy, OA — onkocytarni adenom M — muz

4.5 Navrh primert a hydrolyza¢ni sondy pro THADA fGzni geny

Sekvence navrzenych primeri a hydrolyzacni sondy jsou uvedeny v tabulce 24. Funk¢énost
navrzenych primert se potvrdila pfi real-time PCR tim, Ze pro pozitivni kontroly vznikl

fluorescenéni signdl a zaroven pro negativni kontrolu signal pfitomny nebyl.
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Tabulka 24 - Sekvence navrzenych primerit a hydrolyzacni sondy

exon Sekvence oligonukleotidu
Forward primer THADA 25 TTTTACATCACCGGTCTGG
Forward primer THADA 26 GGACCTTTTGTTCCCTTCA
Forward primer THADA 27 CAGTGTTTCCGGCAAAAC
Forward primer THADA 28 TTGTACCAAAGCCAAACTCT
Forward primer THADA 29 AGATCTGCAAAGGACAACC
Forward primer THADA 30 AAATCACCCAGAATGCTTCT
Forward primer THADA 31 GGAGTTCTTGATCTGGACG
Forward primer THADA 34 ACTGCCATGTCACAAGAAA
Forward primer THADA 36 GGCAGTTAACTCTTCCAAGA
Reverse primer IGF2BP3 4 CCACTCCATACTGGACTAGT
Hydrolyza¢ni sonda IGF2BP3 3+4 CCCGCCTCATTTACAGTGGGAGGTGC

4.6 Kontrolni real-time PCR

Uspésnost reverzni transkripce byla ovéfena kontrolni real-time PCR s pouZitim primeri a
sondy pro gen ACTB (forward primer pro 3. exon, reverse primer pro 4. exon). Jedna se o gen
kodujici B-aktin, tzv. housekeeping protein, takze by sekvence ACTB méla byt piitomna
v kazdém vzorku po UspéSné reverzni transkripci. Pro vyhodnoceni byla pouzita metoda
absolutni kvantifikace fluorescen¢niho signalu. Hodnoty Cp (cyklus prahu) byly urceny z
maxima 2. derivace amplifikacni kiivky. Jako hrani¢ni hodnota uspésné amplifikace byl urcen
Cp = 35 (z celkového poctu cykli 40). Kontrolni real-time PCR byla ovéfena uspésna reverzni
transkripce pro 133 vzorkii s hodnotami Cp do 35; u 3 vzorki nedoSlo ke vzniku
fluorescen¢niho signalu, byly proto zanalyzy vytfazeny. Amplifika¢ni kiivka kontrolni
real-time PCR pro jednu sérii vzorkl véetné 3 pozitivnich kontrol pro THADA fhzni geny a 1

negativni kontroly je zobrazena na obrazku 8.
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Obrazek 8 - Amplifikacni kiivka kontrolni real-time PCR pro ACTB
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4.7 Real-time PCR

Metoda real-time PCR byla provedena pro 133 tspéSné naamplifikovanych vzorkd nadort
s benigni histologii a navic pro 41 vzorki malignich a nizkorizikovych nadort amplifikovanych

jiz dtive pracovniky Endokrinologického tustavu. Jako pozitivni kontroly pro real-time PCR

provadénych v Endokrinologického ustavu pomoci FusionPlex Comprehensive Thyroid and
Lung Kitu (Invitac). U cDNA pozitivnich kontrol spolecné s vySetfovanymi vzorky byla
provedena real-time PCR. Pro vyhodnoceni byla stejn¢ jako pro kontrolni real-time PCR
pouzita metoda absolutni kvantifikace fluorescencniho signélu, s Cp hodnotami urCenymi
pomoci maxima 2. derivace amplifikacni kfivky. Hrani¢ni hodnotou byl stanoven Cp = 35 (z
celkového poctu cykli 40). Amplifikacni kiivka jedné série real-time PCR je zobrazena na

obrazku 9.
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Obrazek 9 - Amplifikacni kiivka real-time PCR pro THADA/IGF2BP3 fuzni gen
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Fuazni gen byl detekovan u 3 vzorki z celkového poctu 174 (1,7 %), z toho jednou v benignim
nadoru FND a 2x v nizkorizikovém NIFTP. VSichni pacienti s detekovanou fuzi byly zeny

(tabulka 25).

Tabulka 25 - Rozdeleni detekovanych THADA/IGF2BP3 podle maligniho potencialu a typu
nadoru vzorku

Maligni potencial Typ nadoru Pohlavi Vek
nadoru
benigni FND Z 59
7 28
nizkorizikové NIFTP —
7 50

FND - folikularni nod6zni onemocnéni S§titné Zzlazy, NIFTP — neinvazivni folikularni tumor
s papilarnimi jadernymi znaky, Z — Zena
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5 Diskuze

Amplifikace Gsekit DNA probéhla u vétSiny vzorkl Gspésné, coz bylo prokazano kontrolni PCR
a poctem cteni nad 500 na referencni soutadnici pii sekvenaci. Vyjimkou byly 3 vzorky u genu
PIK3CA (1 pro exon 10 a 3 pro exon 21). Divodem je pravdépodobné pouziti velmi starych
vyizolovanych DNA, které jiz postradaly potiebnou kvalitu.

Reverzni transkripce byla uspésna pro 133/136 vzorkd, u 3 vzorkt k prepisu na cDNA nedoslo.

Mohlo to byt zptisobeno pouzitim starych vzorkti RNA, které jiz nemély dostatecnou kvalitu.

Faze THADA/IGF2BP3 byly jiz dtive pozorovany mezi exony 28, 29, 30, 31, 35 a 36 THADA
genu a 2. €1 3. exonem genu /GF2BP3 (Panebianco et al., 2017, Liang et al., 2018). V této praci
byly navrZeny primery pro zachyceni co nejvysSiho spektra THADA fuzi, byly proto pouZzity
forward primery pro exony 25, 26, 27, 28, 29, 30, 34 a 36 genu THADA a reverse primer pro
exon 3 IGF2BP3, ktery by mél zachytit fuze s 2. 1 3. exonem. Komeréné dostupny FusionPlex
Comprehensive Thyroid and Lung pouZziva THADA exony 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 36, 37.

TSHR

Mutace v genu TSHR byly v této préaci nalezeny v benignich (7/21, 33 %), nizkorizikovych
(2/21, 10 %) 1 v malignich (12/21, 57 %) novotvarech. Bylo nalezeno spektrum 7 mutact,
pfiCemz nejcastéj$i mutaci byla A459A (13/22, 59 %) a po ni M453T (3/22, 14 %). Soucasné
poznatky ukazuji, ze existuje velké spektrum riznych mutaci 7SHR (Andrianus et al., 2023),
ale jejich konkrétni vyznam v tumorigenezi zatim nebyl zcela objasnén. Podle Varsome maji
mutace A459A a L669L pravdépodobné benigni charakter, mutace F631L a D633Y spise
patogenni a mutace M453T a D619G patogenni charakter (Kopanos et al., 2019). Landa et al.
(2016) zkoumali vyskyt mutaci v malignich nddorech a nalezli 7SHR mutace v 2 % (2/84)
PDTC v a 6 % (2/33) ATC. V jejich studii se mutace 7SHR vétSinou vyskytovali spole¢né
s dal$imi vyznamnymi mutacemi. Pozorovali kombinace 7SHR-NRAS-EIFIAX-TP53,
TSHR-TERT a TSHR-BRAF-TERT, tyto kombinace jsou pravdépodobné spojeny
s agresivnéjSim charakterem. Mutace 7SHR byly kromé toho pozorovany u hyperfunk¢nich a
toxickych uzli a mély zastoupeni také v détské populaci, s velkou pfevahou pro benigni uzly

(Eszlinger et al., 2014, Fiihrer et al., 1997).

Andrianus et al. (2023) ve své studii vySetfovali vzorky ptedoperacnich biopsii tenkou jehlou
s nejasnou cytologii (Bethesda III a IV). Zaznamenali vyskyt mutaci 7SHR s frekvenci 1,6 %,

pfi¢emz nejcastéjsi mutace byla M453T. Vzhledem k rozsahlému souboru 4074 vzorki a

52



velkému spektru zjisténych mutaci je zajimavé, ze nejcastéji detekovanou mutaci v této praci
(A459A) Andrianus et al. (2023) vibec nepozorovali. Mutace T7SHR v ptedoperacnich vzorcich
pozorovali také Mon et al. (2018) s frekvenci 4,5 % a taktéz mutaci A459A nezaznamenali. Pro
vySetfeni tohoto rozdilu by bylo zapotiebi dalsiho vyzkumu na predoperac¢nich vzorcich i
nadorovych tkénich. Poznatky tykajici se mutaci 7SHR jsou v soucasné dobé pomérné
omezené a pro lepsi pochopeni molekularnich souvislosti a klinického vyznamu mutaci je

zapotiebi dalSiho vyzkumu.

PIK3CA

Vsechny mutace nalezené v genu PIK3CA byly pfitomné jen u nadorti s maligni histologii, a to
v PTC, ATC a PDTC. Vysledky této prace jsou v souladu s dal§imi studiemi, kde jsou mutace
v genu PIK3CA pozorovany také u malignich nadortt a jsou spojeny s agresivnéjSimi
charakteristikami a hor$i prognodzou, €asto v pfitomnosti R4S mutaci (Landa et al., 2016,
Pozdeyev et al., 2018, Garcia-Rostan et al., 2005). Pozdeyev et al. (2018) sledovali rozdil ve
vyskytu PIK3CA mutaci mezi diferencovanymi karcinomy (PTC, FTC, OCA) a ATC. Mezi
diferencovanymi karcinomy nasli mutaci pouze v 0,9 % ptipadech, zatimco mezi ATC v
7,1 % ptipadi. Podobné také Garcia-Rostan ef al. (2005) nalezli mutaci v PIK3CA u 23 % ATC
ale jen u necelych 4% dobfe diferencovanych folikularnich karcinomii. Také Varsome
charakterizuje mutace E542K a H1047R jako siln¢ patogenni, jediné mutaci T1025T jako
benigni (Kopanos et al., 2019).

Mutace E542K byla v této préci nejcastéjsi mutaci (1,5 %), podobné jako v dalSich studiich
(Garcia-Rostan et al., 2005, Landa et al, 2016). V nadorech se vyskytovala s nizkym
zastoupenim mutované alely (do 25 %), coZz poukazuje na pravdépodobny silny projev
mutované¢ho proteinu. Mutace E542 byla pozorovana v relativné vysokém zastoupeni ve
skupiné ATC (7 % sledovanych ATC). Vysokou frekvenci této mutace mezi ATC pozorovali
také Landa et al. (2016). Poznatky z jejich studie se s vysledky této prace shoduji také pro
vyskyt druhé nejcastéjsi mutace v této praci — H1047R, ktera byla zachycena u 1,3 % vSech
ptipada (3/227), s ptevahou v hiife diferencovanych karcinomech. Landa et al. (2016), ji navic
zachytili soucasné¢ s NRAS a TERT mutaci. Tato pozorovani potvrzuji patogenni charakter
mutace. Mutace T1025T je mutace s velmi vzdcnym vyskytem a jeji vyznam u nadort Stitné
zlazy zatim nebyl podrobné&ji poznan. Jeji charakteristika vyzaduje dal§i vyzkum. Pfitomnost
mutaci PIK3CA v nadorech §titné Zlazy je v soucasné dobé malo prozkoumané téma a je jen
malo studii, které by zkoumali vyskyt mutaci PIK3CA také v benignich uzlech, coz miiZze byt

zpiisobeno jejich malym vyskytem v téchto typech nadort.
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EIF1AX

V nedavné studii na 621 nadorech s nejasnou cytologii byly pozorované mutace EIFIAX v 5 %
vySetfovanych nadord. Z téchto mutaci bylo 38,7 % u malignich nadorti a 55 % u benignich.
(Elsherbini et al., 2022). Bandargal et al. (2022) také pozorovali mutace E/F'/AX u benignich i
malignich nadord. Nalezli mutace v EIFIAX v 5,5 % vySetfovanych nadort ve studii na 764
nadori §titné zl1azy. Z toho se u 38 % jednalo o benigni nadory, 14 % nizkorizikové a 48 %
maligni. Obé studie poukazuji na nejasny patogenni charakter mutaci E/F/AX. Pravdépodobné
maji mutace vEtsi diagnosticky potencidl v kontextu s dal§$imi mutacemi, predevSim
v kombinaci s mutacemi RAS, v takovych ptipadech byly EIF 14X mutace spojeny s malignitou
az v 86% pripadu (Bandargal et al., 2022, Elsherbini et al., 2022, Krishnamoorthy et al., 2019).
V této praci byly mutace v EIFIAX detekovany s menSim vyskytem — jen u 2,54 %
analyzovanych nadort. Miize to byt zptisobeno tim, Ze se tato prace zamétovala spiSe na benigni
novotvary a jejich podil v celkovém souboru vzorki byl vétsi. Mutace byly nalezeny
v malignich (86 %) 1 benignich (14 %) nadorech, s pfevahou malignich. Tento rozdil miZe byt

zpusoben celkové mensim souborem a nizkym zachytem mutaci.

V této praci byla nejcastéjsi mutaci v EIF'1AX mutace c.-4C>T (3/7, 42,8%). Jedna se o mutaci
v nukleotidu 4b upstream pied 1. aminokyselinou proteinu, tedy v oblasti Kozakové sekvence
— konzervovana sekvence dulezitd pro iniciaci translace (sekvence uvedend v tabulce 26).
mutace se nachazi vedle jedné z téchto dilezitych pozic. Tato mutace zatim nebyla podrobné
popsana a jeji role v karcinogenezi neni objasnéna. Zména v Kozakové sekvence, navic vedle
jednoho ze zasadnich nukleotidl, by mohla vést k nizs§i mite translace proteinu EIF1A, nebo k
castéjSimu vyuziti ptipadného alternativniho AUG startovaciho kodonu, coz by vedlo k nizsi
koncentraci funk¢niho EIF1A v bunce. To by mohlo omezit celkovou proteosyntézu. Pro blizsi
pochopeni role této mutace v karcinogenezi by bylo potieba provést analyzu vznikajicich
mRNA a mutantnich proteini. Mutace c¢.-4C>T byla pozorovéna také ve studii Kiisters-
Vandevelde et al. (2016) u leptomeningealniho melanocytarniho nadoru. Podle Varsome jde o

benigni mutaci (Kopanos et al., 2019).

Tabulka 26 - Kozakové sekvence v genu EIF1AX

Pozice nukleotidu 4 | -3 1 2 3 4
Kozakové Sekvence G C C |AIG| C C A T G G
EIFIAX Alc|lc|G|c|lc|lAa]T |G| C
EIFIAX c.-4C>T Alcl@le|clclalrt]|ac]|C
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Nejcastéjsi popsanou mutaci v genu EIFIAX byva Al13 splice site mutace a je spojena
s nejveétsim malignim potencidlem (Bandargal et al., 2022, Elsherbini et al., 2022), coz je ve
shod¢ s Varsome (Kopanos ef al., 2019). Jedna se o mutace v sestiihovém misté, ktera vede ke
vzniku alternativné sestfizeného, kratsiho proteinu, spojeného s karcinogenezi indukci
proteosyntézy (mechanismus popsany v kapitole 1.4.3.) (Krishnamoorthy et al., 2019). V této
praci se jednalo o 2. nejcastejs$i mutaci (2/7, 29%) zastoupenou dvéma variantami: ¢.338-1G>T,
c.338-2A>T. V jednom piipad¢ Slo o mutaci v benignim OA, v druhém piipad¢ v malignim
PTC. Podle téchto vysledkl nelze potvrdit maligni potencial této mutace, pro pfesnéjsi analyzu

by bylo potieba vysettit vétsi soubor nadort.

Ve studiich byly z dalSich mutaci EIF/AX pozorovany prevazné mutace na N konci proteinu
jako G8E, G9R, G9V, G15D, R13H (Bandargal et al., 2022, Krishnamoorthy et al., 2019).
Z téchto mutaci v této praci byla pozorovana pouze mutace G8E. Mutace ma podle Varsome
nejasné riziko patogeneze. Mutace v N oblasti proteinu maji podobny efekt jako A113_splice —

zvySeni celkové proteosyntézy, zejména ATF4 (Krishnamoorthy ef al., 2019).

Posledni nalezenou mutaci v této praci je synonymni D98D, jedna se o vzadcnou mutaci s malym

vyskytem, podle Varsome se jedna o benigni mutaci (Kopanos et al., 2019).

EZH1

U genu EZH1 byly v této praci nalezeny pouze 2 mutace z celkového poctu nadort 279, coz
odpovida 0,7 %. Ob¢ tyto mutace byly nalezeny v benignich uzlech, coz je v souladu s dalSimi
studiemi. Jedna mutace byla nalezena v OA se zastoupenim v 13 % vSech sledovanych OA
(1/8), druhd u FND. Je zajimavé, Ze ob¢ tyto mutace byly nalezeny u mtzu, ackoli nadorové
onemocnéni Stitné zlazy se vyskytuje Castéji u zen. Nalezenou mutaci je Q571R — mutace
v 16. exonu, nejcastéj§i mutace pozorovand v genu EZHI. Podle Varsome jde o variantu

s pravdépodobné patogennim charakterem (Kopanos ef al., 2019).

Tuto mutaci vySetfovali také Xu et al. (2023) a pozorovali ji jako vysoce specifickou pro
benigni uzly. Vysettili soubor 583 nadorovych tkdni (252 s benignich histologii a s 331 maligni),
kde zachytili 7 mutaci (2,8 %) Q571R, vSechny u benignich uzli. Mezi karcinomy mutace
v EZH] ptitomné nebyly. Navic vySettili také 161 pfedoperacnich vzorki biopsii tenkou jehlou
a objevili dalsi 2 mutace (1,2 %) — jednu ve vzorku s kategorii Bethesda II s benigni predikci a
druhou s nejasnou cytologii klasifikovanou jako Bethesda IV. Korelaci s vyskytem v benignich

uzlech pozorovali také Ye et al. (2017), kteti nasli EZH1 mutace u 11 % benignich uzli (v této
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praci 1,5 %), a Jung et al. (2018), ktefi navic zachytili mutaci také v minimaln¢ invazivnim
OCA. Coz poukazuje na to, ze s nizkou frekvenci se mutace miize vyskytnout také u malignich
1ézi. Velkou c¢ast zachycenych mutaci (85 %) nasli podobné jako v této praci u onkocytarnich

adenoml, mezi kterymi pozorovali vyskyt mutace 20 % (11/54).

Kvili nizkému zachytu mutaci v EZHI by bylo potieba provést jesté dalsi vyzkum, ze
soucasnych vysledkil v¢etné této prace ale 1ze vyvozovat vysokou specifitu t€chto mutaci pro

benigni uzly a bylo by mozné tento gen vyuzivat jako silny geneticky marker.

THADA/IGF2BP3

Ve studii Tali et al. (2023) detekovali 7 fuzi THADA/IGF2BP3 z celkového poctu 697 nadort
(1 %) s preoperacni cytologii v kategoriich Bethesda III, IV, V a VI. Z téchto mutaci bylo 5/7
(71 %) nalezeno u malignich PTC, zbylé 2/7 (29 %) byly diagnostikovany u nizkorizikovych
NIFTP. Vsech 7 nadorti bylo predoperacné zatazeno do kategorie Bethesda III a IV. Morariu et
al. (2021) ve své studii pozorovali THADA fuzni geny s podobné nizkym vyskytem - 2 %.
Popsali celkem 30 nadort s THADA fuznimi geny, které méli vétSinou nejasnou cytologii (min
73 %). Z 22 ptipada, které byly odoperovany, mélo 7 (32 %) maligni histologii PTC, coz je
méneé, nez ve studii Tali et al, (2023), miize to ale byt zpiisobeno veétsim pozorovanym
souborem. Déle bylo 10 (45 %) vzorka diagnostikovéano jako nizkorizikové NIFTP a 5 (23 %)
jako benigni FTA, vSechny s indolentnim charakterem. Ve vétSing piipadit z obou zminénych
studii se jednalo o nadory s pouzdrem s nizkym rizikem agresivniho chovani. V zadném
z popsanych piipadii nebyly ptfitomny zadné dal$i znamé mutace. Podobnych vysledkl bylo
dosazeno také ve studii Gubbiotti, Andrianus and Baloch (2023) na souboru 31 odoperovanych
vzorki s THADA/IGF2BP3, kde bylo 61 % nalezenych mutaci u malignich nadort a 39 %

benignich nebo nizkorizikovych.

Podle téchto poznatki je THADA/IGF2BP3 fuze méné Castd genetickd mutace, kterou lze
ocekavat spise u malignich a nizkorizikovych nddorl spojenych s indikaci k operaci. Podle toho
by THADA/IGF2BP3 mohl mit vyznamnou diagnostickou hodnotu. Vysledky z této prace
odpovidaji poznatkim ze zminénych studii. Podobné jako ve zminénych studiich byly
THADA/IGF2BP3 fuze detekovany ve vétsi mife u nadorti NIFTP, bylo ale také prokazano, ze
se tato mutace miiZze vyskytovat 1 u benignich uzli. Mezi vySetfovanymi benignimi uzly mél
vzorek s mutaci zastoupeni 0,8 %. Podobné jako ve zminénych studiich Zadny vzorek pozitivni
pro THADA/IGF2BP3 nemé¢l pozorované jiné mutace. VySetifovany soubor byl ale nedostatecné

velky pro vyvozeni ptesnéjsich specifikaci. V sou€asnych studiich se vyskytuje zpravidla jen
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malo zachycenych mutaci a pro zjisténi presnéjsiho diagnostického vyznamu je zapotiebi dalsi

studium na rozsahlejsich souborech.
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6 Zaveér

V této praci byl sledovan vyskyt vybranych vzacnych genovych variant u vzorkidi nadorii
Stitnych zlaz. Za ucelem pozorovani bodovych mutaci byly sekvenovany vybrané exony gent
TSHR, PIK3CA, EIFIAX a EZHI u 14 typt nadort $§titné zlazy nebo zmén ve §titné zlaze se
zastoupenim benignich, nizkorizikovych i malignich uzli. Pro zkouméni genové prestavby
THADA/IGF2BP3 bylo vyuzito analyzy real-time PCR u vzorkl pfevazné z benignich uzli a
nizkorizikovych neoplazii. Detekované varianty genli byly zhodnoceny a porovnany

s pfedchozimi studiemi.

Pro gen TSHR bylo nalezeno velké spektrum variant se zastoupenim v benignich,
nizkorizikovych 1 malignich nadorech, jejich role zatim nebyla plné objasnéna. P/IK3CA
varianty byly pozorovany jen u malignich nddort a jsou spojeny s agresivnimi
charakteristikami Spatné¢ diferencovanych karcinomii. Varianty EIFIAX byly v této praci
pozorované prevazné u malignich nadorti, vyskytuji se ale také u benignich, podle dalSich
poznatktli jejich diagnosticky vyznam stoupa ve spojeni s variantami v genech RAS. EZHI
fuze byla kromé castéji pozorovaného vyskytu u nizkorizikovych nadori nalezena také u
vzorku s benigni histologii. Vysledky byly v mnoha ohledech shledany v souladu s dostupnou

literaturou.

Varianty v genech TSHR, PIK3CA, EIF1AX, EZHI a genova ptestavba THADA/IGF2BP3 jsou
vzacné genetické mutace s nizkym pozorovanym vyskytem. Soucasné poznatky i vysledky
z této prace ale ukazuji, ze maji velky potencidl pfi vyuziti v molekularni diagnostice jako
genetické markery a pro dikladné porozuméni jejich vyznamu by bylo potieba predevsim
rozsitit sledované soubory nadorovych tkani i vzorkl biopsii tenkou jehlou se zastoupenim
benignich, nizkorizikovych i malignich naddort a dalsi vyzkum zaméfit na popsani jednotlivych

variant a jejich charakteru vzhledem k typu nadoru.
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