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Souhrn

GenKRAS(homolog onkogenu Kirsten rat sarcoma viru) kéduijetein p21 zapojeny
do signalnich kaskad v boe. Protein p21 je tedy jednim z &ivych prvki regulujicich
burg¢cné dleni a diferenciaci. Mutace v jeho genu, zejméndolpé mutace ve 12. a 13.
kodonu 1. exonu, se velntasto vyskytuji v souvislosti s nadorovym onemawdm u lidi
a maji vyznamny dopad nejen na zavaznost onetngcale také nadinnost I&€by.

Cilem teoretick&asti diplomové prace bylo shrnout dostupné poznatkgnuKRAS,
o vyznamu jeho proteinového produktu, zejména wistasti se vznikem nadorového
onemocgni, a také o dostupnych molekul&rgenetickych metodach detekce mutaci v genu
KRAS Cilem experimentalnéasti diplomové prace bylo navrhnout nejvh&8h postup
a podminky PCR metody pro detekci sedméas§jSich bodovych mutaci genr{RASve 12.

a 13. kodonu 1. exonu: Glyl2Asp (GGT>GAT), GlylaA(GGT>GCT), Glyl2Vval
(GGT>GTT), Glyl2Ser (GGT>AGT), Glyl2Arg (GGT>CGTlyl2Cys (GGT>TGT)
a Gly1l3Asp (GGC>GACQC).



Summary

KRASgene (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homatoggs p21 that is involved in
cell signalling cascade and so that is key regulafocell division and differentiation.
Mutations in this gene, especially point mutation12" and 1% codon of ' exon, are
frequently associated with human tumour diseasdshawe significant impact on seriousness
of diseases as well as treatment efficiency.

Aim of theoretical part of diploma thesis was tansnarize knowledge aboltRAS
gene, importance of its protein product, especiailyconnection with tumour disease
formation and to ellucidate use of molecular andegjie methods to detect mutationKRAS
gene. Goal of experimental part of diploma thesas ¥o find the most suitable procedure and
conditions for PCR method focused on detectiorhefdeven most frequently point mutation
in gene KRAS in 12" and 18 codon of i exon: Glyl2Asp (GGT>GAT), Glyl2Ala
(GGT>GCT), Glylz2val (GGT>GTT), Glyl2Ser (GGT>AGTGlyl2Arg (GGT>CGT),
Gly12Cys (GGT>TGT) and Gly1l3Asp (GGC>GACQC).
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Motto: ,VSichni pronasledovatelé démona nadoru v minuléale museli byt fascinovani
predmetem svého pronasledovani a zarweuseli citit frustraci z jeho neuchopitelnosti. Se
vstupem do nového milénia mame diade démon bude nakonec uchopen a Ze na zéklad
tohoto uchopeni najdeme:gob, jak ho pemoci.” (Alfred G. Knudson, 2000)

1 Uvod

Rakovina je velmi zavazné oneménh a Fedstavuje jednu z hlavnichigin smrti
v lidské populaci, fedevsim v rozvinutych oblastechét. Nagiklad v Evrog a v Severni
Americe umira na rakovinu kazdgvrty ¢lovék a v celosgtovém ngtitku tomuto zhoubnému
onemocgni podléha roné 100 — 350 lidi na 100 000 obyvatel. Rakovina jemacrni
zpisobené zhoubnym nadorem. Nador je patologicky Utwaitvoreny v tkani
mnohobui¢ného organismu, jehozist se vymkl kontrole. Eleni burgk v ném neni
omezovano zadnym regdldm mechanismem. Kancerogene@eoces vzniku a vyvoje
nadoi) je onemoc#nim genomu, protoZe zakladem jejiho vzniku jséedpvsim genetické
zmeény, tzv. mutace. Kigmené normalni zdravé hiky v buiku plné maligni nesté jen
jedna samotna mutace, kancerogeneze je vigestypproces postupného hromadi
n¢kolika mutaci. Mutace vedouci ke vzniku nadgostizenym bikkam neSkodi, naopak je
zvyhodiuji v soutzi o preziti se sousednimi hkami.

Mutace souvisejici s transformacity v nadorovou vznikaji igdevSim v genech
kodujicich proteiny zapojené do kinych signalnich kaskad.iévod signalu z wjSiho
prostedi dovnit buiky je klicovou sodasti homeostazy organismu, ktery musi byt udrzovan
po cely zZivot. Rstové faktory a jejich butné receptory jsodelni senzory, které nasletin
spou&tji aktivaci rady signélnich molekul, které umoZnfepos signalu. lem vrgjSich
signali, jejich zpracovani aipnos do vniniho prostedi buiky, integrace s jinymi signaly
a indukce bu&né odpo¥di jsou velmi komplexnimi aifsné regulovanymi procesy, jejichz
piipadna porucha tize gredstavovat zrime riziko vzniku rakoviny.

Mutace, které souviseji s kancerogenezi, nast&mjkrétré ve dvou typech gen
v tzv. protoonkogenech a tumorsupresorech. Tramslarodukty &chto geri se podileji na
fizeni bukcného cyklu, ale funkceéthto geri jsou protictidné. Protoonkogeny koduji
proteiny, které jsou zapojeny do regulach burgénych proces tim, Ze urychluji buény
cyklus a tak podporujitist nebo z¥tSovani tkani vikledku aktivniho &eni burgk — tzv.



proliferaci. Nadmdrna aktivita &chto geri a jejich produki je tedy nebez@®a, protoze vede
k nadnérné buricné proliferaci i za naftomnosti fyziologické hladiny iislusného signalu
»Zvenci“. Tumorsupresorové geny koduji proteiny, kteréjinza Ukol naopak zpomalovat
rychlost proliferace buik a tak zabm@ovat nezadoucimuustu tkani. Co se & vzniku
rakoviny, jsou tedy nebezfme takové mutace tumorsupresorovych ugekteré vedou
k inaktivaci jejich proteinovych produki{Smardaand Smardova, 2005).

Vznik rakoviny vSak mZe byt zfgisoben nejen fiimou mutaci kodujici sekvence
zmirgnych protoonkogein nebo tumorsupresorovych derale také epigenetickymi procesy.
Epigenetické modifikace (methylace, acetylace &iylatgulénich sekvenci a histdrmohou
zpisobit jednak aktivaci genu, kteryéhbyt umken (napiklad demethylace reguiai oblasti
urciteho protoonkogenu), nebo naopak &enli genu, ktery # byt aktivni (napiklad
methylace regulani oblasti u¢itého tumorsupresorového genu).
souwasnosti. Prav mutace v onkogenech a tumorsupresorovych genexh \jgznamnym
znakem (markerem) malignity; umagi zjistit nadorové onemoéni uz v raném stadiu
a zvysit tak Sance na ds§mou l€bu. Jak bude dale zméimo, @Fitomnost konkrétni mutace
muze mit vliv také na &innost I&€by, takze tyto markery umadgji vybrat vhodny typ l&by
pro konkrétniho pacienta. Proto je velmilefité vyvinout spolehlivé, vysoce citlivé

a specifické metody detekahto mutaci.



2 Souwasny stav problematiky

2.1 KRAS

Jednim z kllovych genaseéu signalu zapojenych do regulace btmeho dleni
a diferenciace je protein KRAS a p&mutace v jeho genu s@asto vyskytuji v souvislosti

s nadorovym onemoénim u lidi.

2.1.1 Protein KRAS

Protein KRAS ma molekulovou hmotnost 21 kD (jinaktedy nazyva p21l), gatdo
rodiny GTP&az a funguje jako vnitrobtimy prevad¢ signélu. Tento maly protein napojeny
na vnigéni povrch bus¢né membrany igvadi signal z povrchu bky pies cytoplazmu do
buré¢cného jadra. KRAS je GTPaza, takze dokaze vazatkulleGTP (guanosin trifosfat)
a hydrolyzovat ji na GDP (guanosin difosfat). Kdg# protein navazany GTP, prbd
zmeénu konformace do aktivniho stavu &epaSi signal aktivaci dalSickleni signalni
kaskady. Kdyz pak protein hydrolyzuje GTP na GD®¢rd konformaci zpt na pivodni
neaktivni stav aignos signalu se zastavi.

Aktivace proteinu KRAS je velmi ifsné regulovana. Tento protein je aktivovan
raiznymi podrity z vrejSiho prostedi, jako jsou hormony nebdstové faktory. KRAS pak
aktivuje metabolickou drahu tzv. mitogenem aktivojeh protein kindz (MAPKS). Draha
MAPKs (obr. 1) reguluje ¢které dilezité biochemické procesy vime tim, Zefidi stup&
bunééné diferenciace, rychlost bédmého dleni a zrani. KRAS je tedy jednim zddivych
prvka zapojenych do regulace hiného dleni a diferenciace (Kolch, 2000; Fridaynd
Adjei, 2005).
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Obr. 1: Schéma signalni kaskady MAPKs

RTK — receptorova tyrosinkindza; GRB — protein yi&zareceptor
rastovych faktoli; SOS — protein ,son of sevenless”; RAF — specifick
proteinkinaza; MEK - MAP/ERK kindza; ERK - extrag@rnim
signalem regulovana kindza; MKKK — kinaza aktivukmazu akrivujici
MAPK; MKK - kinaza aktivujici MAPK

2.1.2 GenKRAS

Lidsky gen KRAS je homolog retrovirovych onkogénKirsten Rat Sarcoma Viru
a Murine Sarcoma Viru (Deat al, 1982; Chanegt al, 1982).

V lidském genomu existuji dvkopie genuKRAS ozn&ovanéKRAS1la KRAS2 Tim
podstatnym genem j&KRAS2 KRAS1 je pseudogen odvozeny KRAS?2 alternativhim
sestihem mediatorové RNA (mRNA). mRNARAS2ma 5,5 kb aod transformujiciho
virového onkogenu se [iSi pouze v Sesti kodoneckBidige et al. (1983) lokalizovali
protoonkogerKRAS2na lidském chromozdmu v pozici 12q (na delSim r@nseromozému
12). Popesclet al (1985) pozdji lokus KRAS2 mapovali metodoun situ hybridizace
a lokalizovali jej pesrgji na pozici 12p11.1-12.1 (na kratSim rameni chraérou 12).
Sekvenace ukazala, Ze ggRAS2ma Sest exan Exony 2, 3 a 4 jsou negmné kodujici
exony. Ri alternativnim se&ihu exonu 4 vznikaji dvformy ozng&ované 4A a 4B. Exon 5
muze byt vynechan a préldva alternativni seh, coz dava vznik izoformanKRASA
aKRASB Sesty exon koduje 3'UTR (neiladana oblast na 3' konci) KRASA
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a C-terminalni oblast KRASB KRASBje prevladajici variantaip sestihu KRAS2 striengji
uvadtna jakoKRAS(Wieceket al).

2.1.3 Pro¢ je KRAS tak dilezitym cilem studia

Bylo dokazéano, Ze v hikach standardniho, divokého typu (wild type - Wiihduje
KRASjako nadorovy supresor g&hem vyvoje nadoru u mnoha typakoviny setasto ztraci.
Jak jiz bylo zmigno, WT gen KRASkoOduje protein, ktery hrajeatezitou roli @i regulaci
normalni bug¢né proliferace a diferenciace. Jakmile g€RASzmutuje, ziska onkogenni
vlastnosti a je zapojeny do vyvojady typi rakoviny u lidi. Normalni protein KRAS
pirechodi méni svou aktivitu na zakladvnéjSich signal. Mutovany protein (obr. 2)istava
trvale aktivovan, trvale v pozici ,ON". Né&jsgjSi onkogenni mutace genkiRAS jsou
v kodonech 12 a 13 a maji za nasledekérmam pivodniho glycinu za &kterou jinou
aminokyselinu. Tyto substituce zabugi hydrolyze GTP na GDP a diky tomu je molekula
proteinu RAS neustale v aktivnim stavu a veddikbuk nekontrolovanému &teni i za
negitomnosti pat¢nych signal. Exprese mutovaného gem(RAS také zvySuje expresi
metaloproteindzy 2 v matrix, a tim zvySuje iinwemist nddorovych bwk. Overexprese
mutované formyKRASrovnéZ inhibuje glykosylacpl-fetzce integrinu coz vede ke zvySené
adhezivit¢ nadorovych butk (Wieceket al).

standérg_ni protein mutavany protein

Obr. 2: Standardni protein KRAS (vlevo) a mutovanyprotein KRAS (vpravo) (pievzato z prezentace doc. Drabka)
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2.1.4 GenKRAS pii onkogenezi

Aktivujici bodova mutace gerkiRASbyla prokazana tady typi lidskych nadaoi. Tato
onkogenni forma genu se vyskytujgegevSim u karcinomu pankreatu (ve vice nez 80 %
piipadi), karcinomu tlustého iva (ve 40 - 50 %ifpadi) a karcinomu plic (ve 30 — 50 %
piipadi), ale objevuje se takéfipzhoubnych nadorech Zavych cest, § karcinomu
endometria, pochvy, ndového nchyke, jater, prsu a u myeloidni leukémigicpmz zalezi
také na citlivosti pouzité detéki metody. Mutace gerliRASma vyznamny dopad na vyvoj
nadoru, kde zaleZi na typuitky a tkar. Sedm nejasgjSich onkogennich mutaci geKIRAS
zpisobuje zarny aminokyselin Gly za Ala, Asp, Arg, Ser, Val neBgs v kodonu 12 exonu
1 a zaminu Gly za Asp v kodonu 13 exonu 1 (Wieadlkal), tyto mutace tvid az 94 % vSech
aktivujicich KRAS mutaci prokazanych v nadorovych tkanich (Bratkal, 2003). S mensi
cetnosti vS8ak dochazi k mutacim i v kodonech 61,143, 119 a 146. Zméné mutace se
vyskytuji blizko vazebného mista pro GTP, péamvnitrni GTPazovou aktivitu proteinu,
coz vede k poklesu hydrolyzy GTP a zablokovaniginot v aktivnim stavu (Wiecedt al).

Specifické mutace onkogeérfvcetre KRAS jsou spojeny s kratStigne to progressich
(¢as do progrese€as od diagndzy do zhorSertiznaki) a celko¥ horSim pezivanim KRAS
(receptor epidermalnihaistového faktoru). Za normalniho stavu je totiz EG&Rivovan
vazbou ligandu, to vede ke stimulaci intracelul&iginalni drahy (jejiz s@asti je KRAS)
a proliferaci buiky. Lé&iva na bézi monoklondlnich protilatek proti EGFR
(cetuximab/Erbitukl, panitumumab/VectibiX - pouzivané fedevSim @ lécbe
kolorektalniho karcinomu) zahmaji aktivaci EGFR, coZip nemutovaném (WT) genkiRAS
zabrani proliferaci nddorovych btln Naopak aktivujici mutace ger{RASma za nasledek
stimulaci buiky k proliferaci i bez aktivace EGFR (obr. 3).cbé protilatkami proti EGFR je
tedy v gipact mutaceKRASne&inna (Lievreet al.,2008; Amadcet al.,2008).

13
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Obr. 3: Vztah mezi stavem proteinu KRAS a éinnosti inhibice EGFR u nadorové buiky

Nepfitomnostéi pritomnost mutace genkRASv buikach nadoru je velmitdezitym
biomarkerem, ktery pofize ugit spravnou prognézu nemoci a vhodnotblé pro konkrétni
pacienty. V sotiasné dob je uz detekce mutac&kKRAS u pacieni s kolorektalnim
karcinomem automaticky vyZadovana a na zaklagsledki se poté stanovuje nejvhagisi
lécba — tedy pouze u paciérg WT genenKRASse pouzivaji zminé protilatky proti EGFR
(van Cutsenand Oliveira, 2009; KocakovandKiss, 2009).

2.2 Metoda ARMS

Mutace genlKRASjsou velmi vyznamnym biomarkerem, a proto jef@o&a vyvinout
acinné metody detekce€dhto mutaci. Jednou z takovych metod zaloZenygbohanerazove
fettzové reakci (PCR) je systém, kde mutace/polymodsmzabrani amplifikaci
(amplification refractory mutation system — ARM&bo taky Sequence Specific Primers
- SSP). Tuto metodu poprvé popsal Newsbrl. (1989), kdyz ji vyuZzil pro detekci bodovych
zmeén DNA u pacieni s deficiencia - 1 antitrypsinu. Tato metoda vyuziva skimesti, Ze
primery majici na 3' konci nukleotid nekomplementiés cilové sekvenci maji mnohem nizsi
acinnost prodluzovani i PCR, nez primery plre komplementéarni k cilové sekvendiaq

DNA polymeraza bez korekturské funkce pouzivand BCR prodluZzuje primery
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s nekomplementarnim nukleotidem na 3' konci 40laat 100krat hie, nez primery
s komplementarnim nukleotidem. Perfektni komplem@uétat mezi primerem a templatem
vede tedy k amplifikaci, zatimco¢které nekomplementaritynedokonalé spéarovani, tzv.
mismatch mezi templatem a primerem na 3' konci znefigZzamplifikaci (Kitching and
Seth, 2005). AvSak ne vSechny koncové nekomplemgntaplné zabraiuji prodluZzovani
primeru a tvorb amplifikatniho produktu, proto jsou primery navrhovany taky argly
mismatchtaké na druhéieti nebo dokonceétvrté pozici od 3' konce, coz zir& zvysSuje
specifitu primeru (Old, 2000).iPtéto metod je tedy k univerzalnimucpémmon primeru
pouzit ukity alelow specificky primer (ASP) do péru. V zavislosti ndt@mnosti mutace
v templatu pak prathne amplifikace bdi standardni nebo mutované alely a vznikne produkt
ocekavané délky (obr. 4). Genotyp vzorku DNA Izeiupodle toho, ktery par primér(zda
primery pro mutovanou alelu nebo primery pro WTl@glevytvoril produkt (Kitching and
Seth, 2005).

konzervovany region
1

.cv-tv.ov-cvocv sesaee .-...........--ca[eta1(mutovana]
sesssssssnsenes LR RN ] seseossnsnsenee alelal (W)
navrZeni alelové
‘ specifickych primeru

5§ |seesessoenscrene > primer specificky na 3 konci pro alelu 1 (ASP1)

1 5 10 15
5 [eeeeeccccscccces > primer specificky na 3'konci pro alelu 2 (ASP2)
1

PCR s ASP1 nebo ASP2a
‘ spoleénym konzervovanym
primerem (CON)

5‘ A Lll‘ li . 3'
e Lt St =3

CON

e

Zadna amolifikace

Obr. 4: Schéma metody ARMSupraveno podle: http:/bbs.biogo.net/read.php2@$25)
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Technika ARMS obvykle zahrnuje 8WCR reakce v jedné reak smesi. Jedna reakce
je alelo specificka, s ARMS primerem (specifickym pr@itou mutaci) a dalSimcommon
primerem do paru, aby se vyhloalelové specificky produkt. Druh& reakce probiha s parem
kontrolnich primel, které vytvdi jiny produkt, nesouvisejici s hledanou mutaciy e
zjistilo, zda reakce probih&a spr&va neni napklad ré¢im inhibovana. Takto Izetpdejit
faleSré negativnim vysledkm (Old, 2000).

NejobvyklejSim a nejmeén slozitym zmsobem detekce produktu je gelova
elektroforéza, P které jsou PCR produkty odeény od oligonukleotidovych primér
a templatu na zakl&dvelikosti a detekovany pomoci UV fluorescencerkdéxniho barviva
(Kitching and Seth, 2005). V posledni dblje v3ak stale vice vyuzivana metoda detekce
v realnémc¢ase, pomaoci tzv. real-time PCR. Detekce a kvaaiiiikmnozstvi amplikonu se
vtomto @ipad provadi pomoci detekce intenzity fluorestr@ho signalu ve specialnim
zaizeni, které krom cyklického stidani teplot umaiuje také sledovat fluorescenci. Existuje
nékolik raznych tym chemisni real-time PCR. Obeénjsou vSechny zaloZeny na pouZziti
interkal&niho barviva vazajiciho se na DNA (SYBR Green, EVA&h»), fluorescame
zna&enych sond vazajicich se ndesini cast amplifikovaného produktu (napTagMan,
molekularni majaky, dvojice sond vyuZivajici FRETrezonagini pienos fluorescemi
energie) nebo fluoresc&m znaenych primeit (technologie primér LUX, AmpliFluor,
Scorpions), (Smardet al, 2005).

2.2.1 Vyhody

Metoda ARMS je velmi vyhodna v tom, Ze na rozdil rétterych jinych detednich
metod zjisti nejen ftomnost mutace ale i jeji typ. Dokaze také rogzligda je zmisna
mutace v homozygotnii heterozygotnim stavu. Tato metoda ma velmi nizkez detekce.
Rada studii potvrdila, Ze dokaze zjistit i pouhé @lmutovanych alel mezi WT alelami
(Neville et al, 1995; Foxet al, 1998; Bezieawt al, 2001). Neni v3ak jasné, jaky klinicky
vyznam (a zdatbec rgjaky) ma tak nizké procento mutovanych alel (Mongbal, 2009).
Komerni kit TheraScreen DxS (vyuZivajici tuto technikRMS) ma stanoven limit detekce
na 1 % mutovanych alel ve vzorku, coZ uz je nizkécgnto s minimalnim klinickym
vyznamem (TheraScreen® DxS: K-RAS Mutation Kit stinction for use).

Obeck ma detekce produktpii real-time PCR oproti klasické PCRdu vyhod.
PredevSim amplifikace a detekce probiha najednownatedy poteba po PCR provétjest

M v Al

elektroforetickou separaci produktu, cozigeéas, praci i padebné chemikalie. Cela reakce
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probiha v jedné uz#ené zkumavcec( jamce). Produkty tedy neni geba pak jestnékam
piepipetovavat, coz minimalizuje riziko kontaminaci&dchozim produktem nebo riziko
zaneny vzorku. Reakce &sSinou probihaji v 96ti jamkovych destach, které rowee
usnaduji manipulaci a umaiuji analyzovat velké mnoZzstvi vzdrkajednou (zalezi na g
mutaci, které chceme detekovat # getekci sedmi népsgjSich mutaci genilKRASje na
jedné 96ti jamkové degtie mozno analyzovat az deset neznamych woReal-time PCR
umoziuje kvantifikaci mnoZzstvi cilové DNA pomoci sledovéanistu intenzity fluorescence
vzorku ve srovnani s n@stem intenzity flourescence dili fady standardu. Oproti tomu
u klasické PCR nasledované elektroforézou Ize nmbBNA pouze odhadnout na zaktad
intenzity bandu na gelu. Z toho prameni &itér volnost ohled& mnozZstvi vstupni DNA
(Claytonet al, 2000; van Heekt al, 2005).

Presné stanoveni podilu mutovanych alel ve vzorki (ebo metoda umaiije) ma
v pripad® genu KRAS velky vyznam. Ukazalo se totiz, Ze pacienti s iyS$rocentem
mutovanych alel se nachazeli v horSim stadiu nenaociykazovali kratSi dobu ieZiti
(Keohavonget al, 1997).

2.2.2 Komeréni kit TheraScreend DxS

TheraScreen je kometné dostupny kit od spotmosti DxS Diagnostic Innovations
Ltd. (nyni QiaGen)pro detekci sedmi n&sgjSich mutaci genikRAS(v kodonech 12 a 13
prvniho exonu). Vyuziva préumetody ARMS a real-time detekce PCR produktu ceerem
Scorpions (Cross, 2008). Bifuéki molekuly ,Skorpiony” jsou oligonukleotidy obsghui
PCR primer kovalenth vazany k hybridizéni son@. Molekula obsahuje na 5' konci
fluorofor, ktery interaguje se zh@®en vazanym na igdni ¢ast téhoZ oligonukleotidu. Po
dokorteni cyklu PCR dojde k intramolekularnimuiepkupeni molekuly vigledku
hybridizace sondy k cilové sekvenci. Fluorofor e tlostane do dostdtee vzdalenosti od
zhasée a miize emitovat fluorescenci (Smaregal, 2005).

Pro kazdy vzorek probiha osm reakci: jedna konitre@lakce (amplifikace oblasti exonu
4 genuKRAS pro stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku, a sedm ceako jednotlivé mutace
(amplifikace oblasti exonu 1). V kazdé reakci jeupio jeden Scorpions primer (zteny
fluoroforem FAM, detekovanoip465 — 510 nm) a jeden ARMS primer pro rozliSenT W
a mutované DNA. Kazda reakce navic obsahujeninkontrolni reakci (Scorpions primery
znatené fluoroforem HEX, detekovandi »33 — 580 nm). Tato reakcecurzda PCR zdagn
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prokehla (odhali pitomnost moznych inhibitdy které by mohly zfsobit faleSa negativni
vysledky). Pouziva se tolik cyklIPCR, aby byl detekovan signal mnohem vysSi nez, Sum
ktery je zmisoben signalem templatovych molekul a primgifitomnych na z&atku reakce.
Cyklus, ve kterém hodnota fluorescendekpctila prahovou hodnotu (threshold) se nazyva

rozdil Ct kontrolni  reakce

Ct (cycle threshold).ACt urittho vzorku se uduje jako
a Ctreakce pro mutaciDetekeni limit je 1 % mutované DNA ve vzorku. U paciefgaprokazana
mutace, pokud zaroxie
1. ACt (rozdil Ctwontroini reakce® Clreakce pro mutadiS hodnotam v tabulce 1. Pokud je
ACt rovna limitni hodnat (ve vzorku je tedy iitomno 1 % mutované DNA),
analyza vzorku by se #ta opakovat.
2. Ct wontroini reakce® Clreakce pro mutacs 38 (limit hodnotitelnosti je Ct = 38, po 38.
cyklu se totiz mohou objevovat faleSpozitivni vysledky)

Je nutné brat v uvahu také nespecifické nasedaniegr (zkiizené reakce). Kit
TheraScreen slouZi k detekci pouze jedné mutasearku, pokud Bktera dalSi mutace dava
pozitivni vysledek, jedna se patro zkiZzenou reakci (vicetiznych mutaci ve vzorku lze
pozorovat velmi vzacy). Pokud charakter vysledku neodpovida vzortizehé reakce (viz

tab. 2), jetteba proveést dalSi testovani.

Tab. 1: Limitni hodnoty ACt pro 1 % mutované DNA na pozadi WT pro kit TheraSreen DxS

Mutace | A Ct (pro 1 % mutace)
12Ala 6,5

12Asp 8

12Arg 8

12Cys 7

12Ser 9

12Val 6,5

13Asp 9

Tab. 2: Vzor zk¥izené reakce pro kit TheraScreen DxS

Signal (Ct)

12Ala 12Asp 12Arg 12Cys 12Ser 12Val 13Asp
@ 12Ala ano +9 . +6 +3 +6 _
% 12Asp +9 ano _ _ . _ _
= 12Arg _ _ ano _ _ _ _
e 12Cys - +7 +4 ano _ _ -
g 12Ser +9 +6 +9 - ano L +8
N 12Val +4 - - - _ ano L
o 13Asp o o o o o o ano

»Ano* znamena skute¢ pravy signal.Cisla udavaji fiblizny patet cykki po tomto signalu, kde iie byt detekovan signal kené

reakce. Hodnoty vice nez 9 citkiejsou uvedeny, protoZe tyto signdly se jiz nagfidnegativni z6&
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Reakce probiha obvykle v 96ti jamkovych d#ésich: v osmiradcich je osmiaznych
reakci — jedna kontrolni reakce a sedm reakci @dogtlivé mutace; ve dvanacti sloupcich
jsou tizné vzorky (templaty) — jedna negativni kontrolada), jedna pozitivni kontrola (%
mutantnich DNA — smiSeny standard) a deset wzeyKetovanych pacierit

Jak jiz bylo zmigno, tento kit ma nizkou mez detekce, dokaze zjmpithé 1 %
mutované DNA na pozadi WT. Navic vyZaduje gomy jednoduchou manipulaci a rychlou
analyzu; Bhem osmihodinového pracovniho dne Ize wWSetz ficet pacieni
(TheraScreen® DxS: K-RAS Mutation Kit — Instructifor use).

2.2.3 Pouziti modifikovanych oligonukleotidi s uzantenou konformaci

Detekce mutaci v Kklinickych vzorcich jgasto komplikovana fitomnosti nadbytku
normalnich (nemutovanych, WT) btka Pro usnadini detekce minoritnich mutaci
v Klinickych vzorcich byla vyvinuta PCR s blokovasbndou, ktera zatim neni dodavéana
komekné ve forme typizaini soupravy. B této technice se pouziva navic oligonukleotid
nukleové kyseliny s tzv. uzamnou konformaci (locked nucleic acid — LNA), kteey pevis
vaze na WT DNA v migt ocekavané mutace a brani jeji amplifikaci, ale uitupe
amplifikaci mutované DNA. Dochazi tedy k selektiarnplifikaci pouze mutovanych alel.
LNA (obr. 5) je analog nukleovych kyselin s metmggym mistkem mezi 2'-hydroxylovou

skupinou a 4'-uhlikem furanosového kruhu.

Nukleotidova

0 baze
’ ; 0 ;
4
0] [¢]

|
0=P—0

!

Obr. 5: Schéma nukleotidu s uzardenou konformaci — LNA (zdroj: Beranelet al, 2007)

Oligonukleotidy nahrazené LNA se vazou rtaquni DNA podle standardnich pravidel
komplementarity bazi ale s mnohem vyssi afinitok kiasické. LNA poskytuji row? vyssi
specifitu @i detekci mutaci a maji &8i odolnost u¢i nukleazam nez klasické DNA
oligonukleotidy. Podobf Ize pouzit i jiny typ modifikovanych prob tzv. PNfoeptide
nucleic acid), LNA maji ovSem oproti PNi¥adu vyhod, pedevsim vySSi rozpustnost a tedy
niZsi riziko precipitace dhem skladovani, vysSi teplotu tani agkterych aplikacich téz nizsi
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nespecifické pozadi. S pomoci LNA Ize vyr&aznizit mez detekce pouzité PCR metody,

pficemz pouziti LNA neni sloAijSi, caso¥ nar@néjSi ani nevyZzaduje dodateé zaizeni
oproti klasické PCR (Dominguemnd Kolodney, 2005; Beranedt al, 2007).

2.3 DalSi detekéni metody

Kromé vySe zmigné metody ARMS, jejiz aplikace je tématem této ahpbvé prace,
existuje cela&ada dalSich vicé&i mérg Gcinnych a citlivych metod, jak je mozné detekovat

mutace v genKRAS Zde je jejich strény prehled:

Tab. 3: Prehled elektroforetickych metod pouzitelnych pro detkci mutaci KRAS

Metoda Popsal Pro detekci mutaddRASvyuzili nagiklad

DGGE | FischeandLerman (1983) E’Zeollct)af)ataet al. (1994), Keohavongt al. (1996), Keohavongt al.
TTGE | Yoshinoet al.(1991) Kressneet al. (1998), Bjgrheinet al. (1998)

CDCE | Khrapkeet al.(1994) Bjarheinet al. (1998), Bjagrheinet al. (2001), Zhacet al. (2004)
CTCE | Gelfiet al.(1994) Bjarheinet al. (2003), Kristensent al. (2008)

ACE Babaet al. (1992) Ozaket al. (1999), Satet al. (2005)

Hongyoet al. (1993), Laghet al. (2002), Dammanast al. (2003),

SSCP Oritaet al. (1989) Panet al. (2004)

DGGE - denaturmi gradientova gelova elektroforéza, TTGE - geleléktroforéza wasovém teplotnim gradientu, CDCE - konstantni
denaturani kapilarni elektroforéza, CTCE — kapilarni elektréza pi cyklujici teplog, ACE —afinitni kapilarni elektroforéza, SSCI
— jednovlaknovy konformini polymorfismus

Tab. 4: Pfehled PCR metod pouzitelnych pro detekci mutadkRAS

Metoda Popsal | Pro detekci mutaddRASvyuzil nagiklad
REMS-PCR Wardet al. (1998)
FLAG Amicarelli et al. (2007)
PCR/RFLP Urbanet al. (2000), Borcherst al (2002), Dieterlest

Kumarand Dunn (1989) al. (2004), Kimurzet al. (2007)

PCR/LDR Landegrent al. (1988) Khannat al.(1999), Hashimotet al. (2007)
EndoV/ligazova
metoda Huanget al. (2002)
COLD-PCR Liet al. (2008) Zucet al.(2009)
RCA Liu et al. (1996) Liand Zhong (2007)
ACB-PCR OroLet al. (1995) McKinzieand Parson (2002), McKinziet al. (2006)
PNA-P_‘CR Grumet al. (1993) Thiedeet al.(1996), Tabaclet al. (2004), Giljeet al.
clamping (2008)
HRM Wittwer et al. (2003) Krypuyet al.(2006)

REMS-PCR - selektivni PCR zpréstkovana restrilnimi endonukledzami, FLAG — tvorba fluorestahznateného amplikonu, RFLP

teplo&, RCA — amplifikace otfivou kruznici, ACB-PCR — PCR s alelogpecifickym kompetitivnim blokem, HRM — analyz#ivek
teploty tani s vysokym rozliSenim
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Tab. 5: Prehled sekven#énich metod pouzitelnych pro detekci mutacKRAS

Metoda Popsal Pro detekci mutad{RASvyuzil nagiklad
Enzymaticke
(Sangerovo) Sangert al. (1977) | Pellegatat al. (1994), Khannat al. (1999), Ogincet al. (2005)
sekvenovani
Pyrosekvenovani g%g%?h'et al. Oginoet al.(2005), Dufortet al. (2009)

Tab. 6: Pfehled ostatnich metod pouzitelnych pro detekci mutd KRAS

Metoda Popsal | Pro detekci mutaddRASvyuzil nagiklad
LDR spFRET Wabuyelet al. (2003)
Slc())ltjttizgm Southern (1975) Nickell-Bradst al.(1994), Grazianet al. (1999)
Elektrochemicka
detekce na
zaklad
povrchové Zhanget al. (2008)

liga¢ni reakce a
biometalizace

Dot blotting

Verlaan-de Vriest al. (1986)

Watanabeet al. (1993), Hidakeet al. (2000), van Heek
et al. (2005)

SOMA

Lakenet al. (1998)

Lleonartt al.(2004)

SOMA — hmotnostni analyza kratkych oligonukleatidpFRET — jednobazovy rezorai prenost fluorescemi energie

Kromeé jiz zminitného TheraScreéhKRASMutation kit v sodasné dob existuji jeS¥

dalsi dva komen¢ dostupné systémy pro detekci mutaci gefRAS s certifikaci CE

(Communauté Européened to KRAS LightMix[ kit od firmy TIB MolBiol (na principu

PNA-PCR clamping, kdy je amplifikace WT alely zaldoana specialni PNA prébou a tak

dochazi k selektivni amplifikaci mutovanych alelKRASStripAssayl od firmy ViennalLab

(na principu alelo¥ specifické oligonukleotidové hybridizace po PCR).
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3 Cile prace

Cilem teoretick&asti diplomové prace bylo shrnout dostupné poznatkggenuKRAS
o vyznamu jeho proteinového produktu, zejména wistasti se vznikem nadorového
onemockni, o vlivu mutaci v tomto genu na’l& rakoviny a také o dostupnych molekutarn
genetickych metodach detekce mutaci v geRAS

Cilem experimentalnicasti diplomové prace bylo navrhnout nejvh&8n postup
a podminky PCR metody (zalozené na zZmém principu ARMS s detekci produikt
v realnémcase chemismem interkal@ho barviva typu SYBR Green) pro detekci sedmi
negasgjSich bodovych mutaci gendRAS ve 12. a 13. kodonu 1. exonu: Glyl12Asp
(GGT>GAT), Glyl2Ala (GGT>GCT), Glyl2Val (GGT>GTT)Glyl2Ser (GGT>AGT),
Gly12Arg (GGT>CGT), Glyl12Cys (GGT>TGT) a Gly13AspGC>GAC). Konkréta:

1. Vybér vhodnych primetr a syntetickych standakdpolynukleotidi) pro jednotlivé
mutace

Optimalizace metody a otestovani na vzorcich patien

3. Srovnani parametrs komeénim kitem TheraScreen DxS
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4 Material a metodika

4.1 Pristroje a pomicky

Thermocycler pro real-time analyzu - Light Cycl&0dl (Roche)
Centrifugy  Centrifuge 5430 (Eppendorf)
eppendorf MiniSpin (Eppendorf)
Nanodrop - Spectrofotometer ND 1000 (Biotech)
Vortex (Merci)
Laminarni box (Biosan)
Chladntka (Libher)
Mrazici box (LG)
Pipety 0,1 — 2,5ul; 0,5 — 10ul; 2 — 20pl; 10 — 100ul; 20 — 200ul; 100 — 100Qul
(Eppendorf)
Stojanek PCRack sdkem (P-LAB)
Stojanek pro mikrozkumavky ,dva v jednom* gkém (P-LAB)
Chladici stojanek na mikrozkumavky (Eppendorf)
Chladici stojanek na zkumavky 1,7 ¢(R-LAB)

4.2 Spotiebni material

Zkumavky mikrozkumavky pro PCR s plochyntkém 0,2 ml (P-LAB)
mikrozkumavky 1,7 ml (P-LAB)
mikrozkumavky se Sroubovacintkém 0,5 ml (P-LAB)
96ti jamkove destky LightCycler 480 Multiwell Plate 96 clear + fol{Roche)
Spitky s dvojitym filtrem 10ul, 20 pl, 200pul, 200 I, 1000l (Eppendorf)

Ochranné rukavice Digitil N (Hartmann)

4.3 Chemikalie

DEPC-treated water (Ambion)

TRIS - Trizma hydrochloride buffer solution (SigrA&drich) koncentrace 1M
10x PCR pufr (Thermo Scientific)

MgCI; solution (Thermo Scientifi®doncentrace 25 mM

Thermo Start DNA polymerase (Thermo Scientikajcentrace 5y

23



dNTP mix (Thermo Scientifiddoncentrace 100 mM
EVAGreen (Biotium)
GoTag gPCR Mastermix (Promega)

Primerykoncentracel 00 uM

Forward: 63, 322, 334, 336, 338, 339, 341, 341, 343, 344, 345, 346, 431, 453, 477,
483, 493, 544 (Metabion), 366, 388 (Generi-Biote@)3 (Pro-Ligo), 422
(Sigma-Aldrich)

Reverse: 64, 323, 335, 337, 432, 454, 478, 484, 898 (Metabion), 340, 367, 389
(Generi-Biotech), 423 (Sigma-Aldrich)

DalSi primery a sondy: 221 (Metabion), 356 (Signen@sys), 449 (Exigon)

Syntetické polynukleotidy: 514, 531, 532, 533, 5335, 536 (Generi-Biotech)

- Seznam a sekvence jednotlivych prithampolynukleotid viz prilohy, tab. A

4.4 Software

LightCycler 480 SW 1.5
ND — 1000 V3.3.0
FastPCR

STATISTICA v.7

4.5 Biologicky material

DNA izolovana z krveti nadorové tka# pacienti zaslanych na analyzu do Labotato
experimentalni mediciny a DNA izolovana z Bemych linii.

— Seznam pouzitych vzoilkDNA viz piilohy, tab. C

DNA byla izolovana kitem DNeasy Blood & Tissue Ki60 (Qiagen) a udkterych
vzorka byla provedena také celogenomova amplifikace (W@énoci kitu Genome Plex
Tissue Whole Genome Amplification Kit (Sigma-Aldmjc
Tuto praci provadly laborantky z Laboraté& experimentalni mediciny.
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4.6 PouZité statistické metody

V této diplomové praci jsou pouzity standardni ndgtgak popisné statistiky, tak
testovani hypotéz. Spojité prénrmé v biomedicinskych studiich (jako mapodnoty Ct) jsou
jen zidkakdy normala (Gaussovsky) rozdené. Pokud u prové&dych test bylo zapoitebi
piedpokladat normalitu dat, testovali jsme iiejd hypotézu, Ze data jsou Wbm
z Gaussova rozteni. Data, ktera nejsou normdélnrozctlena, byla analyzovana
neparametrickymi metodami. Prcit8inu porovnavani (dvou a vice skupin) byl pouzit
Kruskal-Walligiv test. Tento test porovnava mediany jednotlivykbpin a utuje, zda se
jedna o vybry ze stejného rozteni. Kruskal-Wallisiv test je neparametrickou obdobou
ANOVYy s jednoduchymitdénim a je roz§enim Wilcoxonova dvouvyisového testu na vice
skupin. VSechny hypotézy jsou testovany na hkagijzznamnosti 95%, tj. p-value mensi nez
0,05 je povaZzovana za statisticky signifikantniediny statistické analyzy byly provedeny
v softwaru Statistica, verze 7.

Zpracovano s pomoci Mgr. Jany Furstove.

4.7 Navrh primer i a polynukleotidi

Bylo navrzeno celkem sedm forward (F) prithespecifickych k sedmi n&psgjSim
bodovym mutacim genklRAS(12Arg, 12Ser, 12Cys, 12Val, 12Asp, 12Ala a 13Azp¢den
primer specificky k nemutovanému (WT) templatu. dryirimery byly navrzeny tak, aby
svym 3'koncem zasahovaly do mistéeliavané mutace (tak, aby vyhovovaly principu
techniky ARMS, viz kap. 2.2). Také bylo navrzendSizh sedm forward priméy rovnéz
specifickych k sedmi n&qstjSim bodovym mutacim gerliRAS(se stejnou sekvenci jako ty
piedchozi), ale tyto dalSi forward primery obsahovady svém 3'konci misto obvyklého
nukleotidu vylepSeny nukleotid s uzaemou konformaci (LNA). Déle byl navrzen reverse
(R) primer pouzitelny v kombinaci se vSemi sedmirwiard primery. Primerovy par
amplifikuje oblast prvniho exonu gerRAS o délce 93 bp obsahujici mistée@avané
mutace. Velikost amplikonu je tak mala, aby se gaydravdpodobnost UusgEné amplifikace
pii ¢ast&né degradaci DNA.

Byl navrZzen blokovaci oligonukleotid zasahujicirdtsta @éekavané mutace, specificky
pro WT templat. Tento oligonukletid ma na svém &hdi fosforothiolat,aby se zabranilo

degradaci polymerazou (pokud je pouZzita polymegidga3' exonukleazovou aktivitou), a na
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3' konci aminoskupinu, aby se zabranilo dalSimuwliovani (takze tento oligonukleotid
nemiZe fungovat jako primer). Tento oligonukleotid méra@ve tii z nukleotidi nahrazeny
LNA, diky ¢emuz vytvdi pevrgjSi vazbu s templatem (viz kap 2.2.3). Tento bla@av
oligonukleotid by ngl zabranit nezadouci amplifikaci z WT templatu.

Primery byly navrZzeny pomoci pidacového programu FastPCR.

Tuto praci provédl doc. Mgr. Jifi Drabek, PhD.

Nakonec bylo navrZzeno sedm polynukledtiol délce 99 bp se stejnou sekvenci jako

oblast prvniho exonu genkRAS amplifikovana pomoci vySe zngimych primefi. Kazdy

Z chto sedmi polynukleotidse liSil pouze v jednom nukleotidu (ve dvanactértfinactém
kodonu, kde byla #ekavana bodova mutace), takZze kazdgdptavoval templatovou DNA
s jednou ze sedmi rigstjSich mutaci genlKRAS (12Arg, 12Ser, 12Cys, 12Val, 12Asp,
12Ala a 13Asp). Sis ttchto sedmi typ polynukleotidi byla pouzita jako standard pro
kontrolu, zda v fisluSném reaknim bkhu sprave funguji vSechny specifické primery pro
jednotlivéeKRASmutace.

- Seznam a sekvence pouzitych pritnampolynukleotid viz prilohy, tab. A

4.8 Vybér typu a koncentrace primeri a blokovaciho oligonukleotidu

4.8.1 Typ a koncentrace primen specifickych k mutaci

Byly testovany primery (specifické k mutaci 12Cgs)NA a bez LNA vzdy verech
raiznych koncentracich. Jako templatové DNA byly vylgrdpacientské vzorky 2902, 2598
a 2862 (viz pilohy, tab. C). Nejtive byly vzorky DNA 4x pediecény v 10mM TRIS
(Sigma-Aldrich). Reasni sneés pro PCR obsahovala: fl GoTaq gPCR Mastermix
(Promega), 2ul predredkné templatové DNA nebo 10mM TRIS (jako beztemplatov
kontrolu — NTC) a 0,uM, 0,2uM nebo 0,5uM piislusného primeru forward (342 nebo 413)
a reverse 340 (viziflohy, tab. A). Snis byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion)
do reakniho objemu 10ul. VZdy vSechnyctyti templaty byly testovany s éma typy
primeri o vSech fiech koncentracich. Teplotni podminky PCR byly rdgiei: Uvodni
denaturace 2 min 95°C, dale 45 dayKIL5 sec 95°C, 50 sec 65°C a 20 sec 72°C¥iemim
fluorescence i 65°C (fluorescence byla ¢rena i 498 - 580 nm), dale #&ieni T, (melting
temperature) i kontinualré stoupajici tepl@ od 72°C do 95°C (#feni fluorescenceip

kazdém posunu o0 0,1°C), nakonec 1 sec 37°C; themtescpro real-time analyzu - Light

26



Cycler 480l (Roche). Vysledky byly analyzovany pmrh paitacového programu
LightCycler 480 SW 1.5.

4.8.2 Funkénost a koncentrace blokovaciho oligonukleotidu

Byly opét testovany primery (specifické k mutaci 12Cys)NA_a bez LNA vzdy
ve dvou tiznych koncentracich (zjiStych @i predchozim experimentu jako nejlepsi) navic
jes€ v kombinaci s blokovacim oligonukleotidem ve duwadiznych koncentracich nebo bez
blokovaciho oligonukleotidu. Jako templatové DNAbyybrany pacientské vzorky 2868,
2865, 2598 a 2862 (viziiohy, tab. C). Nejtive byly ot vzorky DNA 4x gedredkny
v 10mM TRIS (Sigma-Aldrich). Re&hki smés pro PCR obsahovala: @ GoTaq gPCR
Mastermix (Promega), @l prededéné templatové DNA nebo 10mM TRIS (NTC), ¥
nebo 0,5uM prislusného primeru forward (342 nebo 413) a revadskea 0,24M nebo 1uM
blokovaciho LNA oligonukleotidu 449 nebo bej (viz piilohy, tab. A). Snis byla doplgna
sterilni DEPC-treated water (Ambion) do réaiho objemu 1@ul. Teplotni podminky reakce
byly stejné jako v fedchozim experimentu a byl pouZit stejnyspoj a stejny pétacovy

software pro analyzu vysledk

4.8.3  Uginnost blokovaciho oligonukleotidu

Byly testovany primery (specifické k WT, bez LNA)Zdy samostath nebo
v kombinaci s blokovacim oligonukleotidem. Jako pédh byly vybrany vzorky DNA
burgénych linii a pacientské DNA (1427, 2953, 2960, 298276, 3050, 3071, 3088 a 3323;
viz prilohy, tab. C). Nejive byly ogt vzorky DNA 4x gedreckny v 10mM TRIS
(Sigma-Aldrich). Rea#ni sneés pro PCR obsahovala: fl GoTaq gqPCR Mastermix
(Promega), 2ul predreckné templatové DNA nebo 10mM TRIS (NTC), Q&1 primeru
forward 339 a reverse 340 a Q1 blokovaciho LNA oligonukleotidu 449 nebo beg {viz
piilohy, tab. A). Smis byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do rgdko
objemu 1Qul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako iegchozim experimentu a byl

pouzit stejny fpistroj a stejny péitacovy software pro analyzu vysleilk
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4.8.4 Vybér vhodného nespecifického primerového paru

Bylo testovano iinact riznych primerovych sisi (primer mix, PM) — PM 27, 169,
176, 177, 203, 236, 247, 262, 273, 276, 281, 3822(viz gilohy, tab. B) obsahujici vzdy
urtity F a R primer aidpadre i néjaky dalSi oligonukleotidi sondu (viz pilohy, tab. A a tab.
B). Tyto primerové srsi by mely amplifikovat DNA nezavisle n&KRAS mutaci. Jako
templat byly vybrany pacientské vzorky 2814, 2948047 (viz pilohy, tab. C). Nejtive
byly opét vzorky DNA 4x gedrecény v 10mM TRIS (Sigma-Aldrich). Re#&ki smés pro
PCR obsahovalal yul PCR pufr, 2 mM MgCJ, 0,2 mM dNTPs, 0,5U Thermo Start DNA
polymerase (Thermo Scientific), 0,26 EVAGreen (Biotium), 2ul predledné templatové
DNA nebo 10mM TRIS (NTC), 0,04l piislusného PM (PM 27, 169, 176, 177, 203, 236,
247, 262, 273, 276, 281, 307 nebo 322; \iiopy, tab. B). Srés byla doplgna sterilni
DEPC-treated water (Ambion) do reéalkho objemu 1Qul. Teplotni podminky PCR byly
nasledujici: vodni denaturace 15 min 95°C, daleykh: (15 sec 95°C, 50 sec 65°C a 20 sec
72°C) s ntenim fluorescenceip65°C (fluorescence byla ¢ena @i 465 - 510 nm), dale
meéteni T, pii kontinudlré stoupajici tepl@ od 72°C do 95°C (#feni fluorescence ip
kazdém posunu o0 0,1°C), nakonec 1 sec 37°C. Byiipstejny istroj a stejny pétacovy

software pro analyzu vysletlkako @i piredchozich experimentech.

4.8.5 Priprava primerovych smési specifickych k jednotlivymKRAS mutacim

Pro Gely zjednoduSeni manipulace s chemikaliemi a miliraee kontaminace
z&sobnich roztak primeii specifickych k jednotlivymKRAS mutacim, byly také zthto
primeri piipraveny primerové si#si (PM) obsahujici vzdy R primer 340¢iy F primer
specificky k jedné ze sedrKiRASmutaci (obyejné primery bez LNA, vybrano na zakéad
piedchozich experimeintviz kap. 5.1.2) a také LNA blokovaci oligonuklieb#49, vSechny
tyto ti komponenty ve stejné koncentraci. Takto bytgpmveno sedm novych PM, kazda
specificka k uité KRASmutaci (viz tab. 7; viz takérohy, tab. B).

Do dalSich experime@ituz budou pouzivany misto jednotlivych pririnéyto pgipravené
PM a to v mnozstvi 0,060Q1 na 10yl PCR reakce, diky tomu bude v reakg¢itpmen

F primer, R primer i LNA blokovaci oligonukleotidkoncentraci 0,21M (tato koncentrace

VVVVVV
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Tab. 7: Now pripravené primerové snési (PM) specifické k sedmi najastéjSim KRAS mutacim

Oznaseni Obsazené komponenty

PM Druh PM F R Dalsi
primer | primer | oligonukleotid

301 KRAS12Arg s blokem WT 338 340 449
355 KRAS12Ala s blokem WT 345 340 449
356 KRAS12Asp s blokem WT| 344 340 449
357 KRAS12Cys s blokem WT 342 340 449
358 KRAS12Ser s blokem WT| 341 340 449
359 KRAS12Val s blokem WT| 343 340 449
360 KRAS13Asp s blokem WT| 346 340 449

4.9 Uréeni limitu hodnotitelnosti

Kuréeni limitu hodnotitelnosti byly vyuZity vysledky p&riment s izné
zpracovavanymi vzorky krevni plazmy. Z krevni plazbylo izolovano celkem 96 vzoik
WT DNA (viz. prilohy, tab. E) a do polovinythto vzorki (vzorky 49 — 96) byla jjdana
DNA 1241 (viz. gilohy, tab. C) obsahujickRAS mutaci 12Asp. Pro néslednou detekci
mutace 12Asp byl pouzit nas novy PCR systém. Réaats pro PCR tedy obsahovalapb
GoTag qPCR Mastermix (Promega), fl3emplatové DNA, 0,060l PM 356 (viz gilohy,
tab. B). Smis byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do rgdko objemu
10 ul. Teplotni podminky PCR byly nasledujici: ivodendturace 2 min 95°C, déale 45 dykl
(15 sec 95°C, 50 sec 65°C a 20 sec 72°Cgiemim fluorescencerp65°C (fluorescence byla
meéiena i 498 - 580 nm), dale &teni Ty, pri kontinualré stoupajici teplétod 72°C do 95°C
(méteni fluorescenceipkazdém posunu o 0,1°C), nakonec 1 sec 37°C. Bykp stejny
piistroj astejny pétatovy software pro analyzu vysledlk jako @i piedchozich
experimentech.

4.10Priprava smiSeného standardu

4.10.1 Vybér nejvhodnéjSi koncentrace

Prvni vykEr vhodné koncentrace:
Sedm syntetickych polynukleofid514, 531, 532, 533, 534, 535 a 536 (vidghy,
tab. A) bylo n&edno ve sterilni DEPC-treated water (Ambion) na kot 0,1 uM,

0,01puM a 0,001uM. Reakni snes pro PCR obsahovala: 8 GoTaq qPCR Mastermix
(Promega), 0,02uM, 2*10° pM nebo 2*10* pM jednoho ze sedmi syntetickych
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polynukleotidi (jako templat) nebo gl 10mM TRIS (NTC), 0,060l ptislusného PM (PM
301, 355, 356, 357, 358, 359 nebo 360; Jiitopy, tab. B). Srss byla doplgna sterilni

DEPC-treated water (Ambion) do realkho objemu 1Qul. Teplotni podminky reakce byly
stejné jako v pedchozim experimentu a byl pouZit stejiispyoj a stejny péitacovy software

pro analyzu vysledk

Kombinace standardu s WT DNA
Byl testovan pouze synteticky polynukleotid 535z(@ilohy, tab. A) jako samostatny

templat nebo v kombinaci s WT DNA. Polynukleotid55Byl jeSt vice n@edn v 10mM
TRIS (Sigma-Aldrich) na koncentraci 2*fQM, 1*10* pM a 5*10° pM. Vzorek DNA 2799
(viz prilohy, tab. C) byl 4x fedfecén v 10mM TRIS. Reakni snes pro PCR obsahovala:pb
GoTaq gPCR Mastermix (Promega), 1®1AM, 5*10° uM nebo 2,5*1F pM syntetického
polynukleotidu 535 jako samostatny templat neboOf*iM, 5¥10° pM nebo 2,5*1F uM
syntetického polynukleotidu 535 v kombinaci $ifLl4x predcedkné WT DNA 2799 (srés
standardu a WT DNA jako templat) nebqu10mM TRIS (NTC), 0,060 PM 357 (viz
piilohy, tab. B). S byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do redko
objemu 10ul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako iegchozim experimentu a byl

pouzit stejny pistroj a stejny péitacovy software pro analyzu vysleilk

DalSi vylEr vhodné koncentrace vSech standarckombinaci s WT DNA:

VSech sedm syntetickych polynukledatidl14, 531, 532, 533, 534, 535 a 536 (viz
piilohy, tab. A) bylo je&t vice nd@edno v 10mM TRIS (Sigma-Aldrich) na koncentraci
1*10° pM, 5*10° pM a 2,5%10° pM. Vzorek DNA 3068 (viz filohy, tab. C) byl 4x
piedredén v 10mM TRIS. Realni snés pro PCR obsahovala: b GoTaq qPCR Mastermix
(Promega), BLO' pM, 2,510 uM nebo 1,2510'uM jednoho ze sedmi polynukleotid
v kombinaci s 1ul 4x predleckné WT DNA 3068 (jako templat) nebo |# 10mM TRIS
(NTC), 0,0602ul piislusného PM (PM 301, 355, 356, 357, 358, 359 ridfy viz fFilohy,
tab. B). Smis byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do kedko objemu

10ul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako regchozim experimentu a byl pouzit

stejny fFistroj a stejny pd&tacovy software pro analyzu vysleflk
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4.10.2 Test smiSeného standardu

Synteticky polynukleotid 534 (viz iflohy, tab. A) byl n&edn v 10mM TRIS
(Sigma-Aldrich) na koncentraci®0® pM. Ostatnich Sest syntetickych polynukleatisll4,
531, 532, 533, 535 a 536 (vizilphy, tab. A) bylo neectno v 10mM TRIS na koncentraci
6,251.0° uM. Vzorek DNA 3068 (viz filohy, tab. C) byl 4x pedredsn v 10mM TRIS.
VSech sedm rradénych polynukleotid a pred'edkna WT DNA byly smichany ve stejném
pomeru, ¢imz vznikl ,smiSeny standard“ obsahujici nejvh&dn koncentrace jednotlivych
syntetickych polynukleotitl jak bylo vybrano na zakladpredchozich experimeinta WT
DNA (viz tab. 8).

Tab. 8: Koncentrace jednotlivych polynukleotidi a WT DNA ve smiSeném standardu

Polynukleotid Koncentrace| Vysledné mnozstvi polynukleotidu v reakci
[kM] [pmol]

514 7,81C10° 1,5610%

534 6,25.10° 1,2510*

535 7,81C10° 1,5610%

533 7,81C10° 1,5610"

531 7,81C10° 1,5610%

532 7,81C10° 1,5610%

536 7,81C10° 1,5610%
VZODrﬁij_\WT Recdkni Vyslednéredni WT DNA v reakci

3068 32x 160x

Reakni snes pro PCR obsahovala: i GoTag gPCR Mastermix (Promega),u2
smiSeného standardu (jako templat) nelpd 20mM TRIS (NTC), 0,06021 prislusného PM
(PM 301, 355, 356, 357, 358, 359 nebo 360; vilopy, tab. B). Srés byla doplgna sterilni
DEPC-treated water (Ambion) do realkho objemu 1Qul. Teplotni podminky reakce byly
stejné jako v fedchozim experimentu a byl pouZzit stejiispyoj a stejny péitacovy software

pro analyzu vysledk

4.11 Uréeni optimalniho mnoZstvi templatové DNA

Bylo testovano, jaké vstupni mnozstvi templatovéADjd nejvhodgjsi pridavat do
reakce. Jako templat byla vybrana DNA &tme linie NCI-H1975 (vzorek 3234; viZipohy,
tab. C). Nejprve byla pomoci Nanodropu (Spectrofeter ND 1000, Biotech) zftfena
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koncentrace vzorku DNA 3234, ktetdni 231,68 ngil. Poté byla z tohoto vzorku DNA
ptipravena dildni fada v 10mM TRIS (Sigma-Alrich), kdy kazdé nasledujedni bylo 4x
fedngjsi nez pedchoziRedni a jednotlivé koncentrace byly nasledujici (wb.t9):

Tab. 9: Koncentrace DNA v dilwni Fadé vzorku 3234

. . Koncentrace DNA | Koneiné mnozstvi DNA v reakci
Red&ni
[ng/p] [ng]
ngedkné 231,68 115,84
4x 57,92 28,96
16x 14,48 7,24
64X 3,62 1,81
256X 0,905 0,453
1024x 0,226 0,113
4096x 5,66*10 2,83*10°

Reakni snts pro PCR obsahovala: |8 GoTag gPCR Mastermix (Promega), b
templatové DNA (jednotlivéecéni diluéni fady), 0,2uM forward primeru 339 a reverse
primeru 340 (viz flohy, tab. A). Snis byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion)
do reakniho objemu 10ul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako iegchozim

experimentu a byl pouzit stejnyiptroj a stejny péitatovy software pro analyzu vysleilk

4.12 Uréeni meze detekce

4.12.1 Vybér a fedéni bunéénych linii

Podle databaze COSMIGanku Mitsudomiet al, 1991 a vysledk diivéjSiho testovani
komegnim kitem TheraScreen DxS byly vybirany vhodné kgddNA riznych bugcnych
linii obsahujicich jednotlivikRASmutace a jedna b&&éna linie neobsahujici Zadnd{RAS
mutaci. Bylo vybirano ze vzoikl241, 2961, 2962, 3012, 3021, 3159, 3234, 325884 8viz
piilohy, tab. C). Nejprve byla pomoci Nanodropu (Sp#otometer ND 1000, Biotech)
zmeiena koncentrace vSech deviti vabfkNA (viz tab. 17).

Osm vybranych vzofk (sedm biecnych linii s iznymi KRAS mutacemi a jedna
bunecna linie bezKRAS mutace, viz kapitola 5.5.1) byly poté ifeeény v 10mM TRIS
(Sigma-Aldrich) na koncentraci 10 md/a z DNA sedmi bugnych linii obsahujicich
jednotlivé KRASmutace, byly fipraveny diléni fady ve WT DNA 3234. Jednotliviiedini
obsahovala 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,25 % a 0,125u6wvané DNA na pozadi WT DNA.
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4.12.2 Uréeni meze detekce pomoci bwiné linie NCI-H2009

Bylo testovano, jaké mnozstvi mutované DNA na p0o2&0 je tento PCR systém
schopen zachytitJako templat byla pouzita ddoi fada DNA bugéné linie NCI-H2009
(vzorek 3250; viz filohy, tab. C) obsahujidlRASmutaci 12Ala v koncentraci 100%, 4 %,
2%, 1 %, 0,5 %, 0,25 % a 0,125 % na pozadi WT DjdR pbylo vySe popsano (kap. 4.12.1).
Reakni snmés pro PCR obsahovala: gl GoTag gPCR Mastermix (Promega), Qb
templatové DNA (jednotlivéiedEni dilucni fady) nebo 10mM TRIS (NTC), 0,0604l
piislusného PM (PM 307, 301, 355, 356, 357, 358, r8&% 360; viz filohy, tab. B). Snés
byla doplréna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do rgdko objemu 1Qul. Teplotni
podminky reakce byly stejné jako feplchozim experimentu a byl pouZzit stejn§ispoj

a stejny poitacovy software pro analyzu vysledlk

4.12.3 Uréeni limitni ACt pro ostatni KRAS mutace

Podobi jako v gredchozim experimentu bylo zjgvano limitniACt (na hranici 1 %
mutace na pozadi WT) u zbylych Sesti &tnych linii (pro zbylych SesKkRASmutaci).Jako
templat byly pouzity DNA buwenych linii AsPC-1, NCI-H157, NCI-H358, A549, NCI-26
a NCI-H647 tedtni z dive pipravenych dildnichtad, viz kap. 4.12.1) obsahujidigiusnou
KRASmutaci v koncentraci 100% a 1 %. Ré&aksmés pro PCR obsahovala: |3 GoTaq
gPCR Mastermix (Promega), O templatové DNA (jednotlivéieni dilucni fady) nebo
10mM TRIS (NTC), 0,0602l prislusného PM (PM 307, 301, 355, 356, 357, 358, r&&d8
360; viz gilohy, tab. B). Smss byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do
reakéniho objemu 10pul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako fegchozim

experimentu a byl pouzit stejnyiptroj a stejny péitatovy software pro analyzu vysleilk

4.13 Analyza realnych vzorki

Nasim kompletnim PCR systémem bylo analyzovano etvpacientskych vzotk -
vzorky 2814, 3209, 3194, 3047, 2950, 2951, 27892729952, 2944, 2912, 3050, 2953, 3323,
2976, 3071, 3088, 3064, 2977 a 2829 (jitvel otestované kitem TheraScreen, vidghy,
tab. C). Nejdive byly vzorky DNA 4x pedredny v 10mM TRIS (Sigma-Aldrich). Re&ki
smeés pro PCR obsahovala: i GoTaq gPCR Mastermix (Promega),uR 4x predredné
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templatové DNA, 2ul smiSeného standarduriffraveny viz tab. 8) nebo 10mM TRIS (NTC),
0,0602pl ptislusného PM (PM 307, 301, 355, 356, 357, 358, B&0 360; viz filohy,
tab. B). Smds byla dopléna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do f@d@ko objemu
10ul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako regchozim experimentu a byl pouzit
stejny fFistroj a stejny péitatovy software pro analyzu vysledlkPrincip rozlozeni na 96ti
jamkové destice je stejny jako u kitu TheraScreen DxS, tedy vandeti sloupcich dvanact
raznych templét (smiSeny standard, NTC a deset vagplacient)) a pro kazdy templat osm

reakci siiznymi PM (kontrolni reakce a sedm reakci pro seinychKRASmutaci).

4.13.1 Hodnoceni opakovatelnosti metody

Pro zjiStni, zda je naS novy PCR systém schopen davat opek®tejné vysledky,
byly celkem 5x analyzovany pacientské vzorky 328094, 3047 a 2950 (viZiohy, tab. C)
Nejdiive byly vzorky DNA 4x pedrediny v 10mM TRIS (Sigma-Aldrich). Reaki snes pro
PCR obsahovala: il GoTag qPCR Mastermix (Promega)uR4x prededné templatove
DNA, 0,0602 pl ptislusného PM (PM 307, 301, 355, 356, 357, 358, 8880 360; viz
piilohy, tab. B). S byla doplgna sterilni DEPC-treated water (Ambion) do redko
objemu 1Qul. Teplotni podminky reakce byly stejné jako fegchozim experimentu a byl

pouzit stejny pistroj a stejny péitacovy software pro analyzu vysleilk
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5 Vysledky

5.1 Vybér typu a koncentrace primeri a blokovaciho oligonukleotidu

5.1.1 Typ a koncentrace primen specifickych k mutaci

Bylo testovano, jakou koncentraci primeru spec#tot ke konkrétnKRASmutaci je
nejvhodrjSi piidavat do reakce a také, zda bude lepSi pouZivgtepke primery nebo

vylepsSené primery s LNA.

Primery bez LNA Primery s LNA
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Obr. 6: Amplifika &ni kiivky pro r izné koncentrace primei
2598 a 2862- pozitivni vzorky; 2902 — negativni (\WZorek; NTC — beztemplatova kontrola (TRIS)

Vysledky ukazaly, Zeipkoncentraci primer 0,1uM (primery jak s LNA tak bez LNA)
je amplifikace velmi slabd aZ nedostat@. Do dalSich experimantje tedy pouZitelna
koncentrace 0,@M nebo 0,5uM. Co se ty¢e typu primeit, ukazalo se, Ze primery s LNA jsou
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dostatene specifické (i bez fidavnych blokovacich oligonukleofiyl tedy nasedaji opravdu
pouze na templat s mutaci, zatimco @pyé primery amplifikuji také WT templat (i kdyz
o rekolik cyklu pozdji). Na druhou stranu je ale amplifikace pomocinmii s LNA slabsi

a amplifikani kiivky nemaji @ilis standardni (sigmoidni) tvar (viz obr. 6).

5.1.2 Funkénost a koncentrace blokovaciho oligonukleotidu

Bylo testovano, jak oldgjné a vylepSené primery specifické ke konkr&RASmutaci
v riznych koncentracich funguji v kombinaci s blokowacbligonukeotidem viznych
koncentracich nebo bezjnExperiment byl provash tiikrat. Vysledky (viz pilohy, tab. D)
nejsou uply jednoznané. K amplifikaci templdt se specifickou mutaci (vzorky 2598
a 2862) dochazi podlecekavani okolo 24. a 29. cyklu, zatimco k amplifik&cT templafi
(vzorky 2868 a 2865) dochézi vzécii bez gitomnosti blokovaciho oligonukleotidu)
a pokud ano, tak az velmi paz(hz po 37. cyklu). Na zakladvazeni vSech dosud ziskanych
vysledki (dale viz diskuze) bylo nakonec rozhodnuto, Zendsledujicich experimainbude
nejvhodrjSi pouzivat obyejné primery v koncentraci Oy v kombinaci s blokovacim

oligonukleotidem o stejné koncentraci.

5.1.3  U¢innost blokovaciho oligonukleotidu

Tab. 10: Vysledky (hodnoty Ct aACt) p¥i pouZziti samostatnych primeti a primerd v kombinaci
s LNA blokovacim oligonukleotidem

Ct
” -y fi pouziti primeti pro WT
Vzorek | pii pouziti pouze | T\ RE S P B e | ACt
primert pro WT : .
oligonukleotidem

1427 26,58 33,95 7,37
2953 27,33 39,27 11,94
2960 25,66 36,96 11,3
2962 23,48 35,31 11,88
2976 25,24 34,20 8,96
3050 25,89 32,82 6,93
3071 25,29 33,51 8,22
3088 24,96 36,69 11,78
3323 25,35 35,77 10,4p

Vysledky (viz tab. 10) ukazaly, Ze blokovaci oligéteotid (v koncentraci, ktera byla
vybrana na zakladpiedchozich experimeiit je schopen zvysit hodnoty Ctgonérné o 9,86
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cykli oproti pouziti samotnych primiempro WT, tedy zabranit nasedani specifického WT
primeru na WT templéat a blokovat tak amplifikaci.

5.1.4 Vybér vhodného nespecifického primerového péru

Bylo testovanoiinact iznych primerovych sisi (PM 27, 169, 176, 177, 203, 236,
247, 262, 273, 276, 281, 307 a 322; vidlghy, tab. B), které by wthy amplifikovat
genomickou DNA nezavisle neaRASmutaci. Z nich bylo pdeba vybrat takové PM, které
bude pouzitelné do reakce jako pozitivni kontrddazdé ztinacti PM bylo testovano na
ttech genomickych DNA a bylo zjidvano, zda je schopnéizvolenych PCR podminkach

acinné amplifikovat genomickou DNA.

Tab. 11: Vysledky testovani nespecifickych PM

Ct Tm [°C]
zorky Poznamky
pMK 2814 | 3047 | 2944 | NTC | 2814 | 3047 | 2944 | NTC
80.29 amplifikace pozd
27 35,26, 37,32 3539 | 80,94, 82,461 | akivky nemaiji ilis
82,81 .
standardni tvar
piitomnost
169 | 24,05 2481 2282 | 81,90;8’32 /8341 | hespecifickych Tm pik
1,61} 81,61 . 0
(primerové dimery)
80,19 piitomnost
176 22,727 23,62 2198 | 8398 80,11 80,17 _ nespecifickych Tm pik
177 24,15/ 26,46 24,30 30,76 86,96 86;81 86,97 8Bdignaltaké uNTC
203 23,04} 2438 2285 | 8577 8563 8575 |
+83,01 1 82,94 piitomnost
236 26,04, 2837 2481 | 86";£6,26 86,84 —— | nespecifickych Tm pik
piitomnost
247 21841 21,91 21,55 24'2177,84 77,80 77,70 77.67 nespecifickych Tm pik

82,81} 82,49 82,58 a signal také u NTC

(primerové dimery)

262 31,78 32,84 31,09 | 8465 8448 84,53 | litikape pozd
273 22,88 2330 21,80 _ | 7961 7951 7971 |
276 2231 2204 2225 40| 8260 8246 8268 775gnaltakeuNTC

'(primerové dimery)

7 gnél také u NTC
’ﬁarimerové dimery)

281 23,25; 24,54 22,8
307 22,27; 23,85 22,3

~

38,05 82,34 8225 82,35
85,40 8523 85,29 |
amplifikagni kiivky

| 80581 g115| 81,05 | nemaiji pilis standardni
84,44 tvar

~

&

322 29,62; 30,14 28,23

Podle vysledi (viz tab. 11) lze soudit, Ze jako pozitivni ko#&ralo gipravovaného
PCR systému jsou pouzitelné PM 203, 273 nebo 3@Zd& z &chto i primerovych srési

pii pouzitétm mnozstvi (0,044 na 10 pl reakce) a P zvolenych podminkach ¢inné
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amplifikuje genomickou DNA, nevykazujerfippmnost nespecifickych produki@ani netvei
primeroveé dimery. Z&hto ¥ vhodnych PM bylo vybrano PM 307, které se budeZpaat do
reakce jako pozitivni kontrola (podle které se bhdenotit mnozstvi DNA v pacientském

vzorku a odpgitavat hodnotyACt podob# jako u kometniho kitu TheraScreen DxS).

5.2 Uréeni limitu hodnotitelnosti

Na zéklad vysledki (viz prilohy, tab. E) je #ejmeé, Ze u vzork do kterych nebyla
pfiddna DNA s mutaci (vzorky 1 — 48), k amplifikacorpoci specifického PM &kdy
dochéazelo, ale pokud se jednalo sknteo specificky produkt (na zakladnalyzy Tm(180)
tak vzdy az po 35. cyklu (Ct 35). Pokud udchto WT vzorki bylo Ct< 35, nejednalo se
o amplifikaci, ale o dimerizaci primérTm [ 77). Naopak u vSech vzarkdo kterych byla
piidana DNA s mutaci (vzorky 49 — 96), dochéazelo lphifiRaci pired 35. cyklem (Ck 35)

a vzdy se jednalo o specificky produkt (Ti80). Lze tedy soudit, Ze v naSem PCR systému
muze po 35. cyklu dochazet k fal€Spozitivnim vysledkm. Limit hodnotitelnosti byl tedy

stanoven na Gt 35.

5.3 Priprava smiSeného standardu

5.3.1 Vybér nejvhodnéjSi koncentrace

Prvni vyk¥r vhodné koncentrace:

Zmirénych sedmiiznych typ polynukleotidi (z nichz kazdy obsahoval jednu ze sedmi
negasgjSich mutaciKRAS kazdy ve tech Gznych koncentracich bylo testovano s pouzitim

primeri specifickych k dané mutaci.

Tab. 12: Vysledky (hodnoty Ct) pro nizné koncentrace syntetickych polynukleotid

Ct
Koncentrac
[uMm] 0,02 2*10° 2*10*
Polynukleotic
514 5,00 5,00 9,33
534 31,98 5,00 18,10
535 5,00 5,00 8,24
533 38,45 5,00 8,98
531 38,00 5,00 10,38
532 34,74 5,00 14,54
536 5,00 5,00
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Ukazalo se, Zze hodnoty Ct nebylyimpo ungrné koncentraci polynukleotidu, jak by
mely byt (€im nizSi koncentrace tim by & byt vysSi Ct), (viz tab. 12). Ost&trkiivky
fluorescence obeén stoupaly velmi brzy (polynukleotidy byly #iiS koncentrované,
pravdépodobré doslo k pesyceni signdlu a nebylo tedy moZno spé&akvantifikovat)
a nengly vibec standardni (sigmoidni) tvar (viz obr. 7) pipatiobrt proto, Ze jako templat

byly pouzity pouze syntetické polynukleotidy.

1.034

0.934 koncentrace koncentrace "___--"_)_r’- -

0834 2¥107 uM 0,02 UM _—

0.734 \\ \ -l

0634 Td e
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Obr. 7: Amplifika éni k¥ivky pro rézné koncentrace polynukleotidu 514

Kombinace standardu s WT DNA

Byl testovan pouze synteticky polynukleotid 535z(y¥ilohy, tab. A) jako templat
v nizSich koncentracich nezftippredesSlém experimentu, jednak samostatfjednak
v kombinaci s genomickou WT DNA. Vysledky potvrdilyySe zmigny predpoklad
z predchoziho experimentu. Diky niZzSi koncentraci wstip templatu (syntetického
polynukleotidu) jsou hodnoty Ct uzimo unerné koncentraci polynukleotidu (viz tab. 13)
a pritomnost WT genomické DNA v reakci igobila, Ze kivky fluorescence maji spravny

sigmoidni tvar (viz obr. 8).

Tab. 13: Vysledky (hodnoty Ct) pro mizné koncentrace polynukleotidu 535

Koncentrace Ct
polynukleotidu
535 [uM] bez WT DNA | s WT DNA
1*10° 8,08 11,78
5+10° 11,54 14,50
2,5*10° 17,59 20,09
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DalSi vykEr vhodné koncentrace vSech standarckombinaci s WT DNA:

Opét bylo testovano vSech sedm syntetickych polynuidéo514, 531, 532, 533, 534,
535 a 536, viz filohy, tab. A) kazdy verech Kiznych koncentracich. Hodnoty Ct byly&p

piimo unerné vstupni koncentraci polynukleotidu (templatu).

Tab. 14: Vysledky (hodnoty Ct) pro nizné koncentrace syntetickych polynukleotid v kombinaci

s WT DNA
Ct
Koncentrac
[uM] 5%10°" 2,5*10" 1,25*10"
Polynukleotic

514 14,51 15,65 18,19
534 18,20 20,10 21,66
535 14,24 15,80 17,37
533 14,30 16,31 17,09
531 15,90 17,96 18,65
532 14,33 16,84 17,67
536 15,96 17,11 18,17

Hodnoty Ct u Sesti polynukleotid (514, 531, 532, 533, 535 a 536fi stejné
koncentraci se dokonce pohybovaly v rozmezi maxiial cykli, coZz znamena, Zz€dhto
Sest polynukleotitl ma giblizn¢ stejnou dinnost amplifikace a bude je tedy mozno pouzit do
piipravovaného smiSeného standardu ve stejné koaceniediny polynukleotid 534 ¢hCt
v praméru o ¢tyii cykly vySSi nez ostatni (viz tab. 14), bude s#ytdo smiSeného standardu
pouzivat ve vySSi koncentraci nez ostatni. Hodi@ity vstupni koncentrace polynuklediid
1,510 uM se pohybuiji okolo 17. — 18. cyklu, co? jerfpo dive, ne? je pdeba. Do

smiSeného standardu bude tedy nutno pouzivat peshsi koncentraci polynukleotidtak,

aby hodnoty Ct120).
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5.3.2 Test smiSeného standardu

SmisSeny standard (vSech sedm syntetickych polyotidte 514, 531, 532, 533, 534,
535 a 536 obsahujicich jednotliM€RAS mutace, obohacené o WT DNA, v takovém
vzajemném powru, ktery se na zéklgdpredchozich experimeintukazal jako nejvhodijsi
— viz tab. 8) byl testovan s pouzitiniznych primedt specifickych k jednotlivymKRAS
mutacim. Stejny experiment byl proveden dvakradidy Ct @i pouZiti tiznych primei se

pohybovaly v rozmezi maximalrii cykla a vzdy okolo dvacéatého cyklu (viz tab. 15).

Tab. 15: Vysledky (hodnoty Ct) pro smiSeny standard

Pouzité PM Ct
specifické k mutaci | experiment 1| experiment 2
PM 301 (12Arg) 20,54 20,28
PM 358 (12Ser) 20,94 21,15
PM 357 (12Cys) 19,69 19,73
PM 359 (12Val) 19,35 19,21
PM 356 (12Asp) 21,21 21,42
PM 355 (12Ala) 19,84 19,94
PM 360 (13Asp) 22,04 21,73

5.4 Uréeni optimalniho mnozstvi templatové DNA

Bylo testovano, jaké vstupni mnoZzstvi templatovéADjd nejvhodrjsi pridavat do
reakce. Na zakladvysledki (viz tab. 16) lze soudit, Ze tento PCR systém ghopen
amplifikovat i velmi malé vstupni mnozstvi temph@oDNA (mérk nez 0,5 ng). Je ale &t
Ze @i mnoZstvi mensim nez 2 ng uz hodnoty Ct neodpgiviidestupnému stuprfedni a g
mnoZstvi 0,113 ng je hodnota Ct vySSi nez 35, eaiZjza limitem hodnotitelnosti. Minimalni
vstupni mnozstvi templatové DNA by tedglmbyt 2 — 5 ng.

Tab. 16: Vysledky (hodnoty Ct) pro nizna fedéni DNA 3234

Redni MnoZzstvi DNA v reakci [ng] | Ct
3234 115,84 24,18
3234/4 28,96 25,95
3234/16 7,24 27,34
3234/64 1,81 30,07
3234 /256 0,453 30,99
3234/1024 0,113 35,84
3234/4096 2,83*16 o
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Pri priliS vysokém mnoZstvi DNA idZe naopak dojit kipsyceni signalu.iPvstupnim
mnozstvi DNA vySSim nez 100 ng ampliféka kiivka nentla standardni (sigmoidni) tvar,
byla porekud zkosena (viz obr. 9), coz znamena, Zetrajg doSlo k gesyceni signalu. Lze

tedy soudit, Ze maximalni vstupni mnozstvi templ@tdNA by nElo byt méré nez 100 ng.

18.756 3234/16
16.756 3234/4
14.756 & ~3434/64
_ 12756 i 3234/256
3 Ao J
2 1075
§' 8756 / /"/,.- o 3234
§ 575 Y .
i s
i 2756 k-2 %
il
7 Bl 3234/4096
1244 i -
2044 —— —--—_____________.---""-
5 10 15 20 5 0 kS 40 45

Cycles

Obr. 9: Amplifika ¢ni k¥ivky jednotlivych Fedéni DNA 3234

5.5 Uréeni meze detekce
5.5.1 Vybér a redéni bunéénych linii

Byly vybirany vhodné vzorky DNAuznych bugénych linii obsahujicich jednotlivé
KRASmutace a jedna b&&na linie neobsahujici Zzadnd{RASmutaci (kterd bude pouzita
protedni DNA ostatnich bustnych linii).

Tab. 17: Koncentrace DNA a ffitomné KRAS mutace vzorki vybranych bunéénych linii

vzorek BUReiNa R — PtitomnaKRAS ) Pfitomr_léKRAS_mutace PtitomnakKRAS

DNA linie [ng/ul] mutace dle databdaz dle Mitsudomi et al. mutace podle
COSMIC (1991) TheraScreen

1241 AsPC-1 286,91 12Asp nez§isb 12Asp
2961 NCI-H620 328,40 nezjigto nezjis¢no 12val
2962 NCI-H157 294,46 12Arg 12Arg 12Cys
3012 A549 207,47 12Ser nez§iso 12Ser
3021 NCI-H647 225,30 13Asp 13Asp 13Asp
3159 HPAC 486,67 12Asp nezgab 12Ser
3234 NCI-H1975 231,68 neg nez§iso neg
3250 NCI-H2009 103,45 12Ala 12Ala 12Ala
3339 NCI-H358 71,92 12Cys 12Cys ne ki
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Na zaklad vysledki (viz tab. 17) Ize soudit, Ze vSechny vzorkglyndostaténou
koncentraci DNA, ale vysledky analyl§RASmutace komenim kitem TheraScreen DxS se
ne vzdy shodovaly s informacemi v internetové datalcOSMIC a publikaci Mitsudonet
al. (1991). Konkréta vzorek DNA bugcné linie HPAC ndl podle databaze COSMIC
obsahovat mutaci 12Asp, ale podle kitu TheraSchsgmozitivni na mutaci 12Ser. Naopak
vzorek DNA bur¢né linie NCI-H157 nal podle databaze COSMIC i publikace Mitsudahi
al. (1991) obsahovat mutaci 12Arg, ale podle kitu @Sereen byl pozitivnhi na mutaci
12Cys. Bugcna linie HPAC nebude tedy pouzita do dalSich expenii, protoze rejme
neobsahuje @ekavanouKRAS mutaci 12Asp, ale mutaci 12Setjg@mz pro mutace 12Asp
i 12Ser jsou dostupné jiné vhagii burécné linie. Co se e buré¢né linie NCI-H157, bude
jest dale testovana, protoze jina kana linie obsahujici mutaci 12Arg stéjneni dostupna
a je mozné, Ze na rozdil od kitu TheraScreen DxSps naSem PCR systému bude
amplifikovat sprava jako 12Arg. Koneény vybdr burg¢nych linii, které budou déle
pouzivany pro zjigni limitu detekce (jaké mnoZstvi mutované DNA nagdi WT DNA je
tento PCR systém schopen zachytit) je tedy nastddpro mutaci 12Ala linie NCI-H2009,
pro 12Asp linie AsPC-1, pro 12Arg linie NCI-H157% (ple pateba otestovat, jak se bude
amplifikovat v tomto PCR systému), pro 12Cys l[iN€I-H358, pro 12Ser linie A549, pro
12Val linie NCI-H620 a pro 13Asp linie NCI-H647.kia WT DNA, kterou budou ostani
burgcné linie fedkny, byla vybrana DNA busgné linie NCI-H1975. Zd&chto sedmi
vybranych vzork DNA burgcnych linii (obsahujicich izné KRAS mutace) bylo tedy
piipraveno sedm diktnich fad, které obsahovaly 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,25 %135 %
mutované DNA na pozadi WT DNA linie NCI-H1975 (vekr3234). Tyto diltni rady

budou nasledhpouzity pro zjiSni limitu detekce.

5.5.2  Uréeni meze detekce pomoci buiné linie NCI-H2009

Pomoci diléni fady DNA burgcné linie NCI-H2009 (vzorek 3250) obsahujKRAS
mutaci 12Ala v koncentraci 100%, 4 %, 2 %, 1 %, %50,25 % a 0,125 % mutované DNA
na pozadi WT DNA 3234 (viziflohy, tab. C) bylo testovano, jaké mnoZstvi mutév®NA
na pozadi WT je tento PCR systém schopen zachytit.
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Tab. 18: Vysledky (hodnoty Ct aACt) kontrolni reakce a reakce pro mutaci 12Ala u duéni Fady
DNA bunééné linie NCI-H2009

Podil mutace| Ct kontrolni reakce Ct reakce 12Ala ACt
na pozadi WT| (PM 307) | (PM 355)

100 % 25,22 26,36 1,13
4% 24,22 30,91 6,69
2% 24,48 31,97 7,49
1% 24,18 32,78 8,6

0,5% 24,11 34,40 10,29

0,25 % 24,05 36,74 12,69

0,125 % 23,97 35,05 11,08

Vysledky (viz tab. 18) odpovidajicekavani. V kontrolni reakci dochazi k amplifikaci
vzdy okolo 24. cyklu (Ckontroini reakcel] 24), celkové mnoZzstvi DNA se totiz nemi. Naopak
hodnoty Cteakce pro mutacS€ f#i jednotlivych redénich postup#é zvysuji, jak klesa mnozstvi
mutované DNA (zvySuje se tedy postdprnodnotaACt). Podle vysledk Ize tedy soudit, Ze
tento PCR systém ma velmi nizky limit detekce, dekaachytit i pouhé 0,5 % mutované
DNA na pozadi WT DNA (vzorky s niz§im podilem muaoe DNA se amplifikovaly aZ po
35. cyklu, coz je uz za limitem hodnotitelnosti @it uz hodnoty Ct nejsouimo untrné
stupnifedini). V praxi ale neni jasné jaky (a zdabec rgjaky) klinicky vyznam ma tak malé
procento mutace. Proc¢ély dalSich experimefttedy postéi, kdyZz bude limit detekce
nastaven na 1% mutované DNA na pozadi WT. Hoddd@a (rozdil Ct kontromni reakce
a Ctreakce pro mutadiPii 1 % DNA sKRASmutaci 12Ala je 8,6; coz bude tedy limitkCt, podle
kterého se bude hodnotit pacientsky vzorek na maf&la. Pokud bud@&Ct jcakce 12a1:< 8,6;
pacientsky vzorek bude pozitivni RASmutaci 12Ala. Pokud bud&Ct (cakce 124> 8,6;
pacientsky vzorek bude negativnikKRASmutaci 12Ala, nebo podil mutace je nizsi nez 1 %,
coz se také bude hodnotit jako negativni. Saejor bude opt nutné brat v Gvahu zarove
limit hodotitelnosti stanoveny na Gt 35, hodnoty Ct 35 tedy nebudou brany v Gvahu.
V néasledujicich experimentech bude gepbteba zjistit limitni hodnotyACt pro ostatnich
SestKRASmutaci (pro tyto €ely vSak bude stit testovat u ostatnich b&nych linii pouze
fedéni 100 % a 1 %).

5.5.3 Ur¢eni limitni ACt pro ostatni KRAS mutace

Podobr jako v gedchozim experimentu bylo testovano limiftx@€t (na hranici 1 %

mutace na pazadi WT) u zbylych Sé&RASmutaci.
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Tab. 19: Vysledky (hodnoty Ct aACt) kontrolni reakce a reakce pro mutaci u vzorki DNA
bunéénych linii

Testovana| Pouzita Podil Ct kontrolni | Ct reakce| ACt (pri
KRAS burgéna mutace reakce pro 1% Poznamky
mutace linie (PM 307) mutaci | mutace)
100 % 25,66 28,95 ACt jako rozdil mezi Ct reakcp
- 1 0, 0,
12Asp AsPC-1 1% 24.00 35.42 6,47 pro mutaci pi 100 % a 1 %
mutace
100 % 26,02 o Neslo hodnotit, butna linie
12Arg NCI-H157 0 - skute&né obsahovala jinou
1% 23,98 — mutaci, neZ bylo publikovang.
100 % 38,03 33,84 Neslo hodnotit, buena linie
12Cys NCI-H358 0 - se neamplifikovala podle
1% 24,03 — ocekavani,
100 % 24,89 33,96 ACt jako rozdil mezi Ct reakcp
12Ser A549 1% 24.20 40 6,04 pro mutaci pi 100 % a 1 %
mutace
100 % 25,81 25,17
12Vval NCI-H620 10 23.70 31,78 8,08
100 % 25,80 30,75 ACt jako rozdil mezi Ct reakcp
13Asp NCI-H647 1% 23.89 40 9,25 pro mutaci pi 100 % a 1 %
mutace

Na zaklad vysledki (viz tab. 19) bylo mozné spravivyhodnotit limitni ACt (rozdil
Ct kontrolni reakce® Clreakce pro mutadi Pil 1 %0 KRASmutace pouze u baéné linie NCI-H620, tedy
pro mutaci 12 Val, limitnACt je 8,08. U bu&inych linii AsPC-1, A549 a NCI-H647 bylo uz
pri 100 % mutace Chakce pro mutac® MEKOlik cyklt vySSi nez Clontroini reakce(Spravé by mely
stoupat piblizné ve stejném cyklu, Glontroini reakceld Ct reakce pro mutagi U t€chto ¥ bungénych
linii bylo wuréeno limitni ACt jako rozdil Cteakce pro mutaci # 100 % mutace
a Ct reakce pro mutaciip 1 % mutace BUNEENa linie NCI-H157 nakonec opravdu neobsahovala
ocekavanou mutaci 12Arg a beima linie NCI-H358 s mutaci 12Cys se neamplifikovala
dostatén¢ ani v kontrolni reakci, proto wdhto dvou budcnych linii limitni ACt nebylo

mozno vyhodnotit.

5.6 Analyza realnych vzorki

NaSim kompletnim PCR systémem bylo analyzovano etvpacientskych vzotk jiz
diive diagnostikované kitem TheraScreen DxS). Vysfetyly hodnoceny na zaklad

limitniho ACt pro jednotlivé mutace, které byly zfigy v g‘edchozich dvou experimentech
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(viz tab. 21), na zakladoho, zda hodnoty Ct nigkratili prah hodnotitelnosti (Ct 35) a na
Zéklad SpeCIfle)'ICh hOant Tm (T%ntromi reakcé] 83,5 a Tmeakce pro mutacD 80).

5.6.1 Nespecifické nasedani primai (zkiizené reakce)

Bylo také zjis¢no, Ze mezi reakcemi detekce mutadizen dochazet k dité zlkiizené
reakci (nespecifickému nasedani prifherZkiizené reakce primérv piitomnosti mutace
12Ala byly hodnoceny na zakladrysledki analyzy limitu detekce u diémi fady DNA
bungéné linie NCI-H2009 (viz filohy, tab. F) a pacientského vzorku 2814 (piitohy, tab.

H, J a K). ZkiZzené reakce primérv piitomnosti mutace 12Asp byly hodnoceny na zéklad
vysledki analyzy @ti pacientskych vzork obsahujich tuto mutaci (vzorky 3209, 3194, 3047,
2950 a 2951, iplohy, tab. H, J a K). ZkZené reakce primerv piéitomnosti mutace 12Arg
nemohly byt zji&ny, protoZe nebyl k dispozici vhodny pacientskyrekonebo bu&né linie

s touto mutaci. Zkzené reakce primerv pritomnosti mutace 12Cys byly hodnoceny na
zaklad vysledki analyzy pouze jednoho pacientského vzorku 2782 (fkilohy, tab. H,

J a K). Stejn tak zkiZzené reakce priméw piitomnosti mutace 12Ser byly hodnoceny pouze
na zaklad vysledki analyzy jednoho pacientského vzorku 2997 @filohy, tab. H, J a K),
vice vysledk analyz vzork s €mito mutacemi nebylo k dispozici. Zikené reakce primeér

v prfitomnosti mutace 12Val byly hodnoceny na zaklagsledki analyzyctyi pacientskych
vzorkl obsahujich tuto mutaci (vzorky 2952, 3064, 2972829, vizpiilohy, tab. H, J a K).
Zkiizené reakce primérv piitomnosti mutace 13Asp byly hodnoceny na zaklagsledk
analyzy dvou pacientskych vzdrlobsahujich tuto mutaci (vzorky 2944 a 2912; piidohy,
tab. H, J a K). Na zakladeéchto analyz byl vytvien vzorec nespecifického nasedani primer

(zkiizené reakce) - viz tab. 20.

Tab. 20: Vzor zkéizené reakce pro novy PCR systém

Signal (Ct)
12Ala 12Asp 12Arg 12Cys 12Ser 12Val 13Asp
@ 12Ala ano - _ - - +1 +7
g 12Asp +4 ano _ _ - +8 _
= 12Arg nezjis&éno
@ 12Cys _ . +9 ano _ +4 +9
g 12Ser _ _ +6 _ ano +7 +7
N 12Val +5 - _ - o ano _
o 13Asp o o o o o o ano

»ANo" znamena skuteé pravy signalCisla udavaji fiblizny patet cykki po tomto signalu, kde ife byt detekovan signal ikené
reakce. Hodnty vice nez 9 cyikhejsou uvedeny, protoze tyto signaly se jiz nagfidznegativni zé&
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5.6.2 Koneéna pravidla pro hodnoceni pacientskych vzork

Na zaklad predchozich experimentoyla ucena pravidla pro hodnoceni pacientskych
vzorki.

* NTC: Nemelo by dojit k zadné amplifikaci (Zzadné hodnoty @it @am piky).

» smiSeny standardi¢lo by dojit k amplifikaci ve vSech osmi reakcicle (gemi

osmi typy PM), picemz u reakci specifickych na mutaci bglombyt Ct [0 20
a rozptyl Ct maximalkd 3 cykly, TMontrolni reakcel] 83,5 @ TMeakce pro mutac 80.
V tomto gipac jsou vSechny PM pro mutace fumk a amplifikuji spravny

produkt. Lze tedy hodnotit pacientské vzorky.

» pacientské vzorkyDetekini limit je nastaven na 1 % mutované DNA ve vzorku.

U pacienta je prokazana mutace, pokud zarove

1. ACt (rozdil Ctyontroini reakce@ Ctreakce pro mutagi< hodnotam v tabulce 21. Pokud je
ACt rovna limitni hodnat (ve vzorku je tedy iitomno 1 % mutované DNA),
analyza vzorku by se #fa opakovat.

2. Ct kontrolni reakce@ Clreakce pro mutacs 35 (p0 35. cyklu se mohou objevovat fakesSn
pozitivni vysledky, viZkap. 5.2)

3. TM kontrolni reakce L1 83,5 (amplikon kontroly — oblast genu epsin, 138 b
a TMreakce pro mutact) 80 (amplikon reakce pro mutaci — oblast 1. exoenug
KRAS 93 bp)

4. Je nutné brat v Uvahu také nespecifické nasedamiegir (zkiizené reakce).
Tento PCR systém slouzi k detekci pouze jedné rautec vzorku, pokud
néktera dalSi mutace dava pozitivni vysledek, jedeapatré o zkiZzenou
reakci (dale viz diskuze). Pokud charakter vysled&adpovida vzoru kené

reakce (viz tab. 20), j¢aba provést dalSi testovani.

Tab. 21: Limitni hodnoty ACt pro 1 % mutované DNA na pozadi WT pro novy PCR gstém

Mutace | A Ct (pro 1 % mutace)
12Ala 8,6

12Asp 6,47

12Arg nezjiséno

12Cys nezjiséno

12Ser 6,04

12Val 8,08

13Asp 9,25
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5.6.3 Hodnoceni pacientskych vzork a srovnani vysledki nového PCR systému
s vysledky komegkniho kitu TheraScreen DxS

Vysledky analyzy dvaceti pacientskych vzibrkviz prilohy, tab. H, J a K) byly
vyhodnoceny na zaklédkritérii popsanych vigdchozi kapitole (kap. 5.6.2) a 2éyv byly
srovnany se za&vy analyzy komamim kitem TheraScreen DxS. Bylo z§igb, Ze v osmnacti
piipadech ze dvaceti byl kotrey zawr analyzy pomoci naSeho nového PCR systému stejny
jako z&w¥r analyzy pomoci kitu TheraScreen a ve dviipadech se z&wy liSily (viz tab. 22),

coz v8ak ma s vyjimkou vzorku 3050 minimalni prekyi vyznam (viz diskuze).

Tab. 22: Vysledky (z&¥r) nového PCR systému a kitu TheraScreen

vzorek Vysledek Vysledek nového
TheraScreen| PCR systému
2814 12Ala 12Ala
3209 12Asp 12Asp
3194 12Asp 12Asp
3047 12Asp 12Asp
2950 12Asp 12Asp
2951 12Asp 12Asp
2782 12Cys 12Cys
2997 12Ser 12Ser
2952 12Vval 12Val
2944 13Asp 13Asp
2912 13Asp 13Asp
3050 neg 12Val
2953 neg neg
3323 neg neg
2976 neg neg
3071 neg neg
3088 neg neg
3064 | 12Asp, 12Val 12Val
2977 12Vval 12Vval
2829 12Vval 12Vval

Statistické vyhodnoceni

Byly porovnavany hodnoty ziskané novym PCR systénpem piilohy, tab. H a J)
a kitem TheraScreen (vizifphy, tab. G a I), a to hodnoty: ¢hiroini reakce Ct reakce pozitivni mutace
(pokud byly u obou metod zé&wy stejné) aACt reakce pozitivni mutac§POKUd byly u obou metod
zawry stejné). Bylo zji&no, Ze novy PCR systém dava systematicky nizsidtyddt nez kit
TheraScreen, v pméru o 2 cykly (viz obr. 10 a 11). Takeé bylo zfi8b, Ze mezi hodnotami
ACt reakce pozitivni mutacd10VENO PCR systému a kitu TheraScreen neni sthjistyznamny
rozdil (viz obr. 12).

Zzpracovano s pomoci Mgr. Jany Firstove
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Obr. 10: Srovnani odchylek hodnot Ctniroini reakce U Kitu TheraScreen a nového PCR systému
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Obr. 11: Srovnani odchylek hodnot Cteeakce pozitivni mutace U Kitu TheraScreen a nového PCR systému
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Obr. 12: Srovnani odchylek hodnotACt reakce pozitivni mutace U Kitu TheraScreen a nového PCR systému

5.6.4 Hodnoceni opakovatelnosti metody

Vzorky 3209, 3194, 3047 a 2950 (vSechny obsahnjidiaci 12Asp) byly analyzovany
v péti opakovanich (viz plohy, tab. L, M a N), aby bylo zji&o, zda novy PCR systém
dokdze p analyze stejného vzorku davat opakavastejné vysledky. Ve vSechétp
opakovanich u vSeclityfech vzork byla diagnostikovana stejnd mutace 12Asp podle
ocekavani. V pipadt vzorku 3194 sice byla véech z @ti opakovani diagnostikovana podle
nastavenych kritérii také mutace 13Asp, dipgdna druha mutace nebude u tohoto vzorku

brana v Uvahu (viz diskuze).

Statistické vyhodnoceni

Byly porovnavany odchylky od pméru hodnot (z jednotlivych opakovani) pro
jednotlivé vzorky (viz pilohy, tab. L, M a N), ato odchylky hodnot: Gdntroni reakce
Ctreakce 12asp ACt reakce 12asp TMkontroini reakce@ TM reakce 12asp U 0dchylek zadné z¢hto
hodnot nebyl zji&n statisticky vyznamny rozdil (viz obr. 13 — 17).

zpracovano s pomoci Mgr. Jany Furstové
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Obr. 13: Srovnani odchylek hodnot Ctnirolni reakce (Z péti opakovani) pro jednotlivé vzorky
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Obr. 14: Srovnani odchylek hodnot Cteakce 12asp(Z PEti 0Opakovani) pro jednotlivé vzorky
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Obr. 15: Srovnani odchylek hodnotACt reaxce 12asp(Z PEti Opakovani) pro jednotlivé vzorky
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Obr. 16: Srovnani odchylek hodnot Tmyentromni reakce (Z P8ti opakovani) pro jednotlivé vzorky
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Obr. 17 Srovnani odchylek hodnot TMeakce 12a5p(Z PEti Opakovani) pro jednotlivé vzorky
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6 Diskuze

Predkladana diplomova prace se zabyw devSim optimalizaci podminek PCR
systému pro detekci sedmi da§€jSich bodovych mutaci geriRAS(ve 12. a 13. kodonu
1. exonu - 12Ala, 12Asp, 12Arg, 12Cys, 12Ser, 122/aBAsp) v populaci nadorovych kitkn
a jeho srovnanim s konteim kitem TheraScreen DxS. Vyvinuty PCR systémgezen na
vySe popsané technologii ARMS (viz kap. 2.2).

Byly testovany d¥ dostupné sady primerspecifickych ke zminym mutacim
(obycejné primery a vylepSené primery s LNA) tznych koncentracich. Ukazalo se, ze
amplifikace pomoci primérs LNA je slabsi a amplifikani kiivky nemaji filiS standardni
(sigmoidni) tvar, jsou ifdmejSi a mohly by byt zagmitelné za kivky Sumu (viz obr. 6 a kap.
5.1.1). Podle vysledk (viz kap. 5.1.2 a iflohy, tab. D) Ize také soudit, Ze primery (jak
obycejné tak vylepSené LNA) jsou specifické (nased&fidpostd na templat s mutaci),
WT templatu jsowastjSi u obyejnych prime#). Dale se ukazalo, Ze ob&cvySSi mnozstvi
primeru sniZuje specifitu —<pkoncentraci primeru 0,AM dochéazicastji k slabé naznakové
amplifikaci WT templatu neZz ip koncentraci primeru 0,2M (pravdpodobré z prebytku
primeru). Kron¢ forward a reverse primeru byl do reakagéd@van také LNA blokovaci
oligonukleotid, ktery zabralje nezadouci amplifikaci WT DNA ve vzorku (viz kap1.3).
Rovrez je vidt (viz prilohy, tab. D), Ze febytek blokovaciho oligonukleotidu dokaz&ning
zabranit ioné slabé amplifikaci WT templatwim vyS8Si mnoZstvi blokovaciho
oligonukleotidu, tim vzaaf)Si amplifikace WT templatu. P zvazeni vySe zmimych
skute&nosti bylo nakonec rozhodnuto, Ze dgpmvovaného PCR systému bude nejviiggin
pouzivat obyejné primery v koncentraci O, v kombinaci s blokovacim oligonukleotidem
ve stejné koncentraci. Nejlépe sice dokaze zabramiplifikaci WT templatu nadbytek
blokovaciho oligonukleotidu, tedy koncentrageM, ale @i koncentraci 0,2AM dosahneme
Z jednotlivych primeit a oligonukleotidu bylo fipraveno sedm primerovych gsi (PM 301,
355, 356, 357, 358, 359 a 360 — viz tab. Zimipy, tab. B), picemz kazda obsahovala ve
stejné koncentraci forward ARMS primer specifickyrkité KRASmutaci (primery 338, 341,
342, 343, 344, 345 nebo 346), reversemmot primer 340 a LNA blokovaci oligonukleotid
449 (viz gilohy, tab A). Tyto PM byly fidavany v objemu 0,060@l na 10ul reakce, diky

tomu je v reakci pgebné koncentrace (O,@1) vSech fi komponent (F primeru, R primeru
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a blokovaciho oligonukleotidu). Pro kontrolni reiafaiky které se odhaduje mnozstvi DNA
ve vzorku a od které se odptavaji hodnoty ACt) bylo z tinacti dostupnych PM
nespecifickych klkKRASmutacim vybrano jako nejvhoggi PM 307. Toto PM § zvolenych
podminkach a v objemu 0,Qd na 10ul reakce (tedy koncentrace F a R primeru v reagéli o
0,2 uM) wcinné amplifikuje genomickou DNA, nevykazujefippmnost nespecifickych
produkti ani netvéi primerové dimery (viz kap. 5.1.4). PM 307 obsahpjimerovy par,
ktery amplifikuje oblast genapn2(pro protein Epsin-2) o délce 130 bp (vidlghy, tab. A

a B).

Také byl gipraven smiSeny standard @&npolynukleotid s aiekdvanymi KRAS
mutacemi) ktery by podoBnjako v gipadt kitu TheraScreen DxS fungoval jako pozitivni
kontrola (jestli vSech sedm PM specifickych pro awet vdaném dhu funguje spraw).
Slozeni smiSeného standardtippaveného tak, aby se s pomoci vSech specifickybh
amplifikoval @iblizné se stejnou dinnosti (CtO 20, @i téchto koncentracich uz nehrozi
piesyceni signalu) je popsano v tabulce 8hdén experimeriit bylo zjiS€no, Ze je nezbytné
do smiSeného standarduidavat také WT genomickou DNA, samostatné syntétick
polynukleotidy nefunguji spra¥n Na spravny pibéh reakce (a na spravny tvar vyslednych
kiivek fluorescence) fize mit vliv i pouha fitomnost genomické DNA (viz obr. 8). Také
vSak bylo zjis&¢no, Ze pitomnost WT genomické DNA zvySuje hodnoty Ct oproti
samostatnym syntetickym oligonukleatid (viz tab. 13). Nebylo vSak zjidvano pesrs,
jaky vliv na tento posun Ct majiizné mnozstvi genomické WT DNA.¢Bem ditich
experimeni se také ukazalo, ze TRIS lépe udrzuje stabilituADNeZ sterilni voda (data
neukazana), coz ie byt zgisobeno kysleou hydrolyzou DNA ve vb(kterilni voda ma pH
5 az 6). Pokud byly polynukleotidy femkny a skladovany ve veédbyly pi pouziti stejného
fedkni nangieny postupé nizSi hodnoty Ct, coZz znamena, Ze polynukleotidyly b
pravdépodobré ve vod postup® degradovany. Praedini a uchovavani madinych
polynukleotidi byl proto pouzivan TRIS fi@gemz k rozkladu DNA uz nedochazelo.

Také bylo zji§ovano, jaké mnoZstvi templatové DNA je vhodiiélgvat do reakce. Na
z&klad vysledki (viz kap. 5.4, tab. 16 a obr. 9) bylo stanover®,aptimalni mnoZstvi
templatové DNA pdavané do reakce jeiplizné mezi 5 — 50 ng, coz jsou podobné hodnoty,
jaké plati pro komeni kit TheraScreen, u¢ho bylo optimalni mnozstvi DNA stanoveno na
2 — 50 ng (TheraScreen® DxS: K-RAS Mutation Kinsttucions for use).

Bylo zjiSttno, Ze vyvinuty PCR systém ma velmi nizky limit elete (je&t niZzSi nez
komekni kit TheraScreen), dokaZze zachytit i pouhé 0,35n%iované DNA na pozadi WT
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DNA (viz kap. 5.5.2). Jak jiz ale bylo zn¢imo, neni jasné jaky (a zdahec rgjaky) klinicky
vyznam tak malé procento mutace ma (Monzsbral, 2009), interpretai pravidla byla
nastavena pro 1 % mutované DNA na pozadi WT (Stgko u kitu TheraScreen). Aby
mohla byt stanovena pravidla pro hodnoceni padigaks vzorki, byly pomoci vybranych
bung¢nych linii obsahujicich jednotlivkRASmutace zji&iny hodnotyACt pii 1 % mutované
DNA na pozadi WT. Na zakladvysledki (viz tab. 18 a 19) vSak bylo mozZzné spravn
vyhodnotit limitni ACt (rozdil Ctyontroini reakce@ Ct reakce pro mutaddfi 1 % mutace) pouze pro
mutace 12Ala a 12Val. U mutaci 12Asp, 12Ser a 13A\d8p urceny limitni ACt jako rozdil
Ct reakce pro mutaciip100 % mutace® Clreakce pro mutaciip1 % mutace ProtoZe vybrané bétiné linie se
neamplifikovaly podle gekavani. Pro mutace 12Arg a 12Cys nebylo mozndrirAiCt ukit,
protoZe buiéna linie NCI-H157, ktera #la podle publikace Mitsudomet al. (1991)
a databdze COSMIC obsahovat mutaci 12Arg, obsaageadile kitu TheraScreen mutaci
12Cys a také pomoci naseho nového PCR systémuiileowala jako 12Cys. Je mozné, Ze
DNA burg¢né linie @Bhem gstovani a pasazovani mutuje, fippct je kontaminovana jinou
burg¢nou linii, ktera ji peroste (Markovicand Markovic, 1998; MaclLeocet al, 1999;
Capes-Daviset al, 2010). Bugcnd linie NCI-H358 s mutaci 12Cys se neamplifikovala
dostaten¢ ani v kontrolni reakci. Je mozné, Ze ve vzorkuyteedostaténé mnozstvi kvalitni
amplifikovatelné DNA (viz kap. 5.5.3). Zji&té limitni ACt jsou shrnuty v tabulce 21.

Takeé bylo zjis&&no, Ze mezi reakcemi detekce mutadizen dochazet k dité zkiizené
reakci (nespecifickému nasedani prijeNagiklad, pokud je patrna vysoka Ur@veutace
12Ala, rekteré z jinych tyf mutace mohou vykazovat také pozitivni vysledek jéatotiz
znamo, ne vSechny typynismatchemezi templatem a ARMS primerem Uplzabrani
amplifikaci. Pro vysSi speciinost reakce se dopamje navrhnout primery tak, abyédy
urcity mismatchtaké na druhéféti nebo dokoncetvrté pozici od 3' konce (Old, 2000). NaSe
ARMS primery ovSem obsahujiismatchpouze na 3' konci. Podobna situace je pozorovana
také v gipack kitu TheraScreen (viz tab. 2). Nas novy PCR systlm?i tedy k detekci jedné
mutace ve vzorku DNA. Pokudtktera dalSi mutace dava pozitivni vysledek, jednaatrié
0 zkiZzenou reakci. Viceiznych mutaci ve vzorku Ize pozorovat jen velmi vea@ pokud
se @ipadna dalSi mutace objevi, prakticky nema kliniekznam (TheraScreen®: K-RAS
Mutation Kit — Instructions for use). Nutnot@dznit, Ze vzor ziZené reakce pro tento novy
PCR systém (viz tab. 20) byl vytken na zaklagl malého pétu analyzovanych vzotk Pro
mutace 12Cys a 12Ser byl hodnocen pouze na zajdddoho vzorku, vice analyzovanych

vzorki s €mito mutacemi nebylo k dispozici, a pro mutaci 1g@Adokonce nemohl byt
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vyhodnocen, protoZze tato mutace je velmi vzacnaday vhodny pacientsky vzorek ani
burgéna linie nebyly k dispozici (viz kap. 5.6.1).

Na zaklad vysledki experimeni s vzorky krevni plazmy bylo zji&to, Ze v naSem
PCR systemu iZe po 35. cyklu dochéazet k falé§mozitivnim vysledkm. Byl tedy stanoven
limit hodnotitelnosti (Ct 35) a vysledky, kdy Ct 35, uz nebudou brany v Gvahu, aby se
predeSlo pipadnym fales& pozitivnim vysledkm (viz kap. 5.2). Tento limit je aitcykly
nizsi nez u kitu TheraScreen, kde byl limit hodmbtiosti stanoven na Gt 38 (viz kap.
2.2.2), cozZ je v souladu se zfistm, Ze hodnoty Ct nattené pomoci naseho PCR systému
jsou v gameru o 2cykly niZz8i nez Ct nastené pomoci kitu TheraScreen (viz kap. 5.6.3).

Diky predchozim experimeiitn mohla byt stanovena pravidla pro hodnoceni vysied
analyzy pacientskych vzaikviz kap. 5.6.2). Na rozdil od kitu TheraScreete lse pozitivita
¢i negativita vzorku utuje na zaklaél ACt, limitu hodnotitelnosti a vzoru tiZené reakce
(kap. 2.2.2) u naseho PCR systému je nutno naeflogat také hodnoty Tm, diky kterym se
zjisti, zda se skute¢ amplifikoval specificky produkt, fppadré odhali gitomnost
primerovych dimak. NaSemu PCR systému (vzhledem k pouZzitému chemistakala&niho
barviva) na rozdil od TheraScreenu naopak chybinmstzvnitni kontrolni reakce zrtané
jinym typem fluoroforu, neni tedy mozné odhalitedpotlivych reakcichfjppadnou inhibici
PCR a niZe hrozit nebezé¢ faleSré negativnich vysledk Prozatim je nutno bréat jako
pozitivni kontrolu pouze externi, tedy smiSeny dtad (a spoléhat na to, Ze pokud funguji
vSechny reakce se smiSenym standardem, bude demgrgungovat i s ostatnimi vzorky)
a kontrolni reakci s PM 307 (a spoléhat na to, dleug vzorek DNA funguji s kontrolnim
PM, bude kvalitni i v reakcich s ostatnimi PM). @ situaci by bylo mozné wgSit napiklad
pouzitim jiného (sofistikovafjSiho) typu chemismu, né&jglad TagMan sond nebo
molekularnich majak Pouziti zn&enych sond by navic zabranilo nezadoucimu vzniku
primerovych dimek a nebylo by nutnéipanalyze vysledk hodnotit také Tm (coz by zkratilo
nutnou délku analyzy). Dale by bylo vhodné §egjistit, do jaké miry je tento PCR systém
reprodukovatelny (analyza na jinénfigtroji, jinym ¢lovékem, s jinou Sarzi chemikalii)
a robustni (odchylky v mnozstvitigavanych PCR komponent, realkch teplot atd.).
Vzhledem ke zmignym skuténostem je jasne, Ze tento PCR systém prozatim neni
komercionalizovatelny.

Presto bylo timto PCR systémem dvacet pacientskyohkuz/ySeteno a vyhodnoceno
na zaklad zvolenych kritérii (popsanych v kap. 5.6.2) a&gvbyly srovnany se z&wy

analyzy komeénim kitem TheraScreen. Jednim Zicfjripadného dalSiho projektu bude
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(stejre jako zjiseni udaj o piipadném nespecifickém nasedani primepritomnosti mutace
12Arg) zjis€ni limitni ACt na hranici 1 % mutace pro 12Arg a 12Cys, kteozgtim nebylo
mozné zjistit (viz tab. 21). Prazély analyzy dvaceti vybranych vzdrkSak zjiSéna kritéria
hodnoceni stdla. Zadny vzorek s mutaci 12Arg nebyl k dispozjek jiz bylo zmirno,
jedna se o vzacnou mutaci) a u vzorku s mutaci $3@orek 2782) byla natfena hodnota
ACt = 2,7 (viz gilohy, tab. J), coz je potm¢ nizka hodnota. Vhledem k limitnic&hCt pro
ostatni mutace (které byly v rozmezi od 6,04 d&9v# tab. 21) je velmi pra¥godobné, Ze
limitni ACt pro 12Cys bude mnohem vysSi nez 2,7 (fanmé u vzorku 2782), a proto lze
soudit, Ze vzorek 2782 danou mutaci opravdu obsafagZ bylo také potvrzeno i kitem
TheraScreen) ikdyz prozatim nezname IlimitkCt. Ze vSech dvaceti analyzovanych
pacientskych vzork se ve dvou ifipadech kongny zawr analyzy pomoci naSeho nového
PCR systému liSil od z&w analyzy pomoci kitu TheraScreen (viz tab. 22wry vySeteni
pomoci fiznych kiti a metod se mohou kterych gipadech lisit (Claytoret al, 2000; van
Heeket al, 2005; Whitehalket al, 2009) a je vidt, Ze utité rozdily existuji i mezidmito
dvéma systémy, ovSem kranvzorku 3050 maji minimalni prakticky vyznam. Vzkrg050
kitem TheraScreen diagnostikovany jako WT byl noW@R systémem diagnostikovan jako
12Val, nandtena hodnot#\Ct (7,82) se vsak blizila limitni hranici (8,083¢ltedy soudit, Zze
ve vzorku je pitomno malé procento mutace (okolo 1 %). dppE vzorku 3064
TheraScreenem diagnostikovaného jako 12Val a 12Aspy PCR systém zachytil pouze
mutaci 12Val. AvSak vzhledem ke skénesti, Ze pipadna pitomnost dalSi mutace ve vzorku
nema klinicky vyznam (rowz kit TheraScreen je ¢gn pro detekci jedné mutace ve vzorku),
je predevsim dlezité, Ze ndS PCR systém dokézal zjidtitopnnost mutace 12Val, ktera byla
piitomna v mnohem &Sim procentu DNA ACt = 2,27); (viz gilohy, tab J). Row¥
statistické vyhodnoceni potvrdilo, Zé€kali novy PCR systém posunuje hodnoty Ct oproti
kitu TheraScreen, posunuje stejak Ctiontroini reakcd@K Ctreakce pozitivni mutaceVySledné hodnoty
ACt reakce pozitivni mutacS€ tedy statisticky vyznaramelisi (viz obr. 10 - 12). Lze tedy soudit, ze
novy PCR systém dava obdobné vysledky (zachythgtepneér mutované DNA ve vzorku)
jako kit TheraScreen.

RovnéZ analyzaityr vzorki v péti opakovanich potvrdila, Ze novy PCR systém dokaze
pii analyze stejného vzorku davat opakavatejné vysledky. Vipads vzorku 3194 sice
byla ve tech z @gti opakovani diagnostikovana podle nastavenycletkiikroms otekavané
mutace 12Asp také mutace 13Asp, ale tato druhdcaubdg@t nemusi byt brana v Gvahu

vzhledem k vySe zmémym skuténostem (jako p analyze vzorku 3064). Navic hodnoty
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Ct reakce 13aspbyly ténet 35 (na hranici hodnotitelnosti), he se tedy jednat ¢po faleSw
pozitivni vysledek, a rowz hodnotyACt reakce 13aspS€ bliZily limitni hodnat (9,25); (viz
piilohy, tab M), gipadné DNA s mutaci 13Asp tedya#e byt okolo 1 %, cozZ je ¢pvelmi
malé mnozstvi, které ma minimalni klinicky vyznafmi pii statistickém porovnani hodnot
Ct ontroini reakce Clreakce 12asp ACt reakce 12asp TM kontrolnf reakce@ TM reakce 12aspN€byl zjiSEn
statisticky vyznamny rozdil mezi odchylkami hodaggkanych z §i pozorovani (viz obr. 13
— 17), lze tedy soudit, Ze tento novy PCR systépij@pakované analyze stejného vzorku

schopen davat statisticky vyznatrstejné vysledky.
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7 Zaveér

Predkladana diplomovéa prace se zabyva navrhem neapjido postupu a podminek
PCR metody (zaloZzené na principu ARMS s detekctykth v realnéméase chemismem
interkal&niho barviva) ktera by &a slouZzit k detekci sedmi rgjsgjSich bodovych mutaci
genuKRASve 12. a 13. kodonu 1. exonu: Glyl2Asp (GGT>GAGIy12Ala (GGT>GCT),
Glyl2val (GGT>GTT), Glyl2Ser (GGT>AGT), Glyl2Arg & >CGT), Glyl2Cys
(GGT>TGT) a Glyl3Asp (GGC>GACQC).

Tato diplomova prace byla vypracovana v Labdfagxperimentalni mediciny ip
Détské klinice Lék#ské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemoenDlomouc. Na
tomto pracovisti probiha rutinni diagnostika zemych sedmi neépsgjSich KRAS mutaci
u pacieni s nadorovym onemoénim a k této diagnostice je zde v gasné dob vyuzivan
komegkni kit TheraScreen DxS. U vyrob&itu TheraScreen doSloiiského roku ke zgme
majitele a k dlouhodobym problémm s dodrZzenim lity dodani soupravy. Je proto navysost
dulezité, aby laborato méla k dispozici zalozni typizai systém, ktery fize v gipad
potreby pouzit.

Nas novy PCR systém byl navrZzen tak, aby fungoeapadobném principu jako kit
TheraScreen. Oba systémy detekuji stejnych sedroviyod KRASmutaci, na stejné hranici
detekce 1 % mutované DNA, oba vyuZivaji technoloRMS a real-time detekce PCR
produktu, vysledky jsou analyzovany stejnyiiisfrojem a pditacovym softwarem a rowz
princip prace (rozmighi vzorki na 96ti jamkové desite) a analyzy je podobny. OvSem
novy PCR systém vyuziva nejjednodussi chemismusrkiaiggniho barviva, zatimco kit
TheraScreen pehkud sofistikovagjSi chemismus Scorpions. Z tohotd@ivddu u naSeho
nového systému neni moznost it kontroly a pi analyze musime brat v Gvahu nejen
hodnoty ACt, limit hodnotitelnosti a vzor #kZené reakce, ale navic také hodnoty Tm. Nas
PCR systém také (na rozdil od TheraScreenu) vykiowae forward a reverse primeru navic
LNA blokovaci oligonukleotid, ktery zahiaje gripadné nezadouci amplifikaci WT templatu.
| kdyZz veSkeré parametry a moznosti tohoto novéékiniho systému pro ziskani CE
znaky jeS€ nebyly zjiSény, navrZzena kritéria pro hodnoceni vyshkdka analyza
pacientskych vzork ukazala, Ze tento systém je schopen davat obdefsiédky jako kit
TheraScreen a rowha je schopen ip analyze stejného vzorku davat opakavestejné

vysledky.
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| kdyz tento PCR systém j&Sheni pli validovan, aby jej bylo mozno pouZzit pro
rutinni diagnostiku, je pouzitelny jako padpy prostedek pro uji&ini v piipac, Ze
vysledky ziskané pomoci jiné metody nejsou @pjednoznané. Nepochyb®h ma vsak
potencial byt dopracovan a vylepsen jako projekbariné doktorské prace a do budoucna se

muze stat velmi efektivnim, rychlym a ekonomicky vingm diagnostickym prostdkem.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ACE afinitni kapilarni elektroforéza (Affinity Céalary Electrophoresis)

ACB-RCR  PCR s alelavspecifickym kompetitivnim blokem (Allele-specif@ompetitive
Blocker PCR)

ARMS systéem, kde mutace/polymorfismus zabrani dikati (Amplification
Refractory Mutation System)

ASP alelo¥ specificky primer (Allele-Specific Primer)

bp pér bazi (Base Pair)

CDCE konstantni denatura kapilarni elektroforéza (ConstaDenaturantCapillary
Electrophoresis)

CE Communauté Européene

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane conductance IRegu

COLD-PCR PCR koamplifikacetpnizSi denaturéni teplot (CO-amplification at Lower
Denaturation temperature-PCR)

CON konzervovany (spatay) primer (CONserved primer)

Ct cyklus, ve kterém hodnota fluorescent¢ekpsila prahovou hodnotu (Cycle
threshold)

CTCE kapilarni elektroforézaigcyklujici teplog (Cycling Temperature Capillary
Electrophoresis)

ctrl oligonukleotidova kontrola

D2-PA typ fluorescetni zna&ky pro sekvencér Beckman

DGGE denaturani gradientova gelova elektroforéza (Denaturing digmat Gel

Electrophoresis)

DNA deoxyribonukleova kyselina (DeoxyriboNucléicid)

DRB gen pro HLA-DR® (z tridy Il lidskych leukocytovych antigén HLA II)

dNTP 2’- deoxynukleosidtrifosfat (2°- deoxyriboNemtide TriPhosphate)

EGFR receptor epidermalnihistového faktoru (Epidermal Growth Factor Receptor)

epn2 gen pro Epsin-2

ERK extracelularnim signalem regulovana kinazatrdeellular signal-Regulated
Kinase)

F forward

FLAG tvorba fluorescemé znaeného amplikonu (FLuorescent Amplicon
Generation)
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FRA fragilni misto

FRET rezonaéni prenos fluorescemi energie (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

GDP guanosin difosf§tGuanosine DiPhosphate)

GIYD2 GIY-YIG domain containing 2

GRB protein vazajici receptofgtovych faktoi (Growth factor Receptor-Bound
protein)

GTP guanosin trifosf{Guanosine TriPhosphate)

HLA lidsky leukocytovy antigen (Human Leukocyt@#gen)

HRM analyza kvek teplot tani s vysokym rozliSenim (High Resmot Melting
analysis)

kb kilobaze — 1000 nukleovych bazi

KRAS homolog onkogenu Kirsten rat sarcoma viru (Kirstext sarcoma viral

oncogene homolog)

LDR ligazova detedni reakce (Ligation Detection Reaction)

LNA nukleova kyselina s tzv. uza®nou konformaci (Locked Nucleic Acid)

MAPKSs mitogenem aktivované protein kinazy (Mitoggcativating Protein Kinases)

MEK MAP/ERK kinaza

MKK kinaza aktivujici MAPK (Mitogen-activated pi@in Kinase Kinase)

MKKK kindza aktivujici kinazu akrivujici MAPK (Mdgen-activated protein Kinase
Kinase Kinase)

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina (messemjboNucleic Acid)

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Niawamide Adenine Dinucleotide
PHosphate)

NQO1 NAD(P)H : quinone oxidoreductase

NTC beztemplatova kontrola (No Template Control)

p oznaeni kratSiho ramene chromozomu (z francouzskpétit)

PCR polymerazovéetzova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PM primerova sr#s (Primer Mix)

PNA Peptide Nucleic Acids

q ozn&eni delSiho ramene chromozomu (pismeno nasledugioéced po ,p*)

R reverse

RAF specificka proteinkinaza

RCA amplifikace otéivou kruznici (Rolling Circle Amplification)
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REMS-PCR selektivni PCR zpréstikovana restrilnimi endonukleazami (Restriction

RTK

RFLP

R462Q
SOMA

SOS
SpFRET
SSCP

SSP
SULT1A4
Tm

TTGE

UTR

uv
VMC8G6
WGA
WT

Endonuclease-Mediated Selective PCR)
receptorova tyrosinkinaz&éceptor Tyrosine Kinase)

délkovy polymorfismus resttikich fragment (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

alelicka varianta genu pro RNAseL

hmotnostni analyza kratkych oligonukledtigShort Oligonucleotide Mass
Analysis)

protein ,Son Of Sevenless”

jednobazovy FRET (single-pair FRET)

jednovlaknovy konforrai polymorfismus (Single-Stranded Conformation
Polymorphism)

sekvame specifické primery (Sequence Specific Primers)
phenol-preferring sulfotransferase

teplota tani (melting temperature) — teplot#, kieré dochazi k denaturaci
50 % amplikoii

gelova elektroforéza sasovém teplotnim gradientu (Temporal Temperature
Gel Electrophoresis)

negekladana oblast (UnTranslated Region)
ultrafialové z&eni (UltraViolet radiation)

mikrosatelitovy lokus (marker)

celogenomova amplifikace (Whole Genome Amgidifion)

standardni, divoky, nemutovany typ (Wild Type)
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10 Hilohy

Tab. A: Pouzité primery a polynukleotidy

Oznaeni : . . Specialni
primeru Druh primeru Smer Sekvence (5'-3") modifikace
63 VMC8G6 F F | TCAQTAATCACgAgCTTCCCy
64 VMC8G6 R R TggAgTggggATATggAAATg
221 universal gtttcttcgtcgttgegtagtg
322 KRAS externi F | AAAAggTACTggTggAgTATTTgA
323 KRAS externi R | TCATgAAAATggTCAgAgAAACC
334 CFTR exon IV F LQTATngCCAngggCCTngCAAggA
335 CFTR exon IV R | CTCCTACACCCAgCCATTTTTggC
336 alpha 1 antitrypsin = gggCCTCAgTCCCAACATggCTAAgAgg
exlIlinlll Tg
337 alpha 1 antitrypsin R CCCACCTTCCCCTCTCTCCAggCAAATYg
exlIlinlll gg
338 KRAS kodon 12Arg F | AAACTTgTggTAgTTggAgCTC
339 KRAS kodon 12Gly F | AAACTTgTggTAgTTggAgCTg
340 KRAS R TgTTggATCATATTCgTCCAC
341 KRAS kodon 12Ser| F | AAACTTgTggTAgTTggAgCTA
342 KRAS kodon 12Cys F | AAACTTgTggTAgTTggAgCTT
343 KRAS kodon 12Val F | AACTTgTgoTAgTTggAgCTgT
344 KRAS kodon 12Asp F | AACTTgTggTAgTTggAgCTgA
345 KRAS kodon 12Ala F | AACTTgTggTAgTTggAgCTgC
346 KRAS kodon 13Asp F | TgTggTAgTTggAgCTggTgA
356 D2-PA universal CACTCACAAgCTCgACgTACAC D2-PA
366 HLA-DRB F TgCCAAgTggAgCACCCAA
367 HLA-DRB R gCATCTTgCTCTgTgCAgAT
FRA ctrl2_SULT1A
388 4/GIVD2 0gAgAggTTTgTTCAACTggTC
FRA_ctrl2_SULT1A
389 4/GIYD2 R TCTACCgTAAAAgTCCCTTCCA
413 KRAS(SkidNOAr; 12Cys| £ | AAACTTgTggTAGTTggAgCTT 3LNA
. CACTCACAAgCTCgACgTACACCCTggg
422 Amelogenin F CTCTgTAAAGAA D2-PA
: gtttcttcgtcgttgcgt agt gATCAgA
423 Amelogenin gCTTAAACTgggAAGCTg
431 epn 2 F | TggTCATTTCCTCCTTTggA
432 epn 2 R | AgTACCTgCTgCTggACCAC
5'fosfo
449 KRAS LNA blok F 0g9AgCTggTggCgTAgg 3'amino
LNA
453 NQOL1 pro restrikci F | TCCTCAgQAgTggCATTCTgC
454 NQOL1 pro restrikci R | TCTCCTCATCCTgTACCTCT
KRAS okoli pro ko
477 pyrosequencing F gggCTATTTCAAAgACAAggCgA
Zleva
KRAS okoli pro ko
478 pyrosequencing R ACTTCCATCCCAAgCAgATgAg
Zleva
483 FRA3 kontrola p14.1 F | TCACCTCgAATCCTCACATgCA
484 FRA3 kontrola p14.1 R | AATggCTCACTgTTgTgACCTg
493 FRA3 kontrola 928 F | TCACAgAgCTTTTTgCCATTTCC
494 FRA3 kontrola 928 R | TTTCTgAAgggTTTTgggCAA




Oznaeni : y " o Specialni
primeru Druh primeru Sner Sekvence (5'-3") modifikace
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTCgTg
514 pozitivni kontrola = gCgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 12Arg gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTgATg
531 pozitivni kontrola F gCgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 12Asp gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTgCTg
532 pozitivni kontrola = gCgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 12Ala gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTgTTg
533 pozitivni kontrola = gCgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 12Val gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTAgTg
534 pozitivni kontrola F gCgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 12Ser gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTTgTg
535 pozitivni kontrola F gCgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 12Cys gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
TATAAACTTgTggTAgTTggAgCTggTg
536 pozitivni kontrola = ACgTAggCAAgAgTgCCTTgACgATACA
KRAS 13Asp gCTAATTCAgAATCATTTTgTggACgAA
TATgATCCAACAATA
RNAseL primer
544 mutant R462Q F gAggAAgATgAATTTgCCCA
(G>A)
546 RNAseL primer R | TCATAAACAAAGATCCCACA
common

VMCB8G6 - mikrosatelitovy lokus (marker), CFTR - @ygsfibrosis transmembrane conductance regulat@rPB - typ fluorescetni
znatky pro sekvencér BeckmabRB - gen pro HLA-DRB (ze tidy Il lidskych leukocytovych antigén- HLA Il), FRA - fragilni
misto, ctrl- oligonukleotidova kontrola, SULT1A4phenol-preferring sulfotransferase, GIYD2 - GIY-Yi@main containing 2,
NQO1 - NAD(P)H : quinone oxidoreductase, NADPH katinamid adenin dinukleotid fosfat, R462Q - alkéicvarianta genu pro
RNAseL



Tab. B: Pouzité primerové sngsi (PM)

Oznaeni DalSi primerygi
PM DIl LY F primer | R primer sondy
27 VMC8G6 63 64
169 KRAS ext 322 323
176 CFTR exon IV 334 335
177 alpha 1 antitrypsin exll inlll 336 337
203 FRA_ ctrl2_SULT1A4/GIYD2 388 389
236 HLA-DRB 366 367
242 KRAS kodon 12Cys s LNA primerem 413 340
247 Amelogenin 422 423 356, 221
262 NQOL pro restrikci 453 454
273 kras okoli pro ko pyrosequencing zleva 471 478
276 FRAS kontrola p14.1 483 484
281 FRAS kontrola q28 493 494
292 KRAS kodon 12Cys s LNA primerem a 413 340 449
blokem WT

301 KRAS kodon 12Arg s oliejnym primerem 338 340 449
a blokem WT

307 epn 2 431 432

322 RNasel standard 544 546

355 KRAS kodon 12Ala s olejnym primerem 345 340 449
a blokem WT

356 KRAS kodon 12Asp s olggjnym primerem 344 340 449
a blokem WT

357 KRAS kodon 12Cys s olggjnym primerem 342 340 449
a blokem WT

358 KRAS kodon 12Ser s obgjnym primerem 341 340 449
a blokem WT

359 KRAS kodon 12Val s olyejnym primerem 343 340 449
a blokem WT

360 KRAS kodon 13Asp s olégjnym primerem 346 340 449
a blokem WT




Tab. C: Pouzité vzorky DNA

Oznaeni - Vysledek analyzy )
vzorku Typ vzorku Diagnéza (mutace genliKRAS Poznamky
pomoci TheraScreer|
DNA burgcné linie lidsky karcinom dle databaze
1241 AsPC-1 pankreatu 12Asp COSMIC je 12Asp
1427 DNA wggge linie nezjiséno 13Asp
2598 patilrt)%;l\';\sléz)DNA karcinom jater 12Cys
2782 pacientskd DNA nezjiséno 12Cys
pacientskd DNA | karcinom tlustého o
2799 (DOWGA) stteva negativni (WT)
2814 pa‘i:{fg&jgg)m nezjistno 12Ala
2829 pa‘i:{fg&jgg)m nezjistno 12Val
2862 pazaeg\';\slléi)DNA karcinom plic 12Cys
2865 pazaeg\';\slléi)DNA karcinom plic WT
2868 pazaeg\';\slléi)DNA karcinom plic WT
pacientska DNA karcinom
2902 (poOWGA) koneiniku WT
pacientskd DNA karcinom
2912 (poOWGA) koneiniku 13Asp
pacientskd DNA karcinom
2944 (poOWGA) koneiniku 13Asp
pacientskd DNA karcinom
2950 (poWGA) koneiniku 12Asp
pacientskd DNA karcinom
2951 (poOWGA) koneiniku 12Asp
pacientskd DNA karcinom
2952 (POWGA) koneiniku 12val
pacientska DNA | karcinom tlustého
2953 (poWGA) streva wT
DNA buns¢né linie lidsky karcinom dle databaze
2960 NCI-H1975 plic wT COSMIC je WT
DNA buns¢né linie lidsky karcinom
2961 NCI-H620 plic 12val
dle databaze
DNA buns¢né linie lidsky karcinom COSMIC aclanku
2962 NCI-H157 plic 12Cys Mitsudomiet al.
(1991) je 12Arg
2976 patilrt)%;l\';\sléz)DNA karcinom jater WT
. . karcinom
2977 pacile;\\';\s/éz)DNA koneiniku, prsu a 12val
P pochvy
pacientskd DNA karcinom
2997 (poWGA) koneiniku 12Ser
DNA burg¢né linie lidsky karcinom dle databaze
3012 A549 plic 12Ser COSMIC je 12Ser
dle databaze
3021 DNA burg¢né linie lidsky karcinom 13Asp COSMIC aclanku

NCI-H647

plic

Mitsudomiet al.
(1991) je 13Asp




Oznaeni

Vysledek analyzy

vzorku Typ vzorku Diagndza (mutace genlKRAS Poznamky
pomoci TheraScreer|
pacientska DNA | karcinom tlustého
3047 (poWGA) streva 12Asp
pacientskd DNA | karcinom tlustého
3050 (poWGA) streva WT
pacientskd DNA | karcinom pfidusek
3064 (DOWGA) a plic 12Val, 12Asp
pacientskd DNA | karcinom tlustého
3068 (poWGA) streva WT
pacientskd DNA | karcinom tlustého
3071 (poWGA) streva WT
pacientskd DNA karcinom
3088 (poOWGA) koneiniku WT
DNA burgené linie lidsky karcinom dle databaze
3159 HPAC pankreatu 12Ser COSMIC je 12Asp
pacientska DNA | karcinom tlustého
3194 (poWGA) streva 12Asp
pacientskd DNA | karcinom pfiduSek
3209 (POWGA) a plic 12Asp
DNA buns¢né linie lidsky karcinom dle databaze
3234 NCI-H1975 plic wT COSMIC je WT
dle databaze
DNA buns¢né linie lidsky karcinom COSMIC aclanku
3250 NCI-H2009 plic 12Ala Mitsudomiet al.
(1991) je 12Ala
3311 paisg\ﬁ\s/éz)DNA karcinom jater WT
pacientskd DNA | karcinom tlustého
3323 (poOWGA) streva WT
dle databaze
3339 DNA burgcné linie lidsky karcinom nezjiseno COSMIC ag¢lanku

NCI-H358

plic

Mitsudomiet al.
(1991) je 12Cys




Tab. D: Vysledky experimenii — funkénost a koncentrace blokovaciho oligonukleotidu

Konc. Konc. Ct Tm [°C]

LNA | primeri | bloku | yzorek [ vzorek]| vzorek] vzorek vzorek| vzorek| vzorek| vzorek
[uM] | [UM] | 2868 | 2865 | 2598 | 2862 | NTC | 2868 | 2865 | 2598 | 2862 | NTC

24,88 29,11 80 80,11

ne 0,2 0,2 40 25,52 29,88 81,36 80,1 80,14

26,76 31,03 80,01 80,04

25,38 29,54 80,02 80,08

ne 0,2 1 25,99 30,62 80,14 . 80,22

26,28 31,1 80,21 80,26

24,75 29 79,88 79,98

ne 0,2 - 40 40 25,1 29,53 80,25 80,45 79,98 80,07

37,79 24,89 29,5¢ 81,17 80,07 80,02

36 40 24,04 28,2° 80,08 : 80,08

ne 0,5 0,2 23,96 28,67 80,11 80,14

24,04 28,36 80,14 80,21

37,3 24,15 28,75 Oo75 80,12 80,15

ne 0,5 1 36,43 24,03, 28,6 80,19 80,22 80,21

40 24,04; 28,57 80,32 80,23 80,22

37,04 40 24,01 28,59 075 81,23 80,04 80,0¢

ne 0,5 . 37,67 23,93 28,27 80,16 : 80,08 80,17
37,23 40 23,95 28,29 3591 80,18 80,74 80,14 80,8D,7

26,69 30,89 80,5 80,6

ano 0,2 0,2 40 27,21 31,33 80,54 80,6 | 80,71

27,75 32,42 80,72 80,81

27,76 32,38 80,42 80,24
ano 0,2 1 40 28,73, 32,63 37,0 80,4 80,61 80,75 81,1

29,39 34,27 80,68 : 80,32

26,33 30,17 80,47 80,55

ano 0,2 . 26,49 | 30,41 80,53 80,63

26,73 31,27 80,63 80,91

24,01 28,68 80,48 80,51

ano 0,5 0,2 24,2 + 28,71 80,54 80,61

40 24,11 28,75 81,85 80,55 80,71

24,46 29,26 80,57 80,12

ano 0,5 1 24,77 29,31 80,64 80,76

24,8 | 29,58 80,64 | 80,98

40 24,22 28,62 81,26 80,29 80,5¢

ano 0,5 - 40 24,08 28,69 81,19 80,59 80,62

40 24,12 28,65 81,34: 80,58 80,71




Tab. E: Vysledky experimenti — analyzaKRAS mutace 12Asp ve vzorcich DNA izolované z krevni
plazmy

Vzorek (T;ZCS Ct Tm [°C] Vzorek ('\{Ilzjfscpe) Ct Tm [°C]
1 ne 80,19 77,29
2 ne 39.4 | 80,44 49 ano | 30,36 g5
3 ne 79,6 50 ano 31,19 80,08
4 ne 23,31 77,91 51 ano 30,9 79,41
5 ne 79,9 52 ano 30,12 80,46
6 ne 79,73 53 ano 32,22 79,55
7 ne 80,64 54 ano 33,56 80,16
8 ne 40 80,29 55 ano 33,01 80,04
9 ne 40 80,29 56 ano 31,37 79,97
10 ne 57 ano 33,19 79,59
11 ne 79,91 58 ano 32,72 80,16
12 ne 80,32 59 ano 33,61 80,18
13 ne 40 80,48 60 ano 31,16 80,29
14 ne 80,49 61 ano 31,16 80,1
15 ne 35,98 77,05 62 ano 32,07 79,9
16 ne 79,56 63 ano 31,53 80,12
17 ne 33,11 77,3 64 ano 32,5 80,05
18 ne 33,87 77,03 65 ano 31,89 79,69
19 ne 40 80,57 66 ano 30,96 80,26
20 ne 34,13 67 ano 32,64 80,09
21 ne 35,17 68 ano 30,14 80,47
22 ne 36,18 69 ano 31,52 79,61
23 ne 78,89 70 ano 33,09 79,68
24 ne 35,37 71 ano 32,88 80,12
25 ne 40 80,46 72 ano 31,33 80,05
26 ne 40 80,43 73 ano 32,98 80,42
27 ne 40 80,52 74 ano 32,28 80,21
28 ne 40 80,99 75 ano 33,29 80,28
29 ne 40 80,37 76 ano 31,07 79,94
30 ne 78,46 77 ano 32,81 80,48
31 ne 40 80,21 78 ano 34,11 80,19
32 ne 34,97 77,11 79 ano 31,88 80,08
33 ne 32,85 77,24 80 ano 31,95 80,19
34 ne 40 80,34 81 ano 33,4 80,12
35 ne 40 80,43 82 ano 32,96 80,12
36 ne 38,76 80,79 83 ano 32,44 80,14
37 ne 35,32 84 ano 30,29 80,59
38 ne 38,5 80,27 85 ano 33,08 80,13
39 ne 80,03 86 ano 32,12 80,06
40 ne 37,73 80,21 87 ano 32,01 80,04
41 ne 40 80,44 88 ano 31,31 80,02
42 ne 36,21 89 ano 32,51 80,23
43 ne 40 80,31 90 ano 33,06 80,21
44 ne 40 80,22 91 ano 32,64 80,2
45 ne 36,49 80,23 92 ano 30,56 80,5
46 ne 40 80,35 93 ano 32,03 80,23
47 ne 78,18 94 ano 31,79 80,27
48 ne 40 80,36 95 ano 32,32 80,01

96 ano 32,63 80,11




Tab. F: Hodnoty Ct — analyza dilini fady DNA bunééné linie NCI-H2009

Primer e 100%|  4%| 2%| 1%| 05%| 025%| 0125%
kontrola 2522 24,22 2448 24,18 2411 24,05 23,97
12Ala 26,36] 30,91 31,97 32,1 3440 36|74 34,05
12Asp 40 40 40 40 4p
12Arg 40
12Cys 38,33
12Ser 39,48 4( 40 40
12Val 27,84 32,03 3285 34 34,09 33|94
13Asp 40| 37,46 372p 37§ 37,87 3753 39,04
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