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Abstrakt

Kol orekt 8l n?2 karci nom pSredjsltastulpjei cdil agndls
ng§dorovich onzlmommWn??2 ae j me § IdTesvl2etdik up rnoecoepnl t
Jednoumognost?2 vzniku kolorekt8&8l n2ho karcino
charakteristk 80 S2 t o mn o s t o n RRAG ¥GOOE2N § thowrgkaag 2 ¢ 2 tout
cestoun e r e ang klasickouterapii a proto jsouvs o ul as n®t uddgomdB n

mol ekul 8rnOnkiogemmn?2 v ar bkivoje BIAPK Bigndizagi geBR A F

povagovs8§na za hlavn?2 pS2fighn.SaompitknEu ptSS & vom?
tohoto onkogenun®gak roewmo jkdioggidadrejle dal g2

Vi §mci genom®t bRk w.aniag?2 me o mjtacsBRAFV6OOE] a kT n
efekt na buRky stSevn2ho epitelu. Vedle toh
me z i mu t BRAR a nqae ruwsgmafizad p5\ht, jaej i chg Kksoumponen
vkol orekt 8l n2m karci nonmMwmkoowvoliige | | gstoo smuwtda
spoj emlkah BRAE ¥600EvVyug2vsme my @@ ul kmean ek nou

mut ovan® vaBral ZhDyghtgeenmy gt Sévmwa upemamsi dy ¢
provgid2vire anal T ze spl nhn? vytylenTch c¢c21IT
bi ochemi ckou a proliferaln? analpamoca g €
technologie CRISPR/Cas¥.t ®t o kpa ZBwji e Buaf V60QEe v | i vRup e achov
prolifersaSievindmpPh elpaz ej envel sneetdkoyk @lge a t | u:
st Seva seNmpbowrlbogEn@ignal ug kK u nnmyiee ngenech

Wipl, ApcneboRnf43ma jpot dmaip® mg8hmit ku | i rep@aivenichmal
smu t Braf3/600E

Kl 2] ov8 sl ova

BRAF kin8za, signs8l n? dr 8ha MAPK, kol or ekt

bunhNk, stSevn2 organoidy






Abstract

Colorectal carcinom# one of the most commonly diagnosed tumor diseasgldwide

and isthe cause ofmore thannine percent of deaths due to neoplaSialorectalcancer
develos throudh different ways and one of them is thecaled serrated pathway, which

is characterized by the presence of BRAF V600Eoncogenic mutationTumorsarising
throughserrated pathwagio not respond to classical therapy, and therefore are currently
being studied at the molecular level. The oncogenic variant of the BRAF kinase activates
MAPK signaling and is considered to be the main causseofatedintestiral tumor
formation. However, the mere presence of this oncogene is not sufficient for tumor
developmenthatrequires further changes within the genome of the kethis thesis, we

try to clarify what effect thdBRAF V600Emutation has on the cells ofe intestinal
epithelium. In addition, we try to identify a possible cooperation betvielRAF gene
mutation and disruption of p53 and Wnt signalimgpose componenisre also frequently
mutated in colorectal canceXs a model for studying the processesoasated wit BRAF
V600Eactivation, we use a mouse strain witinditionalexpression of a mutavariant of
theBraf gene. We isolate intestinal organoids from these mice and subsequently perform
vitro analyses. Taachievethe set goals, we mainly udssochemical and proliferation
analygs and modify the genome of organoids using CRISPR/Cas9 technology. In the
present work, we demonstrate tligraf V600Eaffects the behavior and proliferation of
intestinal epithelial cells and point out that resultsrfrthe small and large intestine may
differ. Our observations also suggest that secondary mutations WigieApg or Rnf43
genes have the potential to contribute to the onset or development of malignancies
associated witBraf V600E

Keywords

BRAF kinase, MAPK signaling pathway, colorectal carcinoma, epithelial cells

transformation, intestinal organoids
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APC adenomatous polyposis coli
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1 bvod

N§dorov§ onemocnhn?2noujzseijul acsetljsgv2ixtho vS 2jleidn
zaznameng§noni kbbem @a8vich m$dpa@aT dFsnlt dKIB
rakoviny. Trendtwlcshk ysttw unpsve? 2éml83mby |l v di ag
18Ami Il i onT novich pS2 pgoabyla 19,3i 1 hieomm Tr. o kNu§ d20 %0
st Seva a koneln2ku pSitom pSedstavuj?2 tSet
tak® druhou nej| adT Nl 6§k up S dadcnpull@® zdiseinr hie c ¥ | ¢
zab2r 8 pouze kuollo8nsétkint &pkarccleeneddnfe ns naha zav§8dDt
indi vi du8IimDSotpeSramikipnkbt ®t n2m mutac2m, Kkter
Protooaby mohl a bt c 2, | emuSs€jpra@pobhapit podstatudhatau t a
onemoaRaNDmdl ekul 8rn2 Yar ovni

Ki a8 BRAF je jedd mzpSenagel T MAPK siwedd i zsa cgen,§ |
zextracel ul §r n2 hondyxujeans m®e d2 n®o pjrddi deaaci |
onkogenn? var i anztS8onudveeoBtKoo | br e 8t g lynnPe slbarcéi n
mutaciBRAF V600Bvo S2 samostatnou skupinu n8§dkareT 8§se
neodpov2d8 na.Muaee¥60@Els®u othge reavijie SmaisnBeni g«
prekurzorov® | ®ze, a Aer itmetcMr B me a g dwad®a ska
ng§dorSeseog@atp onkogenn2 varianta BRAF zSej
ngdor u, pr o |j eh os epkruongdr8ersni2 m8unsiin ndgajn2etmuk b u Rk

jakou BRAF V600E ve vzniku a rozvoji stSevn
C2l em dtce@modpl §vat situaci | as nBRApY600EZ ni k u
za pomoci organoidT izolovanlich zeRuRk Selva
st Sevn2ho epitelu doch8z2. D§le si kIl ademe
mut ac?2 ,y mohlyero@ vbj i st Sevn?2cht ontBudt cor T¥%]| ned puo mEu

editovat genom or gano BafTV600EK t epro@noae s dwe c ki ac
CRISPR/Cas9.



2 PSehled literatury

2.1 Stavbaafyziologc k § okBh&ea&n2ho epitelu

St Sevo je dutTtrt8rvidktizc osvoiutsit aorryg§nkt er T navazu
st Se v o(intésenank ®nue)a t | (intestin@n crassum)Vt enk ®m st Sev D d
rozliguijigeme :t §ivang§ctn2k (duodenum)HI alvanl2n2 k |
%W ohou tenlkh®sorpcbeyavpat psv Xéhojken dbtoen kv®@ st Se
z§sadn? tak® pro samotn® zpsaaod@&nnviZpnSisjez ma
tr8§vic?2Tlemnsty@nyss a IBE®I@2 sdko nNKAIMi k § sol &d te?p.®
(caecum)t r akn (J)caol boanel n2k (rme&t Uit V(wlars h sk nou
ascendens) p S €cdlon transversumi sestupnoiicolon descendensy zahrnuj e t al
esovitou klil|lku.Vtdalsa®msisg Beivdlde udm)ch&z2 pSed
vody az ahu @%0w8SdINinme .t enk®ho sa skusgd®ha . ath&kev a |
Prvn2 vrstvou je sl iezmiacé 8k ? ynte 8 p eapl isptoésld eemdnr?éd §
vistvou je swalvéci padl bggend yvaliighsk)vaeiaov
Vn8seduj?2c?2ch kapitol 8ch se buadetme zdnm®rmd |f
epiteli 8l n2pr|8uvsll ijepipredt @ dgne ve bkhseB®mDvgnhkhk
st Sevn2.ch n§dor T

Po cel ®m povrchu st Sewlj2g2sldtzmaicR $stE8 esvnadr @er
krypty. Vt enk ®m st SevhlD nav2c rozpozn§vs&me kIl Kky,
| umen a =JvDtu@genz2keabsorvglemthmy @ ovudcevh&ube ukce ur
cel kovou mor f ol ¢sguina posrc¢hslayyjetlinos Irstvamii tceel i §1 n2 c h
bunBRitel tenk®hpahraujeS d dulsz ®hooh sk WSrefk|lanylpa g cthy p T
nach8z2me kmenov® buRky, skhepm®® jdc®Htu waxdimk
di ferencovan§ene ptypEIm § (Qhéng dnd lkebiand) k974; Sato

al, 2009)Vr §mciel apitenk®ho st SeypTroNDehndv 8md eges
bunPlat S2 aneepocyty,ntDer ® na sv® api k8l n2 stranhb
mikroklky, zv Dt guj 2 c 2 j ejich absorpl n2p Seodvervegie. m Dl
vst Seb8§8vEn2 i gti Yd wbnuznniDliatyfyisou ent er oendokr i nn?
produkuj 2,0d?8 | leo rpnobhSiR gk§oivs®p 2 v a § ¢ Blolardy oa b D ak ®
Panet hovkt dsu@®luggleciknt i mi krobi 8l n2ch | 8§tek a
reguluj2c2gsthSepumddidweira®obluerBk2didiver enycpoyv anl c
bunMk buRKkagr ta8Atowb®u Rk ymaj 2 i fmrumk ¢in2.Wbdpsv ®ai

st SpeNslogenéowaniec hyp fu mpldoibent®, t naj deme zd
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poh8§rkoviahzdbalndkzde chybRunkeRkyPaRandtolvd
vtil ust®m st SevhD pSeb2raj2 | 8stelnhD special
me z e n ¢ h y m@8hrnatd v Noah §®nahue and Shroyer, 2011; Beumer and Clevers,
2021)

Epitel st Seva ] e k&ny?s,oc &kt enran¥ilf e®ome kts h € & ket
snejrTznNjg2mi | 8§tkami pPSiightsmeajo2uc 2pnoit rdaos ou
dost8vaj? tak® mikroorgani zmy, kter® mohou

dobSe odol §val t omdakvee !l pi o srtySend 2@S tofheneolvdlz ebpuint
sekomplet nN ompmPmBr wt 2N hadn(Daniddhet al, 2014) Tato obnoa

je zajigthDna pS2tomnost? kmenovich bunnhk,

buRk&m, jegtkg§mat OKyelRolwWBiz2ed3RKk 2c2 na adnh kr
| §snti czh se zalne posouvat Kkryptou smDrsem vz
dNI 2 c2chobbr@relikt o buRky majn?k poouinked cnil&lh pdrid
n8§sl edovanlchobhdliafsetrienklilaw2 nadhg8z2 me pouze

kter® se nednDIl 2. PostupnB2kgonovI m| BofRk § mND
zkrypty. Kdyg buRkyuméds@8hAoskviezchpologrkimow ot
jsouzepitel u &gl b me@BmgtaKeausava and KorineRQ14; Gehart

and Clevers, 2019; Beumer and Clevers, 2021) j i mku me z i di ferencov
tvoS2 Panethovy buRky, kthuRRkamistkKawpa?v inmi
d o b udvoaninN s {lreldndet al, 2005)

21.1 Mol ek ul §r nrégulgtehsreaotsa §z vy
Pro udrgen2?r $imeneost Seyndho epitelu je kI 2|

kmenovich bunhDk. Jejich d®immnrnN|an & osdimgonraul ikzr
(wingless/inegration), EGFR (epidermal growth factor recepto) Not ch. kOpal nr
pTsob?2 si gbrteahsiormiagcgeowti f&ckor beta)k t i vovang8 (premoc 2 E
morphogenetic protein) Zdr ojem sign8l n2ch mol ekul mT g
faktory jsou vgak produkov8nynatcahk8R eg P T rsne
n2rmEpitelov® a mezengphlyenlShmM2 ubwRE&eg| 2t akpesci f
kmenov®ubuBkye ve fyziologick®m stavu, a$

diferenciac o br 3.z e k



A. Epitel tenkého streva V

B. Epitel tlustého streva

Programovana
bunéénasmrt

Enterocyt

%ﬁ Kolonocyt
BMP ‘
Kartacova burika <>
Klk O
Enteroendokrinni
burika
Poharkova burika ‘ .
L ﬁ Myofibroblast O
Oblast 0
pfechodné -
se délicich O
bunék
Krypta - Burika <>
<> hladkého svalu O
Kmenova burika P, Sy / Kmenova burika B
B, ﬂ/ WNT /

Sekrecni burika

Obr §tekFyziologick8 obnova stSevn2ho epitelu

(pSevzato z Beumer and Clevers, 2021, uprave
St Sevn2 epitel pahmBév ujezd?2 ntek §rylRht Rlja. sZa | e
kmenov® buRksye nvaec hs§pzoed re2c 2| §st i krypt. Tyto b
vzni knout rTznTm diferencovanIim bukmpy nTm ty
kde pln2 svou fuaeiici elau n8ywll @edlndny sodba Izumen
Panet hovyS®ddhmRktyennk ®ho st Seva (A) apSs?ppeacdi| i z
tlust®ho stSeva (B), kter® po diferenciaci

spol edkndd ng mezenchym8I n2 tk8n2 vhodn® prost
uspoS8§dg&sz Sepatelaji gSuje gradient signglnz2c
pTsoben?2 jkapitolpdlds §no v

PravdhRprodjodhiNegi t NDj gporiugmag&i n2obdoalyojest Sevn?2|
signalizace Wnt(Korinek et al, 1998; Pintoet al, 2003) Ta je u kmenovl cl
aktivovs8§na pot ®, c 0 n &ZDj(fezpledmasednecligabd VBNTo v T 1 e «
NejdTlegithRjg2m zdrojem WNT | idakdTi8pgotuakR@n
b u R k @kmohlo mzenchymy ] ako j sou napfSi.brfoibbrashlyasth
hl adk®ho sval st va.Inteake@eWNT s teoeptadma®zuje mhhibltiu R k y

cytoplazmati ck®ho destruk| n?2 ho kfekatening x u . Tai
kterlT tak mTge bl tindukojezdesrhnekpcocv2§8ino vdlo¢ ij 28gder nad a

mol ekul 8rnzm mechanikapitola2.2s i Kir aolmDz atcoeh oWnjte vpr c

Wnt signalizace potSeba pS2dpandim(im et alextr acel
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2005) jeg se v8&ge na me hebcmé&ichorep@acoptaimng 6&i ny L C
protein coupled receptorn & RNF43(ring finger protein 43nebo ZNRF3(zinc and ring

finger 3) Zdroem Rspondin jsou buRKky mezenciy hy obk
m2 steadi fsipck® pr osdpukredi nWNEwran iReSpivt el u st Seve
je hladina a m2ra aktivace Wnt signali zac:
vzhTr u po gRaringtalJ2016)l e s §

Panethovy buRKy jsou kr omDR(epitdirmal growth tactod) T t a k
Ten je opht pobdukdDm8 mezak ®hy mu. EGF nasec
vmembr BileRokT ctma BpmmRIGt 2 mi mo | (mitc@enaciivateda | i z a
protein kinae) kter® se 2B3pwj eWllgaxytoy @S2 EGF vho
podm2nky pro prolifer @atenetal, 1085hovu st Sevn?2ch
V Panet hRokvEichit higtza kmte® § mdigamdy, § fey® chgchvazba
receptor kmenovIch bunRKk njeen onveGrhisayn Esutsal.,vpur 0 U C
2005) Jak wp S2 padhN sekretovanlch pSypadl WNTe gr
menbr §novich |igandT Notch signalizace, je t
fyzickl kontakt kmendSatbetdl,2¢ll])Panet hovich bun
Vneposl edn?2 SadmvseéeviReip c iSalBMiSElaamiseta.pi t el
2004) BMP je produkov8&8n buRkami mezenchymu
gpi l cdekbkgradient je tedy BMpapmlgtodr it gnal
p $ eSMAD1/5/8 (small/mothers against decapentaplegic homdldgys), kter8 ved
kdi ferencaaoapbm8hg tak dozr8vs8§n2 vgech sp
d2ky kterTm stSevo pl n2unsowdudjfiuaeknoiv.® KrudRmIly
jeichnice na dnGradient pp&lgeaj i gt Ma z art khyy mEU MR E m
obk!l onpkrypted,c 2kt er ® produkuj 2 (shrautop &Kkaus@avad i nhi |
Korinek, 2014; Gehart and Clevers, 20B@umer and Clevers, 2021)

Obnova stSevn2ho epitelu mus2 bilt velmi d
kdDl en?2 tlmknlvky swk® m2 Se, je toti g mSancyil n§
signalizac? S2d2c2ch prol i zmNDa8morfolagii di f er e
nefyziologick®mu chovgn2 stSevn2ch bunhDk. T
ngdor u.



—» BMP ligandy —» R-spondin

—» BMP inhibitory EGF

—> Wnt ligandy = Notch signal

== Notchligand  ss={ Notch receptor

Wnt

Enterocyt O Kartacova burika Q Poharkova burika O Panethova burika ‘?7:;% Mesenchymalni burika

&Kmenové burika O Absorpéni progenitor O Sekrecni progenitor E] Enteroendokrinni burika

Obr 82ekMol ekul 8rn2 mechani smy wudrguj2c?2 niku

(pSevzato z Gehart and Clevers, 2019, wuprave
Signalizace'udrgujzc2 homeost 8zu st Sevn?2ho e
tak mezi buRKami epitelu a okolpnsgoumefzlea i3 m:

zdroem WNT a EGFa na sv &m npecswruc hl i gandy Not ch re
mezenchym8l n2 buRKky-spondio, BMR a ipnHbitony 8MRJ jsou glé m R
tak® zdrojem WNT a EGF. D2ky tomuto uspoS$Ss§
signalizaln2ch molekulkkkkNEr&d PBBMPpna o6gei bl gy
epitelu kl2]ovT.



22Kanoni ck8 sil/gkamdini zace Wnt

Signalizaln? dr8ha Wnt je evolulnhD konzeryv
bNDhem embryong§l nédthao w2l vdepiscg D& paskt id k toiuje ace p
dnNI einhiabuj e diferbenmlkacit ok m&kmav izotdentak gen o\
schopng& obaogwSaodwyagna2v| et nhN st $igandy?WNT jseipi t el

gl ykoproteiny modi fi kovan® mastnl mi kyse
vendoplamat i ck®m reti kul u urlitTech bunhDKk. Po
modi fi kac?2 jsou molekuly WNT buRkami secer

di funduj 2 a mohou bDbTt robeznRB®pWdpoo Btz o rnya
pS2tomnostduWMDhloiuglarht® s8igng§l n2 dr &hy: kano
b-k ateni nu, nekanonick8 dr 8ha pl agigBatizace bunD
zvyguj2c2 cytopl &' rshrhuiow Klevers, RO066n ZhannRindterftaind
Boutros, 2017)Zab 1T v &l esd ud e me mdwhe jaedmolkamoni ¢k
regul uj2c? MmKatanthiveyt ool a®m®d (oDblr @ kb u Rk y
VnepS2tomnost.i sign8lkuat ¢ @i ncytopéamdmt itczkl.
kompl exem. Temnotsei m k|l AB8XIESN z(axis inhibition
polyposs col i), GSK3b (glycogen synt MNase zkgintas
bkateninu na destjekbnf okboaplyeRICEEB® NE D2 ky
t ®t o f osfkatydmicn ylkei ghui ti nov 8 CE-Barfséubin qui t i
reped-containing protein)a t 2 m c¢ 2 | e n prpteanomuAbarle ed a.,al®97) v
VnepS2tomnoskat emdlnu®hoe bdo promotorovich o
represivn2 komplexy vl et ntfPinmihgstbowd@aemacet yl §z
Ligandy WNT jsou na cytopl az mareceptoku@ZDne mbr §
sedmkr §tj 2pepdheols § z2me anlored@ptanu, LRP5/6 (lodensity lipoprotein
receptosrelated protein 5/6)Interakce ligandu s ecept ory j e n8sl edov ¢
proteinu DVL (dishevelled) wytop | az mati ck® membr §(@chwaeg | eho
Romond et al, 2007) Pol ymerovanl DVL je schopen na
komplexu AXIN (Yamanishiet al, 2019)a napom§h§ t ak ®Bifdoa.if or yl a
2007) Fosforyiokhiabilj e RPat al yt (Stanosetal, a0k4)a vi t u

t 2zm e mo g Ruj e -kfaotsefnoirnyul-kaacl te abb inl séy tha plneazd@N va
bTt pSenesgrgdfakatgni@d8bipa ~r anskri pl n@-ceflakt or )
transcription factdtymphoid enhancer binding factoyp r o mot or ech . T2 |l ov 1 ¢
vede kdi soci aci r epr e(Baniel: amd hWeik 02005k e xnf[av 8§z 8§ n 2



t r ansdhrkiopplktyi vt et nDn

Pp300/-BBRAi(rpg30pPt GREBN) .

spugthNDna transkripce c2lovich genT.

Me z i c2l ov® geny Wnt signalizace pat S2 mi me
RNF43 a ZNRF3. Tyt o membr §naiza® skiz rinterakeii ny i n
sFZD, kter §ehedénkernalizaci 2mvoytbh§RBley?2 aRNE43

ZNRF3negativn?

regul aci

extracel ul Spomdih. RE pgmadidn Ra

ZKo®et alp2A012)v a A b wu
, receptoy LGRS e yhapl azmati ck® membr 8§nh
RNFE3/ rieis?
c?2l ov® |

byl o

LGRS

zabr8§nhNDno t

CZ

k ompl

bunhk

ZNRF3a t2m i nhi bulHaetal,e2p1R)c hNa kmhe mhb rt &in D
mohou nahromadit rezeptben?2 FWDt asdooalizzacke.
LGR5 j e speaerckdriem st Sevn? Barkekenak 2007) T ¢ h
Neaktivni WNT signalizace Aktivni WNT signalizace
[W] m Cytoplazmatickd
i A 4 A ( N N membrana
LRPS/B]:[FrizzIed LGR5 LRP5/6 || Frizzled LGR5
L ) RNF43 . RNF43
/\ [ D1sHEVELLED |
- 1
GSKSB APC S [ﬁﬁ
™ GSK3B | APC
[AX'C':](I] B KATEN'N ] N (AXIN ] B-KATENIN ] ——
3 &] Stabilni
B-katenin
(BTrep )— (U |
Up
0-0
Degradovany
B-katenin
HDAC ﬁ ’
TCF LEF ’—> Transkripce
>~ AP-qa-a- |,

Obr 8 z3e IKanoni ¢ k §

ubiquitin |ig8z
VnepS2tomnost.i
kompl exu, fosforyl
Wnt signalizace 8§8sné
LRP5/6. To vede k nhi bi ci
vi §dSejmpk®ohb¥ ansk

pTsoben2m RNF43/ 22Nt
RNF43/ZNRF3alLGRka t 2 m t u

d
r A

Si gn af-kiaztaecnei n Wnat / r egul ace

ovsgn (P),
dkgiandue WNG

RoFn3n, o sj tes ppoogt aShedbua  BpeSn
to negativn?

regul aci

me m

sigmklatepencypbopr 8o mani pkiot e
protedrzonuylki a n o mio ¥ B ®

( |

mav §n2 mbr §nov
estruk]| n?2 bkatenine. Mmenpak x U a s
pynhekdogkbdi k8t aplDt n®

i nhi
t voS?z2
Zznen



2.3 MAPK signalizace
Signalizal n? dr 8ha MAPK se %l astn? regul a

mi gr ace aPodsiatoupMAPK signalizae j e postupgkn&j@&akt i vac
odpovNRNN na zacwybBje@2hos(win8s mSdadydn ® ki n§zov
kask§&dnoeus emSeag do | &§dr a, kde indukuje zmBDn
v2cestupRov® aktivace peumpg8d®dé&nzeds8l end mes
regul aci na rTznlch %rovn2ch signalizace a
U savcT najl eeme |viDy Sie MAPK skgnaliczakén§Ey
(extracellular signategulated kinase), JNK1/2/3-gan N-terminal kinase), p38/ b faa / U

ERK5 (zn8&8m® t api® mijogekactivatBdMdfotein kinase])l Vb u Rc e

najdeme rTzn® izoformy tRDchto kin8z i j ej
integrovwaw2cesimgh&nT oh zdr éji T kauv pzai8pvei Skt sitaik
Konkr ®t n 2 kombi naci vstupn2zch informac?2. S
pSedevg?2m rJTstovIimi faktory a hormony. JN
bunhD| n®ho stresu. Signalizace?2 ERKGSogndmE, btle
stresoviniishfaktorw Turjanski,.ViWi8gqlL@®&duwmjnadc 2G

kapitol 8ch n8s bude zaj2?mat zej m®na signal.

231Si gn8l n2 ABRBAFMEKIERK R
Nejv2ce studovanou MAPK si gn alaktizvaai|ERKL/2.dr a h o

Tato sign8l n?2 kask8da je spougtBhDna transme
tyrozinking§zoRTKlichP$2klepdem Tt dkovichto rece
aki vovsg&8§n d2ky vazbhD sv®ho |ligandu, j2zmg je I
kdi meri zaci receptofwz aytvk B jjeanm® if rotsrf @aad gll wlc
fosforylovanl recept orhonmolegy2p a kd oam®nzar  anfagwre i
adaptorovl protein GRBA2urfdr pwbheifmcldr GC&
(Srchomology3) dom®ny 4 cha etrargay lem sprotei ndam SOS

ten stimuluje akt i v apateinnRAS fre¢ sarcomg viral oncogena n ® h o

homobg) . Aktivovanl RAS zauj2m§ konpd ot mmci,
napom8hat aktivaci RAF (rapidly accelerate
kask8dy. Aktivovans kingza RAF n8sl ednh

(MAPK/ERK kinas¢. MEK , jako druh8 kin8za MAPK signa
king§zu ERK. ERK je posledn2 ze tS2 kingz
cytoplazmaticklch, tak jadernlTch. Jej2 akt



proteinT a poPagmo8§incikegemdv® exprese buRky
mTgeme wvbdB®EZz koa

Kompl exi tu cel ® signali zace zZvyguj e exi st
signalizaln2ch proteinT. R0 ZRAS (HBASSKRAS, t S i rT.
NRAS [HarveyKirsten/neuroblastoma RAF], tSi kin8zyr RMAF ( ARAF, B
CRAF [v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog A/B/i&] dv D i zofor my Kkin
( MEK1, MEK2) a ERK (ERK1, ERK2) . D2ky kombi
sSadoul alengwch a adaptprwg$xch MAPKtsimTHalizac:
schopnou zprostSedkovat (shreutow GueSal,@020)bunn| nT ch

Neaktivni MAPK signalizace Aktivni MAPK signalizace

EGF

Cytoplazmaticka
EGFR EGFR membrina

RAS Neaktivni RAS Aktivni
GDP GTP

&
\

| SOS | l

Neaktivni Aktivni
|

Neaktivni Aktivni
|

ERK Neaktivni ERK Aktivni

Transkripcni Transkripcni
&

Transkripce

>mumm%»m.wmﬂmw:

Jadro

Ob r § 4 ®AKPK siganlizace
Signalizace RAS/ RAF/ MEK/ ERKiracg el &8knivov gnasit
Vazba l'i gandu a n 8 s laktivha & trahsfosferylacizRiTk.eNa v e d e |

fosforyl ovanl receptor se n8slednhD v§g? ade
pTsob?2 jako GEF (guanine nucl eoti dASsexchang:¢
d2kymNDnN GDP za GTP st8§vs§aakeimvmkmi aojyats&hoed
( MAPKKK) . RAF kin8za aktivuje kin8§zu MEK (M
Aktivn2 kin8za ERK je pSenesena do j &dra, kd

10



24Ki ng8za BRAF
Kin§za BRAF | e SerfTerseencirfoidé hiych proteinovich

tedy pSenosu sign8lu skrz MAPK signtadii zal r
Kingzy: ARAF, B RAF -l1gv-rai-IBukdmia {inaleobcogene I|RAPr v n 2
zm2nkambo genu poch8z2 z roku 1983, kdy byl
v-raf (Rappet al, 1983) O dva roky pozdDji by lcrafplo ps 8 n
(Bonneret al, 1985) Ji® dobRD autoSi poukazoval. na -
spojitost sn Nkt er T mi typy n8dor T, geneanul Wodee2002k e s v
vygla publikace, kter § uBRAFuo\Salday na dwslkd eyt
Mezi nimi dominovalm | i gn2 mel anom, IBRAFobgewvalmu 66a nt n 2 f
studovanTl (aviegetSat, 202 T Tyt o visledkyom@Esl §dnbe
pozornost upSelta®tpoSeidzeovfg@rmmtp.r §v N Kk

241Struktura kin8zy BRAF
GenBRAFj e |l okalizov8n n& |olbs&®umn e haelmoegm mus

proteinod ® ce 766 aminokyselin. Sekvence tohoto
(naobr 8ok al e nsyd 29 eednHRAFa@RARI &t er ® vykazuj?2 r
Prvn2 konzervovan§ oblastz§pe Kkl AEBeble8i BRAEd ¢
cytoplazmati ck® membr 8ny bRDhem jej?2 aktivac
pro RAS a umogRmpmbt 8R®vI mi ef akt bl ddemedy. Kr
d o mGpohatoun&ys hr ajdcttomomn?2ng zgu®aakt kvi ty, ki
schopna v8zat RAS. Druh8 konzervovan8 obl a
fosforylaln2ch m2st. Fosforylace tNDchto m2:
jej? vazby na RAS. PSégllaadeen takion®it-Bi hedgav
3, r oz viaptele28.2 v Posl edn? k onz eBRAFKv alru§ eo lvll aasstt

king§zovou dom®nu. Ta hraje Y% ohu pSi® aktiyv
a k t i(shrnutoR Roskoski, 2010; Matallanetsal., 2011)

Stejnh jako je tomu u jinlTch kin8z,-rozli
koncovl |l al ok, bieshkalt§id an ®@h os t I kklothicrow Ta  Ivdlt g
nabohacenl n a o plhdixu (via o st §@uekk WMrew i obNDma | al
katalytick® m2sto kin8§8zy, a proto je vz§je
aktiviturgmchpaNcedv®Wo | allo-kel ina,chgedgmet vosS
aktivie ho m2 st a ki nGgzbyohada ow §lseny Inlau, napom8ha

Nej dTl egi t By agrec osvoRuhlo§ sltdal oku ki n8§zov® dom®n)

11



segment a katalytick8 smyl| ka. Aktival n?z sedg
kter8 pyobns§ nero aktivaci king8zy. Tento se
AspPheGly ktz§wWwi svl osti na stawawazebn®8amy sbbokuwmjedo
pom8haj 2 vazbn ATP s¥rwkakaoboytdi ca® smghtc§E B
postran 2 SeMsf)z ekcn@aplom&§h§ spr&§vnhD orientovat c 2
vaktivn2zm m2sthD a umo(ghRutgveRoskaski, 20103 j i ch f osf or

Aktivacni
RAS CBD 14-3-3 ATP segment
N ] | 1 | ] |C
Konzervované oblasti 1 2 3
l ] Katalytickd oblast
Regulacni oblast Kindazova doména

Obr 83Kknzervovan® oblasti kin8zy BRAF
KingzaoBRARuje tSi sikblkpecou®aon®l abta 1 a 2 s
proregulac &k oncovs8 oblast 3 k-duje katalytickou |
pat S2-vazReASn § dOyst®mlaat & ad o mRB&-v { £LBWDHN§ dem®n a
ATP-vazebns§ dom®na. Ak tjieval a8 f osreyglnmeelnnt2 ont2ssathau
aktivaci kin8zy.

> N-koncovy lalok

aC-helix ] .
Gly-bohata smycka 4 mﬁ-"‘ﬂ \
/
_ A
ATP- kompetltlvnllnhlbltor ‘9__ g .'# Y
S 4

Katalyticka smycka

Aktivaéni segment > C-koncovy lalok

Obr 88ekki n8zovs8§ dom®na BRAF

(pSevzato z Roskoski, 2010, upraveno)
King§zovg ABmPeaat BRS &man crmerd g rh aNl o-k@mc av Tvidt ¢ 2
| al okem. BarevnhD jsou zviraznhDny dTlegit® ok
aktivity. Me z i | al oky je zn8zornBDn inhibitor
SATP.

12



Konfoormec e j ednot!livich dom®n kin§8§zy BRAF mTge
modifikacemi, tak protedp r ot ei nov 1 mi i nterakcemi . ZmBbDny

odr8g2 tak® na zmBDnhD aktivity.

242Regul ace kin8zy BRAF

Jedn2zm ze zpTsobT, jakng,e jakt ipwimoa 2 BRAEB f
defosforylace specificklch aminokyselinovlc
king8zy je nezbytn8 fosforyl aalet iTvhal5m29m as eSgen
kingzov® dom®ny. Kdyg byl yAla, Thk$58&09T an eSweorha
fosforyl ov§8n, RARddeopcenn8dzeen ton 2a nak tki vaci BRAF.
aminokyseliny, mi mi kuj 2 c?2 pS2tomnost fosf 8§

(Zhang and Guan2000) Dal g2 ze zn&8mlich aktivaln2 fo
Ser579, W at al yti ck® (Zeueydl,2e05)k i zye tTl e aktiva
fosforylace, m8 BRAF oproti svim homol ogTm
toti g pro svou aktivitu neplodBedw® e| §otsif ok i
dom®Yyekvenci BRAF Sem afc 0ASz(gA snpadmd28s tao As p 449)
svim z&8pornim n&bojem napodobuje pS2tomnost
fosforyl ov(sasdnet @le 1999% &t Dcht o dTvodT m§8 BRAF
homol ogTm vygag? baz§gl n? aktivitu. Vedl e e
fosforylac2m inhibiln2m. Mezi ty p@®&t Hfso0fiosf
pSi dg&§v8&ny pr ot elChongkeernfdGoan)@B ( PKB)

Ser 365, fosforylovanl PKB, j e d383l.e Jzeadjn28masve
toti g o jig zm2nNhDnP®ornwaarebwnwa nn¥BRAADTVaNsat d r ughe®
komplexu BRAF/143-3 vt ®t 0 obl aspokltedy kied®B&m® akti:’
tak® schopnost autbiarbhilb cwavmn®m BeoAdFe avy 8 kldgs | eB
vkontaktu sC-ck oncovou katalytickou dom®nou, a t 2
vazbou 143-3 vgak nemus? bltkomdyv @elgidtiivnRinNay
identifi kov8no vazebn® m23s3t op Treaob8%ermn7a2 9akthk de
naopak pozitivnhD. DNDje se tak skrz stabild@
dvou molekul 143-3 (shrnuto v Obsilova and Obsil, 2020)

Pr8vhnD dimerizace RAF proteinT gket idvaalcgiz kdiTnl¢
protoge podporuj e (Raagkidendkamttala2009) i &kouz dalatvi®v ibt
je dimerizace proteinTaRAFvovadgoln(WecbdtZk v ui
etal,2001) MTge se jednat o homodi meri zaci (pSe

13



heterodimerizacei m&lejxalzmamnNDpg? mhedy jsou I
t voS? viRDtginu di mer T odpov?2daj 2c?2ch na I N
VpS2tomnost.i sign8lu je mogn® detekovat | en
dimery ARAF/CRAF(Freeman, Ritt and Morrison, 2B)L

Aktivn2 BRAF v8ge a fosforyluje kin8§zu MEK,

substrg&8ty ERK patS2 mimo jin® i samotng Kk
zpNDtnovazebnou smyl ku t®to signalizace. Me z i
Serl51, Thr401Ser 750 a Thr 753, nachgz?2 se tedy p

Fosforylace tRDchto m2st br8n2 tvorbD di merT
na akt i(Bruminer® &,2003; Rittet al, 2010)

Mut ace mlhktnerk® sz21 i n, kter® se Yl astn? regul
zpTsobit ,nayd gkemj2dg ef 2 aktivity. NDkter® mut :
se BRAF sts8§8§v§ stsg8le aktivn?. Takto mutovan
aki val n2ho sign8l u, ani na zpRtnovazebnou s
signg8ln2 dt8kov®Pokmdt &ci dojsder omPgeéer aas v ®
buRKY.

14



25Kol orekt 8l n2z karcinom
Kol orekt 8l n2t&aycingdmgpielu dslv®@ren®t Seva a Kk

pSedsdalvug?Bebo¥NDnej | astNji diosbgnosickop&hpa
LastNj g2 jeasggosufle7%)dmioll,6%).Co se tiTle mortal]
ng§dory stSewmwaadkoh®|%ZkdwlrT$Oedku) Rewompd §zi
negdtNjg2 pS2]inou %xBrayetalj2818;Bungt®ld202ly pl i c (
VDt gina kolorekt8ln2ch karcinom pwznieknd Tsp
kterTch byl di agnosti kov8§n tento typ n8dor
jin®ho |l ena sv® rodiny, a u vgech akle ht o
dNdi |pmredspozice komutoone mocnhDn?2 . Jasnou spojitost
dNdi |l nou mutac?2 se ni cm®&daNp P2¢sheadsTv Brosens,r o k § z
Offerhaus and Giardiello, 2015)

Kol orekt 8l n2 kvarTsil rearkyw e nauktruangaie¢atpro onkogeny a
ng§dorov® nebopalk®ody ky epi gené€&mcck OomRomMNN §m
faktoryov!| i VRuUj 2 expresjktreeRo dsfeuakei nar otegiuh |
bunh| sighal ideah IMeA olej | ast Nj $i gmaarl Uzdeyl & p at dSr2
signalizacewnt, TGFb, p53nebo EGFRa n8sl edn® s iMARKY PIBkz al n?2
(phosphatidylinositol Xinasg a JAK/STAT (janus kinase/signal transducer and activator

of transcription)Sou hr n t NDc hmTog esmeg nwvaibd IB7a Maia i nej | ast
mut ovan® m§mdiei asupi ny n§dpafBCus%EK3CA kone
(phosphatidylinosite#,5-bisphosphate-Rinase catalytic subunit alphe&8MAD4, KRAS a

BRAF. Onko g e n n 2 menacd pvro tyto proteiny o0zna
mut ace, tedy mutace, kt eHuangga,lRB8N] 2 vzni k a
N§dory s epovsiitogpand?u eij §zeRPr vn2z onkdbfwedhindam@nl
buRce selektivn2 vihodu, d2 ka tkaiepgnnigeed i § e
kmenovichebespbkEn?2 DRBlszaduREypte&S2y mal ou po
buntdkv. mi kr oadenom. N8sl eduje akumul ace s
Anejl ®pe vybavenTchfi bywonrldke.l oTgd ivedeekwea 2 hmn
adenomu. P o s tnuaplni g nd o cthr8aznies fokoujensa adenokbrcino. k
BuRKky kol or ekt $lark?2 hmo hkoaur cp momiuk at | pSes
infiltrovat se do okoln2zch tk8n¢fhmutowzds§8lIl e
Vogelsteinet al, 2013) Kol or ekt 81 n?2 karci nom pr$e dteevngd?emm c
vi 8t,r ep ha peAtanduMe t ast 8ze se v g akkodteehs mozku,0bj ev
md ovi ch nedot iap S. (VR ivhatjaedKby c 2 ¢ h
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EGF | WNT | |TGFB |
. ] ' ' ]
EGFR | Frizzled -/\ ANFA TGFPBR |
Do C g
(Cak]) (Grez]  (Pik3cA) DNA
l (505) l l I
) |
ras ) (AT ) [GSk3p Apc )
! l (AXIN | B-KATENIN ]
ek |
/\
L
& L
[ Proliferace, pfezivani a invazivita nadorovych bunék ]

Obr 8§ZekSignalizal mardag&my, mTdgjei cvl®pst ke vznil
karcinomu

U pacikentoF ekt &8l nz2m karcinomem blvaj2 nej| ast
dNl en2, pSeg2vs&n2 a invazivitu bunBRk. Mezi
signalizace cepal @rMi@i extrganidpeEGFpPuiINTNTan
stresem ve formD pogkozen? DNA.

Mutovana PI3K
signalizace Wnt (APC) MAPK (KRAS) Bunégny cyklus/apoptoza
TGF-B

Zdravy epitel Maly adenom Velky adenom Karcinom

Veék pacienta 30-50 let 40-60 let 50-70 let

Obr §8ekPostupnl vivoakm@dbaw? spokegéns2ch mut
(pSevzat o etal 20b3gupravertole |

Kol orekt 8l n2 karcdiAiemedp®apiodbapovmaidl®2v onkoc
mut ac?. To je tak® dTvodem, pr ol t ot o o0nem
vDkMut ac2 jedin®ho genu vznikaj2 | asto pouze
neohroguj2. Mutovan®e phiutRklyua tszedoragyiodde | omddh e o b w
vhich dal d§2 &nkogennzevldd kR dvot ip.ol Akiumwlitac 2 pa
kr ozvoj i mal i gn2ho karci nomu, j ehog buRky

pSirozenou lokalimaza2ent u§s$8eéentl Sahé toa sytEzeye hv.
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251Konsenzu8l n2 mol ekul 8rn2 podtypy
Pro snadnBDj g2 or i ekihik® plypmlogmelst 8lviydu gk a2 c |

| i d? rozdDskepmy zdo koySenzu§§ln2ch molekul §)
consensus molecular subtyp&MS). Tyto skupiny | soruo zdde?flinm® v
genov® muxtpalers2eho pr of i | u, aenpailgleznye tnicckr®hRON As t:
bi ol ogi ck® ponveaphoys | neSddn?r uS a d QGuinneyehal,2B18h o o b r
shrnuto v Stastnet al, 2019)

CMS1 (MSI imuni t n2) skupina kplSedshk ta§leop dctha bk a@rlc
onemocnNn2. Tyto n8dor Yyavhapu @t g@indk y SR p@e Mn
nach8z2 me mutaakctei vae d o usci RTKkllaisztalc ej ep SeSi t om
aktivaln2zch mutac?2 v r8mci MAPKkidn&8hg,K BRAK.
D8Isea at o skupina Kkolwyzkaéshiig « hmiklar @SmtoenTi t T
j eg ssoeuvamBnou exprese proogkonF e mfpakPpm2 c2 ch
CMS1 tak® spojovg8na se zvligenou expres:? p
aktivac? i munKrtaMmot Bottd®me hatrak s@eoij 9vigh a |
zvigenou DNt yhao?prot.i ostatn2m skuping8§m
chromozom8Il n2 cdé¢h kizandeh2 pvpehtk omu (SEA T o d angl i ck
somatic copy number alteratignsK ol or ekt 81 n2 ®kar siknu@myy z s e
vyskytu u  gebmyklevpr av® | §sti Dtilagnto®ha kzpravillay a .j s o
vpokrolil ®m st &diu onenmfwrndXn® , c haorpdkud bd oj
svel mi n2zkou m2rou pSeg2vsgnz?.
SkupinaCMS2(kanonizakg§)nuj e %Sk dll o2doeHdt KBd7mc i nomT. Ty
pro ni chr omo z (€INg zpradidlach @ 3 1t @ Vz8ninéotg® n2 m onkoge
ztr 8t om§dgoernolvl ch Vrs@umpaoieso®To skupiny doch§z
transkripce genT akti vo,vamd zih2nmbifasmadiR-& ac 2
17-92.Dal g2 m charakteristickIlm rysem CMS2 jsol
zt ®t 0 skupiny jsou obvykl e | ak &loinzzpek@dkyu do
dojdekr eci di v mwaj Mo madiddrysakau nadDj i na pSegit?
TSet2 skupina kolCMBXrkett8albno?lcihc?kkS@reg@olinIp S2 p a
tohoto omMN&mMomacryDn®t o skupiny obsahuj 2, podo
signal i RlKai MAPKs dr §hu. Typi crkGprojeie KRAS.e Vv §al

Dal g2 mi znaky & mittoelsik8ulpniznydijfseoruenci ace, nat

lJako® LISNX dzi 2 @t yS 21Tyl 6dz2SYS yt R2NEs 2S@p@Oan&E2Y 204
Genome Atlas Network, 2012
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nebo t Seba sn?2 § eodifylee7xUp rtellscéh dimet RN ABb vaskytsje

CINNNa rozd2| O©IMslowspgian (GM8Ha CMS4)je v b 8 EMS3
ng§ddoryPper mu(t oohfkieakoreluje MSI), mimotod vaj 2 s poyjgadv8ny s
m2r ou naettyalka eni §g2m poltem SCNA

CMS4 (me s e n ¢ h y sk@pinan 2zghrnuje asi 23% kol orekt 8l n2zch k a
Charakteristicki mi vzgrankyakGMSvdacjedosuvr fpadde ac e
exprese genT zodpomdadad aty ne8a (BMT) bpt SeeltcimSplmd§ D n 2
invazi, d8le zvigen§8 angiogeneze, a tak® ak
KromhD toho | e tato s KCINpa nal gresidbaur Te xsppr ejs@v §p
kompl ementov® Ckohi kot oreltk8len? karcinomy b’
vpokrolilejg?2m st8diu onemocnin? a v.ykazuj 2
VDt ginou u ni chm8wrgatku nerdemddreRn XK.

Tyto | tySi, [kddtpy®ppylpyw® s \&styudi zroku 2015(Guinney et al,

2015) p Se d s doaromaglyp Si b B7i%j nkib | or ekt §l n2ch Rearci nom
byly n8dory, kter® se ve kawudgor inepotntSol o§

sm2gen® povahy. D fivezithe m§ rboyil aj edregtmDi vich | §
CharakteistickRznaky j e d n o tkloinwsTecntz u 81 n2 ¢ h mgsowskmnuy §r n2 ¢ h
v tabulcel.

ZaSazen? do jedn® ze skupin CMS se ukazuje

zhodnocen?2 diagn- zy ka® pprroog nu-rzlye np2a cvi heondt na® ca?llel
pS2slugn® skupiny tak dopl Rodemetodyvtyds os) ki mals
st§dium onemocnhNn2. PSi anallze stSevn2ch n
Cl MP a d§l e p SpratemahrBRAFta KRASEMarciz2et al;, 2018; Alwers

et al, 2019; shrnuto v Singlet al, 2019) Mutace wbout NDcht o pr ot ei nech
kaberantn2 aktivaci MAPK signal (i Zraxetal®n j sou
2004; The Cancer Genome Atlas Network, 2012; shrnuto v Metlkadl 2015)
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N§zev skupin

Typick® znaky

CMS1

( MSIT 1 mu

14 %

MSI
Vel kletpmlut ac?
Aktivace RTK a MAPK signalizace
Mutace BRAF
ZmDnreyx pr ese proteinT opr
Metylace DNA (CIMP)
Aktivace i munitn?2ho

PSi recidivhD onemocnhn?

CMS2

(kanoni

37 %

CIN
L a sSCNA
Zmnogen?2 onkem@rnPprotvd §tha
Aktivace WNT a MYC signalizace
Epiteli 8l n2z difere
PSi recidivhD onemocnin?

CMS3

(met abo

13 %

CIN
Oproti ostatn2zm CIN n8dor
hyper mutovg8§na a MSI (CIMP)a s
Aktivace RTK a MAPK signalizace
Mutace KRAS
Epiteli 8l n2z difere

Zvigenl metabol i zm

CMS4

( mesench

23 %

CIN
L a sSCHA
Aktivace signalizace TA¥F
AktivaceEMTags r om81l n2 i nv 4
Remodel ace extracelu
Zvigen8 angiogenez
Aktivace komplementu

ObecnD nigg? nadBje na

Tabulkkal.Zast oupen? a charakteristick® znaky
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26 BRAFa n8dorov8 onemocnhin?

Mutace vk i Nn§ze BRAF2psSé bV y$hPyejc § p S2dpsaddoc F. n
Vypl Tvg tor ozkeu s2t0l0Ri,e vze kter ® byl oztahoal yzov §
545 ng§dorovich bunh| nT c h(Daviesaetial22002) Ne73 9 apsrt iDM§r r
jsoumutace genBRAFd et ekov pagimahi §n3m mel anomem, kde
asi v66% pS2padT. KromhD tbbpnl) spagtiauake ntylh uM@i ny
kol orekt limoenfT, k&kde ®bi5hy adat gkov  iiflocah vzor k
nNktdat @2 typy n8dor T, ve kterTch se mutant |
zvli genou mTrgeknee nnd?d,B% k o a

Mut ace, kEmc® hgdowovich vzorkT] dkteBeova®, s
dom®ny By Anfutace Jsouvn apr ost ® vDRDs@ojnddn@ See@adT T ge
Ki ng§zov &Wan kttal, 2004) 0% mut ac2 pSitom pSedstavuj
nukleotidu (T179A ) mnD n 2 ¢v/al nakpozitio6A0 na kodon pr@lu (V600E) Tato

z8mNDna napodobuje fosforyl aci aktivaln2ho se
ki n faweset al, 2002)Obeclnzl mut ace postihuj?2c?2 prote
kt er @ kaletdiovaci ki n§zySBRAMNOOsGEPERZlyn RIAS p
ty, kt era@vaci BRAGal & na signali zaci RAS z8vi sl
nez8visl &8 kin8za BRAF nav2c mTge fungovat | a
V6OOE2kkeap&m mut RA®N e zj8evgi svie®l eakkt i vaci kin8zy
n2 schopn8 signal i z(shwnatdv Zamawr, &/u dnd Bivoria, 2048)n o me r u

DTvodem,nS§8doorleclh detekuj eme BRAFlaans Mdhg i pr §v
homol 0z? aRARAFj 8 regd?thoce tDchto proteinT.
BRAF ] e j ednonukVEREt midmiviBuj 2 8 MmN nfaosf oryl aci
dostal uj2cz2, ih®@RMOH ogwynd aldgRA2Ff osf oryPdaxe (viz

KromD t oho m8§ BRAF pepvyggdbuahiBesd ede®Rk kvlh8zeg
vyznatlauk@®@®j vygg? baz§8l n?(Paginenad 2998; Maerceratkal, i vi t ou
2002) PSe st o gtace VARAF mebo CRAF w§dor ec hv yw k §uttPg?i, n a
znichnemNDn?2 aminokyselinovou sekvenc(iFrnaenbso®nj e
et al, 2004)
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60 %
60% _
Typ zmény:
* Mutace

L 50%- e Strukturni varianta
& * Amplifikace
=
> 409%- * Delece
E e Rlzné zmény
L]
2
= 30%-
(]
2
=
3
S 20%-
2
Q
&

10% 1

5% 5% 4% 4% 4% 4% 30 30

Melanom
Sarkom
Glioblastom

Adenokarcinom plic

©
3
~u
=
=
T
(=
=]
£
o
=
1]
h-

Kolorektalni adenokarcinom
Adenokarcinom vajecniki
Karcinom délozniho endometria
Spinocelularni karcinom plic
Adenokarcinom Zaludku
Karcinosarkom délohy
Adenokarcinom prostaty

Urotelialni karcinom mocového méchyfe

Obrzék9. Frekvence wénaBRAFwW wydmarnwl ch druhT n 8§
onemocnin?
( p S e vexBioPartalfar Cancer Genomighttps://www.cbioportal.org/, upraveno)

261Kol or ekt 8| mrau tkdR&AE V6A0&E m

Jak byl o kapitole2x9dnvo 8§ mc i klinick® praxe se pro
| ®|labyprogn-zy pacient a, u nDhogl|l bySkdadaR o\
mol ekul §rn2 kgentTiRmik ajl sn®u zsndaap$& t GIBMH o sat Cnh
vgerechBRAFaKRASAnal T za pS2t ogermuBRAEjie nmetzaic et ymi t o
kl 2] ov§, jelikog kolorekt 8l n2 karcinomy ne
charakteristi kami, kter ®wild gpeoM) forrgou BRAF od n 8
(shrnuto v Bond and Whitehall, 28).

N§dory BRABWGOOE2sou det ekovt§inys tn®@m | sats$dj D, va

vieho prav® vzestupn® | 8sti. Charakteristic
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g e (Koinumaet al, 2004; Liet al, 2006) VDt gina kol orekt8l n2ch k
obecnhD nach§zleenva® plraism§r ntDl uwwst ®ho st Seva a i
(Topdagi and Timuroglu, 2018)St Sev n?2 nud dacogényu BRAF b T v aj 2
identifikov8ny u pacilieaeseTdvagrnypygomseekiunansamg
st8diu TNM klasifivikamwgifgtonhskmgy wlh@&dnein §,
vel ks& Jos8bhj emu n&§doru je tvoRjemd!|l ¢xmragpl akEr
znakem | e nalifefericavahrcdumtDéa tiakf®i | trace | ymfocyty
sakti vac?2 i mu(b etalnZ2006,0Cheset/as, 20B4Nn u

Pro n§dory tlust ®mot v &r o aBBRAF jerk/Piak8nlonz2i ktui van 2
korelace $MSI a CIMP (Li et al, 2006) N§dowy skytem MSI jsou vI
nefunk|ln2ch opravnich mechanismT DNA a mohc
DNdi | ng8 forma | e neljn® snuMibilcnedoMSH2¢Edelettalm z 8r od e
20000 zat2mco u bpwvgadgentMkHRp b mpo my Denggthla c e
2002)An al genaBRAFa met yl ace genov] cht yptrombu®rfTorm
odl i git.BRAFuat a@t KIP | s ou ptroStpiddgsporadickoii dokm®

kol or ekt 81 naVvsidKoikumaet al, 24 McGgerret al, 2004)

Obecnh e pS2BRAFMVGBMDEUt krodtoaoceekt §1 n2ch karcinonm
negati vn?2 pr(Bejgmarsetdl,@KT)Zapakmav oas|tk?o ljiev, jgee mut .
vgenuBRAFt ypi cky sMSdj,ovi8snsat sst Sevn2ch n8&8dor T ne
mi krosatel it rBRAFV60@Hendgm 2 v it M@8SpPrognosticklIm fa
skupinhD stBevndgthmdSldmpr obecnhD pompPpra®ndobr ¢
bez ohledu na to, zdeesou mutovanou nebT formu BRAF(Samowitzet al, 2005)

2.6.2 Terapie
D2 ky pSiblvaj2c2m znalostem molekul §rn2ch (
vzniku a rozvoji N8§d@mtTi do®h®y2 st ®T@eneasy

ki ndi vidug8ln2 c2l en®mutearmtpni . f ®Smod ®BRAF nfe
specifc k ® i nhibitorkl itn@tcok ®k iprr §aaRyy.p 6 W) w aap We s
vemur afenib a dabrafenib, kter ® jLs®|ubas czhao p n ¢
pomoc2 maRDédktho smel ekgkzala blt vel mu ¥tenhghuj
mutace genlBRAFmaj or i t n?2 m &dhapimanét al.u2018L) Prosu ¢i t 2 t Dcht
i nhibitorT se tak zalalo testovat tTalk® u o0s
k ol or ehkkar@nom2smu t aBRAF V600Ej e | ® ba Dpbmacdi tor T
n e ¥4 (Prahafadet al, 2012; Kopetzet al, 2015) Tent o ef ekt Ssouvi s?
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vzni kem rezistence, Riert8 pj Enesgdepnezam f j e k § o ¢
kombi novaN@S2m®ddly. kol or ekt BHibitotyh ok i knagrzcyi nB RnAIl
k 0 mb innaupBthibitory MEK aEGFR p Si | emg | ®iviyk azpg jee rp2o mi
dobr ® voipsrioetdikoyd §2 vani m | ®| (Kdpetdetnal, p0aSs 2022p T m

Van Cutserret al, 2019; shrnuto v Nakayama, Hirota and Shinozaki, 2020)

2.6.3 Role BRAF V60OE vrozvojil asnl ch | ®z2
VNt gbhar &kkagihonPsevy vzpircekur zorwanicka piRe3eh z

st Sevn2ho doi@eeflgueniknoitg leadn® u ze dvou cest. P
tzv. kl asick8 cesta vedokteéer ® da wntldazbpiplenp s & e

25 T2 mt o z p Ts ookowBO%v(zunvi 8kd8i 9% vgech n8§dor T st
konel n2Nk8udory vznikaj?2c? tout o caespromd se v
typick8 post up a8geredn proAlPC, KRAS apb8Dr uh8 cesta | €
serg8tn2 (pulwornitk®%zkglebcbkt 8§l n2cjpt kmpirck on
pS2toMBLOGIMP amut awsinalizaci RAS/RAF/MEK/ERK Vr § mc i t ®t o
signalizace blv BRAFespl §§t Nffrekmueéepnodnse vysk
VKRAS Tyto mutace | sKambanaet &,j2@0M shihute V Mamaren ®

al., 2014; Clarke and Kopetz, 2015)

Vr §mci ser 8tn? cesty vzniku ktoShib a gyRye § | n2 h
prekurzorovich | ®z2. TRDmi jsou hyperplastic
a sesiln?2 serg8§tn? | ®ze (SSLj)e tlJakk® nmperjvinags

vyskytuj2c?2m {(Campetah 2608)r 8ten®®n 8 ®zee o0 pomBDrnhD
velikost se pohybuje podiim a obvykl eoblkastaichi§aomabylnd?2 k u .
povagovs8n za benign?2 Yt var , Dnesjekgtackr ®hho§ pnganl
jako | ®ze, kter8 mTide pokeoti BbpBHzpbsesESmE@di:
druhy HP, atorikr ovezi kah&8th2na poh&8rkov® buRKky. P
jsou typipk®Pokirtypa yaschit erkdalniagpgiSekeéeh®s | 8
t k§ntbrBzelW HP bohatlTch na pokir§yrpkto vie® rbli Rkayt
kromhD vysok®ho obsahu poh8&8rkovich bunhRk | ¢
rozligit. DruhT men8i has tl ®zhtishaearonfellny jes

podobng§ jako HP a vytvgsS2z tak® jasn® pilov
veli kostimmga ojkel|l nadl0Hzanva® pegjom®@meBlwnz | §sti
SSLjevnaprost® vhDgEYisndddI  gS2pafd§ prsot ngi rtokp icd
rozviDtvernlobh 8k ey\etj m®nN nach8§8zenim typem se
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tento typ je charakteriativék&yiemepRPaks Pi i o
tl ust ®hdc ystto3eowa ck®ho hlediska je TSA podob
architektura tk§&gnh s e(Longra&kandbFenlig-Prgisérj1B90;i guj e s
shrnuto v Bateman, 2021)

Pro mikrovezikul §rn2 HP g¢neBRAFysppi2cgke§ np2Sz2kt 8o ninloa
metylace genomwa MSS HP bohat ® na poh8&8rkov® DbuRky of
v KRAS tak® je pro nhN typick§&8ommtp SP$8BINn MSS me

nach8zegra®Xi m&l n2 | §sti tl ust BRABVEOUES emvag 2t y p i
Cl MP a | sou MS3LH1AWMGIZdetekujema p $S¢ paize pokud jsme

schopni rozeznat dyspl zii. Ve vijiee®nTch
di st 8§l n2 ol §s$ Steorratl a ¥peShptacilBRAFa j e MSS, na r oz
obdobn®prlio®&ziem8y n2 | 8§st i m8 vgak n2zkou hl ad
|l okal i ddwargll n¢ | §sti stkRAYantek8&ypl adBnauma
MSS. Pokud je TSA lbal i zov8n do proxi m8l n2 | §sti t |

nach8z2 me u nDBRAE(khk&to vaYamanet a&.,2014; Bateman, 2021)

Pro snazg? orkiteenrtiasctii cjks®o umod re&krud 8r n2 znaky |
| ®z2 vyobkbs8hkkniav al n BRARsevyskytee wHP, SSL i TSAja

tedy pros er 8t n?2 pr etkwp ifdalwlns abd Wardz 2001; Kambaed al,

2004; Yanget al, 2004) MutaceBRAF V60OEby | a nav2c¢c pomoc2? fyloge
zachycena jako jednar vn2 c h, kt 8m®i v gt Brku g2 Keomeriik§ad o
etal,2018)Zt oho | ze wusuzovat, ge tato mutace hra
vzni k &je¥ @estoufiTato ly p o t ®zoad pjoeSsekadaazy I zk umu mel anomT
tedy dal g2ho n8dor ov ®atosp®Sni ¢ moBRAFRBVEEOE U kt er ® |
mel anomT | BRARTud jalcagSirivdij ngurt a c 2 a i zde byl a p
pS2tomnpeéengadml avs thiclotobyPbyntesdt 8.d3066c Shairet al,

2015)

PSestoge ksien Sueg aBRAFR obj evuj e au bzynlaol nugk § z88sntoi,
mTge bl tprjwr?nolu @nkogepep ihr e ilelvsech ns§dor T
dopsud objasnhDnanavP3pdppkd SdE8z se@]j a mal i gn?
pot Seba sekund8&rn2 muhwper akttiewd® awmiowo jsi gmsad
n a p o mBbyaterét al, 2006; Shairet al, 2015; Lannagaet al, 2019) Vs ou| as n ®
dobnN se vizkum zsasekieSoaj ev T pm&WD tMahk o sekund:E
vprekur zorov]I c hBRAFR/BOOEh nesouc?2ch
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Obr §tek Architektura krypt |l asnlTch ser8§8tn2ch
(pSevzato z Bateman, 2021, wupraveno)

Mi krovezi kul §rn2 HP peSe8dsntza vpurj een enoepjl | aasstti ITjkgR
typick8 pilovit8 architektura krypt viditel
je charakteristickl tak® pro SSL. Specifick
jsou rozvhtven®vhkoryipztoyn tr8lzng2i Srug vicre s( B) .

Prava proximalni cast tlustého streva: Leva distalni cast tlustého streva:

Tradi¢ni serdtni adenom (TSA)
* mutantn{ KRAS

* nizna metylace

« MSS

Tradiéni seratni adenom (TSA)

« mutantni BRAF
= CIMP
* MSS Sesilni serdtmi léze (SSL)
* mutanini BRAF
* niznd metylace
* M55
Sesilni serami léze (SSL)
1. Bez dysplazie Hyperplasticky pol
» mutantni BRAF cky polyp (HF)
e 1. Mikrovezikuliri HP
* mutantni BRAF
. * niznd metylace
2 DYSP]-&JE Y )
* mutantni ERAF
« CIMP

2. HP bohaty na poharkove bufiky
* mutantn{ KRAS
* niznd metylace

* MS5I

* M55

Obr 8%leklLokali zace a hlavn2 molekul 8rn2 <char
(vytvoSeno pomdc?2 BioRender.com

Lasn® preneoplastick® | ®ze vt il lkajibpozh ser §
kter® jsou charakteristirc&mcis vtoru§(vaacrtla dtlerowyh i
| ernou . b@rwouS)SL | e ptryopxiicnk8il n# 1 sl k8ystt iv t | ust @
naopak zpravjdha dysKkBtingdd 8rsa d a\8&zoenrey n2 &kjume@
Toto rozm2stiDn? nen? zcela nemDnn® a | ednc
vodl i gn | §sti stSeva(omnredl enoe RBwzdgid ptr®n 2n N
dan®ho typu ser olyaxlhyroagkt etrals@ir@Richh zmalceé |
Vprav® | 8sti tlust®ho stSeva vgdy nach8§8z2m
pS2tomnosBRARNU L &siac he j e MSS, | §sMLHEZza&jsog8 c 2 e x
MSI. L®ze Ineaxc® §lz&nt® vt |l ust ®h o BRAF®EOKRAS mo h o u

je pro nh charakteristick8 nepS2tomnost met
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2.7 Studium BRAF V600E
Pro studium mutacBRAF V600Bb y | vyt vo Sereg unydv atmoldldau sex pr e

mut antn? f or mPankortenad, 2007) BERAB mod el byl vytvoS
my g2 hoBrafenauby byl a zak®owBandi hgzewmpgermse prot
byl a zavedena mutaamjindRikygekieo®RxhboElmBazP Y6C
Aby byl® prseemD ko n tdojdek pS etg NWirzaasV600Kkbyly do

genu nav?2c vl oigl8)Wal i| BsgemBRARo dvm a hisxP (ocug of

crossover in P1in2 s Kgxpresimutat n2 vewedydaonh$z2 ag po vygt nDp
exonT g erkmareb Cra @ylization recombinationa p&® d rekombi nac?
exprimuje Braf WT ( obr 8. ekZpTsoby, jakimi lze u zv?2S
rekombinaci zajistit, j sou dva. Zaprv® | ze
rekombipvzvoadn? pamild kjazd ? tento myg?2 mo d e | !
onkogenn? viiv t®to mutace na plicn?2 t kK §R.
VpS2padhD tlust®ho st Sev aplikowat peroractuin DuHow | ze a
variantouj e vI1 ogi t geinn 2w pCS2ema ekm mpenomu my (i
za promotor genu s p e cBraf VEOMKE®e tak poprekombinaci| i t o u
exprimuje pouze ve Vvybr an @ktivtukC§ rei .r eKroatbd ,n 8a
regul ovat,ejpfeYgzeongesmd®@k s d uj 2 cilpmm alvEst®hogenov ®ho
receptoru (ER). Tento receptmet apel szbhope® f
tamoxifenu (4-hydroxytamoxifen) Beengul uje tak® | okal PSadi Cr
pod8§n2m tamoxi fenu j8z §n¥Yznna2 ppriheattsedckprdtEbrped9EDR n a
90)atoj ej u derygtuojpel az mn. Kdyg je mygdwo lpoldng2n t
vazby Hsp90 a CreER se pSesune d(Feilejagdr a, k d
1996, 1997) My g2 m, u kterTch c¢h paktamoxifenpwoal§a/t§ r e k on

formhD potravy nebo naps§. gavsggz2.

271St Sevn?2 organoidy
VhodnT m n8strojem proset wkiSzml at $d v n 2khud t e ic

St Sevn2 organoidy jsou 3D YWtvary tvoSen® po
i zol ovgny zenebotSedmatclhi wircyhp t,k me njovd © ik blutniNk o
vitro v kapce Matrigelu Matrigel napodobujeb a z 8| n2 . me mbsrigonguenig r n N
zprotei nT ext rigkecjslulaminig, koegen iantaktinax hepar ansul f §t
proteoglykany, obsahuje ale a ptSa k ® r T st (BD @iosfiendes, @AOJ)P S i
zavsg§dhDn? kul truai dsTt SeewIn® chy wgigtao znal osti mo
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kter® S2d2 fyziologickou obnovu bunBRk epi't
nezbytn8§8 pS2tomnost f akt orsfondhSaqetal, 2009) bi t or u
Tenkost Sevn2 organmwim®n. v iPtwhe®s pj2ecstt Sebvm§ my
Krypt 8§m, ve kter® se nachg8z?2 nkamem®$e ®h oad nMa
dNIl 2c2ch budodkRini DeubB8coeanl ch?2 buntkl aotdipoy
kl kT. Posledp? osito&®acosdutin@dockte8®& ege& cdtejnh |
|l umen stSeva odl upujvolmr 88®k @mpgdredii &Y né d \ba.
tlust®ho st Setvam,segdd i HeRkpypusBedhvziceé | svou | ok
AvibngkTh, dlney jpxvo w orvazxrhdustor ganoi du. DTvod
| igahd@¥n¥ch tenk®ho a teok®@het Se$Bvasodaht
WNT Panethovy buRky, u tlusp®bdehsyR¥mavna | e
okol n2 ho mEarire Wan tEy and Clevers, 2012) Nep S2t omno st t NDc
vr §mci okruglatnwu sd2T 32 pavdN tl ust ®hoapsSti §&na& mk c
exogenn2ho WNT do m®di a. To ovgem znemogRI
uspoSKddwiHbTobnit&8m. kryp

,—, - Tamoxifen Hsp 90
Cre ER
—{ vilin H Cre JER? }——— C 5

Neaktivni Cre rekombinaza

—Exon 14 }—p—{Exon 15- 18 Neo H»—{Exon 15*}—Exon 16— s | BRAF WT

loxP loxP

+ Tamoxifen Cre ER

l—b
—{ villin H Cre |ER? f——"—-—

Aktivni Cre rekombinaza

—Exon 14}—p—Exon 15-18H Neo Hp—{Exon 15*}—Exon 16 |—

loxP loxP

—Exon 14}—p— Exon 15*}—Exon 16 |— ——

Obr 8§ 22e(ke-loxPsy st ®m

My g 2 moeglul svatel nou expreXteloxBRABtIt@We® 00E v
rekombingza, k tmeord§ fj € of &azTom§E®R, sje nav§gzs§
interakcecytopldazymipPe Za t NDc hekanbnadmeziox®st 2 n e
m2sty a exprimuje se BRAF WT. Pokud j e myc¢
pSemi sSuje doWTe80ong, ak v gaxmrpsdPgy?ekomienaci se

zal 2n8 expri mo(vmut BWRAFI VSXODE 15 .Nedogmhlen
je zn8zornhNDna situace, kdy | e pranetoru genruo Cr e
Vilin, cog je gen sspteeiepitclchkol pr o buRky
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Vihodou vyugit?2 st Sevn2ch organoidT je pS
bunhNl nTch proclesst amovteon Tzcah paSersenp rinoviroak ov at e |

Oproti klasicky vyug2vanIim bunhRlnim |lini2m
studovat interakce mezi jkedeotskaimogn®pby ki
vyugit 2, p Se g tTd wurjov oaur ¢ aercchindy o gi iinvirkkt er § m’
testovgn? | ® by pS2mo na buRKkBudducnudnaohf®ho pac
sl ougi't tak® jako prostSedek, kterTm by se

spogkozenou saS®vaPeml | épitethad, 20423 shenlitewnRair,
Colquhoun and Hannan, 2018)

A — Lumen
H 5 lf_ n n
B Ej : Kik Krypta
H E IIKIk!I
Lumen
— Krypta
Tenké stievo
E— Lumen
4-3% :if,':..‘ llKWpta_l_Klkn e
BR &
ﬁ_ Krypta Lumen
Tlusté strevo Organoid z tlustého stireva

Obr §t3ekMorfologie stSevn2ch organoi dT
Organoidy tiemk®van@ t | wnsatv&hg emt 3dwyae ssevou
Tenkost Sevn2 organoidy vytvg§8§Sej2 typick® v
jsou lokalizovg8ny kmenov® a Panethovy buRky.

kter® se soust SeNuj 2i dbfu Rkzyo | toiviasnt] &hho 028 & 1$®
to dom®ny morfologicky odligit nej dou. U
dlulovgn2 mrtvich bunhRk do jejiclhmewnitSnz2l
Seva.

r
[l

e
y

0
t
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3 C2l e prs8ce

1. Analyzovat vliv mutaceBraf V6O(E na my @ 2 organbtedik®lavaz
tlust ®ho stj§ehmar fpSeoedgevg2mrol i feraci bur

2. Pozorovat osud BrafWd00Ev egprt embp2tceéock®ho a

mygi a urlit vIiv pSbaproliterag.ost i mut ace na

3. Zbioinformatickich zdroj T vytipovat mut &
vzni ku neopBr& A608Eas pvo | uinsebyalty Sdost at el n
pops8ny.

4. VytvoSit kudh uoyg asn SiBoaf[VAOOHEptoare® oweadelack ® mi

vn8§mi vybranTa hurgleintecthyp vnesenlch mut ac:

(2]

. Popsat vl i ac Jeadchipc, Rif43aWiptLln a p Braf&/@DeE
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4 Materi 81 a metody

BunD|ln® | inie a jejich kultivace

Pro %l ely transfekce (viz dSFTgECAGCYSigma pougi t e
Aldrich) . Jedn8 se o0 eukar yotined vbiunnni® nenub rlyionni8il r
| 1 ovDka. Tato Ilinie je transformovsgna vel k'

kultiveo®@&iny BDMEM (Dul beccods ModipSidad kEag!| e 6
10% FBS (Gibco), antibiotik (penicilin, streptomycin, gentamycin; Invitrogen), 2mM L
glutaminu (Gibco) a 1x neesenci 8l n2ch amino
smiDs i trypsin/ EDTA -Alvdrgamlr.u Ku:lt;i vMcgmaprob
vat mosf ®Se obsahuj2c2 5% CO

Pougit® myg2 kmeny

Vexperimentech bylo pougito nRkolik myg2ch Kk
1. Braf V600OE
Tento myg2 kmen obsaBrafij & trea gu lboyv aat eploms 8 ne
2.7 (Dankortet al, 2007) Vhnep S2t omnost i aktivn2z Cre rek
BRAF WT. Pokud je Cre rekwwhdxanymeziaxP p S22t omn
m2sty a zah8j)2 t2(molexBrkeilenBrailB/60ED yV o6 O@lg 2

| aborat oSi darovs8n MUDTr . Li borem MacTr ken
buRky, BHBMG, AV LR). Kmen poch8z2 2z Jackso
2. Villin-Cre

Transgenn?VillnyCge?exbmemuj e Cr epromoatokuaggemb i n 8z u
Vilin, cog jekgemr ®pediSfeivn {Marowpet &.e200)v ® b u RK
Tento kmen byl darem od Dr. Sylvie Robine (Institut Curie, Centre de Recherche,
Pari s, Fr an c eJacksoKlmleoratorp.oc h§8z 2 z
3. Villin-CreERT2
Tento myg2 kmen rovnhDg peorgaruigenVijllie, C€r e r ek o
je al e naVERSGMarvuetah 04 s2ky | emug | ze pSes
| as, v e k trekonibimaci vz jkapiol®2 K ao br 812e.k Tr ansgenn?
my g2 \WIme€reERT2Dyl rovnhDg darem od Dr. Syl vie
4. Ros26-STORtdTomato
Tento mym8 ¥k méRosk6s Logen gen pro fluores
tdTomatop Sed kter 1STOR0 haahlBxPihsty. Dan§ al e
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vhodn8 pro vizualizaci aRos@b6-STORtdETomMato e  r e k
byl mziaKksdh Laboratory.

5. WiplT2

Tento my g 2 k men k- duj e zkr8cenou onko
(Burocziovaet al, 2019) Ckoncov 8§ | 8st WI P1 obsahuje
vieho nepS2tomnost.i se tak proMygwguje g

genotypuBraf V600EX Villin-CreERT2x Wipl T2ur | en 8
or ganoaddaT ebny lod

6. Ros@6-STORCas9EGFP

V lokusuRosa26tohoto my 2 h o

aci st
Ph.

i zol

MUDTr . Li bora MacTr ka,

kmenu je Yl oglkhegzmn @r B

Je pSed n$T@P boxolha aenrioxPem?is t vy , kterl je v
pS2tomnosti akti Mng? Chymdarenedddvieb Alberilz v .
Jorda g o ¢ h §arkson kaboratory.
Vgechny mygi byly genotypovs8ny. DNA byl a i
jako pSi izol acir ggeinwimtalv ®§ IDN)A & pS2tomnost

ovhSena a Vi
pou@miStsy epdimery? c 2
Braf V600E

0lIMR8723 Braf genotyping Fw
0IMR8724 Braf genotyping Rev
Villin-Cre, Villin-CreERT2
0IMR7338 IC II2 F

0IMR7339 IC I2 R

F _Cre#461

R_Cre#994
Rosa26STORtdTomato

F wt ROSAtdTomato_oIMR9020
R wt ROSAtdTomato _olIMR9021
F mut RCBA-tdTomato_oIMR9105
R mut ROSAtdTomato_0IMR9103
Rosa26STORCasSEGFP

Cas9 38651 mutF
Cas9_38652_mutR

zual

i zov8&8na pomoc? ®CRN 2

myell yo

5 HGAGTATTTTTGTGGCAACTGG3 E
5 £TCTGCTGGGAAAGCGGE3 E

5 £TAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3 E
5 I5TAGGTGGAAATTCTAGCATCATCGS E
5 AAAATTTGCCTGCATTACCG3 E

5 ATTCTCCCACCGTCAGTACGS E

5 AAGGGAGCTGCAGTGGAGTAS E
5 £CGAAAATCTGTGGGAAGTG3 E
5 TGTTCCTGTACGGCATGES E

5 I56GCATTAAAGCAGCGTATCGS3 E

5 HCCCCATCAAGCTGATCG3 E
5 ETTCTTCTTTGGGGCCATCT3 E
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| zol ace stSevn2ch krypt a kultivace organoid
St Sevn?2 kryptyvebkPRhoi aokbusSnh®Php st Seva mygi.
krypt byla pougitwa. p3tokewmE|I my| 4 §pzsh 8§ dhku tae
Pro odstranbDm2nDklelkpT teylu ma os & d e nN 8sstl lerd nKIr yboy?l
stSeva ophgobov@&atamku 5mM EDTA podoblu8miPBS p Si
(tenk® st $eviot)l umse ®ErsyipSeywvohyly mechami cky vy
pSefiltrovsgny pSeimg). POOMI ®s 2 kkgpii Gabfyulgyov §n:
(5min/200g/4C) aM s1 edn§ pel et a bpdtaSirlens®ns pemnjdeomg nMa
(BD #356231 pot Sebn T Matrigeks nacjedaj altbk u 24j amkov® des
Matri gel obbphupSehekegypugd2dfamku ve formD
pol ymerovgn pSi [r §tkke®& pit ryk ubbyal cyi ACkausPoetCO® ov § ny
atmosk®&e@!| et n2m organoi dov®m m®di u. Jednot |
uzav2raj?2 a zal2naj?2 tvasditdnRrymtky vizonn ®.8 B
kterT se postupnhDApyohomrsel mit b U Bke mmpuantNe bza
organoidy mechanicky rozb2t bRDhem pasg8ge. Or
tTdnn, pSilemgd byl dezntg ryomes no vmrndorgavbidy byl R S |
pipetowv@&nlZmsgny na oomemtgri fRguwspdd¥ty resuspend
vMatrigel uor %noppdgcjespot Seba vzorky neust §
mus?2 udr govat na | edu, odymerdcom zabr &nili | eh
Kompl etn2 m®dium pro tenkostSevn?2 organoidy

Advanced DMEM/F12 (Invitrogen #126310)

1x GlutaMax(Invitrogen #35056)68)

10mM HEPESInvitrogen #1563@56)

1x Penicillin/Streptomycin (Invitrogen #151422).

1x B27 (Invitroger#17504044)

1x N2 (Invitrogen #17502048)

500 ng/ml mRspol (Peprotech)

100 ng/ml mNoggin (Peprotech)

1mM N-acetylCys (Sigmahldrich #A91655G)

50 ng/mIlmEGF(Invitrogen Biosource #PMG80431)

1000 g 4 pmimocin (Invivogen)
Pro pS2pravu kamploetgm?nind tdig® eoid@tbae ent®Sev a ( WE N
ENR m®d i G5nl Wt 8u§rogate=c Fusion ProteinU-Protein Express BV
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Organoi dy bwyRdi mr a§ e §JopAdRR2n++fAdvantedl DMEM/F12 +

GlutaMax + HEPES + Penicillin/Streptomygir20% FBS a1 D MS O. Po rozmr:
byl do m®dio@M Yp2%632(Sigm@Aldrich) (Han et al, 2017) kter T by
odebr8n po nDhDkoli ka dnech, a kultura pSed
pasg§g?.

Organoidy byly izol ov \rydotrak® |z e dstt $¢ \nmauh o
pSenesen do meddav OPmEMI8BEzy ( alBeentifia Fi s h
rozstS2hsgn n&mihal ®ylka us$ ki b o vpiSn 8003BRM. 5
Supernatant byl pSenesen do m®dia DMEM s p
centrifumiov3®gyd CY 5 resuspvantdavgsenyy va kul t i
2djank ov® desti | ce. Po i1 zol aci278331 do kompl et

Indukce expreseBRAF V600E

Rekombinace alelyraf V6OOEb y | a u my g Braf ¥60QEa Wilin-GrgERT2

i ndukov8na pomo c 2-Aldtich)nrooxzi pf vegnvuBtan@e i ghnyag i byl vy
gav 8 g o g magnoxifienw e s mmidsniers§ | n2 m -Aldrieh) eare | (kSo vg@ma
objemu 1000. U organoi dov® kul t urBraf W§OEian d lekkcowsrni an
p o mo & 4-ngdroxytamoxifenu(SigmaAldrich) v etanolu Jako kontrol a
totogns akulke kter® ItetalolupSi d&n stejnl objem

OvhNSen2? rekombinace: pS2prava cDNA, PCR, re
U organoi dT myZod oy @Bmfdveopgx Willin-CreERT2oy|l a ovRDSov§
rekombinace YokusuBraf. Pr o i zol aci RNA mblgOi 20 @ oo § ¢ & 0 iodl
dv@l nN narostl ® jamkRNARWI @a mk pw PRo g RNe#ss b ky)
Micro Kit (Qiagen). RNA byl a po i zol aci udrgovs8na na
transkripce byl pSi dEgh258 oidkeRNA byepl Suiod@ann T1 o b
100@8hodnT ch he x aTnermnScientificepliQi1onMdNTP (Thermo
Scientifig. SmNs byl a A2 aphdS2dEmw H:rami6rb a pot ® um2s
reakce byl y G SIRT pyr$iodE RiyoLock RN§ z o v ®bitoru i n h i
(40U / OThermo Scientificia 10IMaxi ma rever z@00t (Ubhddhdk r i pt §
Scientific). Reakce bylav | ogena do cykl ®  u Bi oRad Ther ma
program: 28C 1 10 min, 53Ci 30 min,82Ci5 mi n. VIisl edn& Gc DNA o
byl a nB$HeGidbnacel kov®h® objemu 200
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N8§sl edovala PCR pomoc? primerT, kter® ampl i f
Braf(sekvence pri mernD dmy h@ankoBeih&08): z

FmBraf_reall 5 B5CTCGGCAG\CTGCACAGGGCATGGATTAGS E

RmBraf _reall 5 ETGAGGCACTCTGCCATTAATCTCTTCATGGE3 E
Pro jednotliv® vzorky byQla: OpaSO2xr &V é gy mee HISc &
Mix Red (Elisabeth Pharmacon®!l 5 OM f or walld 5pOM nreervue,r s8& pr
801 x1®BednNn® Od DN, Kidlgg8 8 OI reakce bylOda rozdnl
viogena do cykl ®ru. Byl BIlmigt, Di(15958s06 8 d B jATc 2
15s, -7BsA) 40xi,4m7rBAACs2A8C 8 teplota. (AmpGfciekov
424bp)byl a pSeli gtNna pomoc? -UpHKit(MeeherByNagal). Gel an c
DNA byla n8slednBD gtRhRDpena restri k| n2mi endor
tDmito endonukl e8zami WJ/N600&e xvd noTg eBratak usspyegcii f i c |
kmeneBraf V600E (Dankortet al, 2007)J edna ¢t NDp2c?2 Aemymue obsaltl
(BamHI/Xbat 1 0 U/ OL, Ther &b PSuoieat{ BamH| Buffer/ 1
Thermo Scientifi, 90 DNAa 8O TK H:0.Vp S2 padhN kontrodm&na eakc:
9O DNAallOTKH0.Gt Dpen2 pr Apé dolaulto. p\Slis13e7dek r e akc
detekovs&n pomo@%% algakt zgIIRERHRD y25 min) K204
reakce byl @exp&idin DyedThe8moScientific). Jako reference lylpg i t
GeneRuler Low Range DNA Ladder a GeneRul&b DNA Ladder (Thermo Scientific).
Visl edek | edanbaytnkvo vnlagh® tmat er i §1 ech.

Proliferaln2 anallza
Proliferace bunhDk or gaimkorpochéeEdUg d an av D ov & nia k anje
DNA. Ktomu b y | pEdU &lick 647 Cell Proliferation Kit(BaseClick Gmbbhl

Organoidy byly pSed prol ikfagrca| ratanalel ziow mg.
jedk®mZ8p&amkov® mi kr odildy.pi M®®I Wresbyl &ay mDnDn

den a proliferace bylaur | ovgna t Set 2 den po pas8gi dl e
vizuali zace znalen®ho inkorporovan®ho EdU ¢k
DAPI (SigmaAldrich) pr o zobe b ®B a Bl jn Dd@ganoidy byly sDAPI

1&/ ml) inkubov8&nyDopadobgbwetlekené nbyly orgar

vm®di u Scale A2 (4M mol ovina, AOFMoresderyce er ol ,
byl a det ek kwdhir o kBikromldgubDragonfly spinning disk 503 (Andor)

vsoftwau Fusion Anal T za byl progpamw §BiNjnia MmagelJ. Byl
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Plugn vytveaf§enMartinem BusphempoPht BPna pl ocha
| erven®ho (EdU) sign8lu a m2ra proliferace

Western blot

Pro biochemickou anladtieubyploonopd u wé\b80ea np Di
organlotSgTagp Il mMt narostl Tch | amepkS2Phjdaddmki onvdeu |
pogkozen2? hDNPSebdy lexSper i ment eOM etdposid ignaki a p Si
Aldrich) . Pro detekci pr ot:p44dZTMAPKi IERK #d6®%u(Gellt vy pr
Signaling), pp44/42 MAPK phosphoERK #4370 (Cell Signaling), p53 (1C12) #2524

(Cell Signaling) aphosphp 53 ( Ser 15) #9284 (Cel | Signal i
pougit VI NCULI N det ekovan #5386 @erckIM3lipokep u Vi n
nebo HSP90 detekovanl p o(@et Signalitgs p PO s { CHSHGS N
byl o podl e pr ovtpubkkaci(Lukasetvak d069) ®HMnogst v2 prot e

odel 2t8no z denzity dan®ho pruhu. Pro por o
pombDr me z i mnogstv2am fosforylovan® formy p
hodnoty byly normal i zov 8nayn @na )vnznoorgksut vz VI NC

Imunohistochemie

Mygi byly rdgminacéeny asovich intervalech po g
12hvd % paraformal dehydu (Ther mo Sci eWwi fi c)
etanolu pSi 4AC. N&§sl ednfubbaltd zobk @8R @mappeé s
zpracovsgn2 tk8nhD k(tlegilc at KERP 2n0e0j p)r ve odvodn?
i sopropanol , xylen (viapuwu@tina dNaspaeraBzrc
spougit2m paraf2nov® stani clea (nLaeS ecza§ nEaG 1nla5 05H
pomoc2 mikrotomu (Leica RM225%WR) Fae zpySebsy Inyo
um2stNny na plotnu o 42AC (Leica HI1210, L
AAC ag do dal g2ho zpracovs§n2zav&kdRowv®cSely
xylen (Pentd 2x 8min, isopropanol Renta 5min, 100% etanol (Penta) 2xniin, 96%

etanol 3min, 70% etanol ®in, dO 3 mi n . D8l e bytysSev®mvpd
(10mM citr §tpodwu@imi n. pN§s | edovmihwlBEOIMMY t 2 2 X
Tris-HCI, 150mM NaCl, pH7 , 6 ) . Endogenn? peroxid8zy byl
H20. (SigmaAldrich) v metanolu(Pentavpok oj ov® tepmbhlD pezywobuw
opNt promntvf BI.x Bl okace endogenn?2cdtenai munod
roztokem 5% 16B3RVT®Ss®sa «terim se Sé@zy ink
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vpokojov® teplotDn. Pri mBamBr wprlo:it50d®twk ar dzytl ak t
s ®rl1&% BSAVIBS a n%ezbyylsy i rhlvaeidCo v §Pnoyu gli 2 yj 2bey?l y n §
pri m8rn?2 protil 8t ky: PCNA rabbit Abcam pol
polylgG. Poinkubacipr i m&r n2 proti | §t k anin v®,01% JritoBue zy pr o
X100vTBS a dBiheTBX. 5Bi otinylovan8 sekund8r n?2
vpomNRNru B3%7%X®z%¥nmlBS®rau ez Ppylsy inkubdvsny po
vpokojov® tepl otol.i | Bd kd®abbteo aRg laanntpubaci se s
protil 8§t kou byly @iaz001% Frildriu X100 FBSyat 4x Gminx 5
vTBS. Proamp!l i fi kaci sign8lu byl pougit Vect as
bi otinylovanou kSenovou per oxind@0i% TritoMi§s| edov
X100 vIBS a4x 5min vT B S. Znal en® proteiny byl-y det ek
diaminobenzidinVector laboratories Do 90ml 50mM Tris (pH7 , 6) o A éyol ot N 37
pSi d&mgdABa®600 30% HO,. Signg&l bylo modmB@®na@ozor ov:
reakce byla za®taWgsaepdomMob¥%l dHj 8dra bunnk
(Vector Laboratoriespo dobu 30 . Skl a byl @& oaplSBeczhyn uldyal yd Ho d v «
postupnou Sadou etanol , i sopropanol, xylen (
zality do Solacryl u aanpa9ilkzrey thyi sktroyl cocgm cskK Ic2h| |
mikroskop Leica DM600 a software LAS X.

Pougit® vektory

1. pXPROO1 IentiCRISPRvV1, Addgene, #4953bV ekt or k- duj e Cas9 nukl
nNj mogn®guidt RNAIGRNAL a K@ e o | entivir8ln2 vekto
proti puromycinu a ampicilinu.

2. pART pAR-turboRFP publ i (Kaspafkebal, 2014) i Ve kt or sl oug?2 |
report ®r . K. duj égreendlkorescent protei rRE&P (ré&iFlBorescent

protein) Sekvence k-duj2c?2 RFP je pSerugena a p
pro RFP je mogn® vlogit «c¢2IldovCoauws 9s eskevkevrecnic i Ce
svysokou pravdRDpodobnost? se gen pro RFP spc
pak mogn® pozorovat | ervenld fluorescen| n? S
blasticidinu.

3. pKMyc3tdTomato(v ekt or dosud )indleynlt opwklkitloov &n duj 2 c
tdTomato byl pougit jako pozitivn?2 kontrol a
bunhDk HEK 293 FT (viz d§gle).
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4. LMNA_mScarletl_Donor (Addgene, #178092 Vektor nese gen pro mScarlet. Tento

gen byl pSekl opXPRDOHOo akkc¢hom mohl i sl e
organoi dT byly %YsphDgnhD transdukov8ny (viz d
5. p pR82 ( p CMAgedegtl122631T R8n Lo vektor pol;tatuj e ge
areva byl vyugit pSi produkci l entivirT url| er
6. pVSV-G (pCMV-VSV-G, Addgene# 84541 Tent o vektor k-duje obes
a byl opRt poug2vsgn pSi produkci virT url en

CRISPR/Cas9editacegenomin §vr h a ovhRSen?2 funk| nost.i g F
Pro editaci genomu arod argao ied TCRA SIPR/ \Cyals@®i. t &P rt
| okus byldydRNAP b qeS¥s t GhapEChep(https://chopchop.cbu.uib.njo/

i viz tabulk Navr gen® gRNA byly zakl onowZmeg do
mol ekul §r n22amg. &)Padmow&n®Sem2 funk| nosti danTlc
shodn® c¢c2|l ov® sekvence ur|len® pro izvakl onov
tabulka3.Vektory pXPROOL apART do kterTch byddri:é pdglgmmd v I
transf dlowd8myldk HE K do2 [p8fekcE.Na jedeuf a mk u 2 4j amk o
destilky byly nasazeny buRIW% Kaddgl glradrs® el
smRNs o b s &h bipoiedtaminu 12000 lfvitroge) a 0,250y DNA. Smis
Lipofectaminu aDNA (vm®di u DMEM bez)byfadankpbb®Snwa® v
tepl ot N pmin Toestekcep 2 G® o b 21 Vva@e | k ov ®m40@cb j e mu
kompl etn2ho , mp&liasBEMEBWI Rky byly transfekov§
vektory (pXPROOI pART = 1:1) neb pouze vektorem pARTJ ako pozi tivn? |
sl oubju Rkyy tr ansf ekpkMadhtd®omatbea z mé qp@tmi v n 2 kontr
buRKYy bez transfekce. Fl uor esciennvceert bvaR®hH
mikroskopuLeicaDMi8 svyugi t 2 m s o.iNEwdrewWd nDADYXyYy buRky
st ude n ®h(danksl B&abced Salt Solutipn o bar veny p &ignmac 2 Hoe
Aldrichya s or metodd®mryTt o k o v ® LSRYI,tBD Biestiendes software BD
FACSDivg. VI sl edn® gr afy poogramyu Fland.rZpodo v SIinypow i t i v
bunnhDk byl a vypojladkd&wmnadddbagqmnoesa? ksan® sekyv
nukl e8zou. VIislddidatkevlUchvmdenyi 1 ech.
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mApc guidel caccgAAAGCGTTTTGAGTGCCTTA
mApc guidel_compl aaacTAAGGCACTCAAAACGCTTTc
mApc gide4 caccgAGCATTGATGGAATGTGCTT
mApc guide4_compl aaacAAGCACATTCCATCAATGCTc
MRNF43 p.R145 gRNA1 cacCGCCCGAATGGCTGGTGAGCG
MRNF43 p.R145 gRNA1_compl aaacCGCTCACCAGCCATTCGGGC
MRNF43 p.R145 gRNA2 caccgAGTACTCTTTGACATCACCG
MRNF43 p.R145 gRNA2_compl aaacCGGIATGTCAAAGAGTACTC
MRNF43 p.G659 gRNAL cacCgAAGACCGCTGGGGTTAGGTT
MRNF43 p.G659 gRNAL1 compl aaaCcAACCTAACCCCAGCGGTCTTc
MRNF43 p.G659 gRNAG caccgCACCCCGCCGTTTTCTGTGT
MRNF43 p.G659 gRNA6_compl aaacACACAGAAAACGGCGGGGTGe

Tabulka2.Navr g&NAB ur|l en® pro zaklonovg&8n2 do vekt

mApc gl pART gAAAGCGTTTTGAGTGCCTTATGGcgat
mApc gl pART_compl CgCCATAAGGCACTCAAAACGCTTTc
mApc g4 pART gAGCATTGATGGAATGTGCTTTGGcgat
mApc g4 pART_compl CgCCAAAGCACATTCCATCAATGCTc
MRNF43 p.R145 gRNPART GCCCGAATGGCTGGTGAGCGAGGcgat
MRNF43 p.R145 gRNAL pART_compl c¢gCCTCGCTCACCAGCCATTCGGGC
MRNF43 p.R145 gRNA2 pART gAGTACTCTTTGACATCACCGAGGcgat
MRNF43 p.R145 gRNA2 pART_compl cgCCTCGGTGATGTCAAAGAGTACTC
MRNF43 p.G659 gRNA1 pART gAAGACCGCTGGGGTTAGGTEgaGG
MRNF43 p.G659 gRNAL pART_compl cgCCAAACCTAACCCCAGCGGTCTTc
MRNF43 p.G659 gRNAG pART gCACCCCGCCGTTTTCTGTGTGGGcgat
MRNF43 p.G659 gRNA6 pART_compl cgCCCACACAGAAAACGGCGGGGTGC

Tabulka3.Navr gén@onukl eotidy pro zaklonovg8§n2 do

Mol ekul 8rn2 Kkl onovg§g8n?

Naw g e gRDA by | vy vkl 8§8dsgny do gekkéeonce b XPRD O Me n |
kc2l ov®mu m2stu byly zakOdboan owelntyo rdyo bvye kyt orr a
pXPROO1 ly | g FaBipigesEs p3; pPART byl gt DpénlOp hedt?2 P
Thermo Scientific) Reakce obsahovaly:@ enzymu, 20 10x pufru, 30y DNA a zbytek

byl dopl@ONDmWoTKeHkov&ho GbpPpmn2 2fLrpobobthal o p S
30mini 1h.Dovi sl edn® r eak€@e 6bxylLyo apdSindgg nyy e Roz gt
byly det2%oagay- xov®OMI geélkedn®TAFaulhy voywSez Szny
i zol ov8ny pomoc? Nucl epXpg.iNmgG8berm®dplIlPCRmiQly
def osfor yl owéavgla4d7Be aklcaez mibd o® ®x FEaMNAP,pufrG a 5

20 Fast AP enzymu (1 U/ ¢lL, Thermo BthepSific
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37C a n&§mi ad PaSs5uDMIgnN byl piSiRNAY vec?rvl Sonv §i nsseekr
(tabulka2/tabulka3). Nased8n2 kompl ement 8rn2ch oligonuk
v 100 reaké ¢ kte® o b s altflooliganukieotidu 1 (10@M), 1 A oligonukleotidu 2
(1000M), 140 10x T4 tu{Theanio Scehtific)opp@T4p ol ynuk!| eot i d k
(10 U/ elL, TheanbMTKHeD; ecnytkilf@rcu) p SiACip30 mig,r a mu :
95/Ci 5min,postapn®ov8§n2 AC ¢ ylcd bAD/mimn)aLigdtd vektoru a
i nsertu pni ;bpoRadoljao vIG6 t e p | tove #C .a KnaSgsd e dinilyg all 2n 2
obsahovala © 200x BetpPO®hdef osforyl oWalox®Mo vekt
|l i galn2h@ pTlu4 rDNA 11 ig8zy (5 U/ QLTK HOher mo
Li g anireakemibyl transfornro v 8 n bakteri 81 n2 k MplaumidG NDURA .
bylyp o syy/n&n sekvenaci siprarerg:l nost i SEQme
pXPRO01#2162R 5 ¥ETACTATTCTTTCCCCTGCACTGTAGS E

FpART-seq 5 £ACCGCTAATTCAAAGCAACCG3 E
U vektofT pXPROOL by p S2 t 0o mmoasvt? ci nepdr®duw®imn r ol n2 ho gt
enzymem Pvul . oN§slsadowBanl2 f pohbsao®t vigeaz RiroT |

byla vybr8na jedna gRNA, kter8 byla pougita
Vektor PpXPROO1 b yChs9 (d104by) p 8§ ®ll ic@ wpesduldido pr o
organRratotb 7| y i zol ov 8myy i agr gka reoRedageErORCasdal el u
EGFP. Cas9t ak mo hv @k thdrtu zpXPROO1 vygtRhRDpena a b\
fluorescen| n2 (96pt &e n mBoarmSctar | ektorub vy | z
LMNA_mScarletl_Donor, pomoc DNRCROIsSymer 8zou Phusi on
Fidelity DNA Polymerase, B/ OL, Ther moPGRi eetaktictiayl YV po
primery( pomoc?2 primerT jsme na okraje genu zan:
FmScarlet#BamHI 5 HTTGGATCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGE E
RmScarlet#Nhel 5 CCGCTAGCCTTGTACAGCTCGTCCATGCG E
PCR eakce obsahovala@ t e mp | §t ong BMNA MBcarletll Donon, 0,50
Phusion, 53 50M forward primeru, 3 I150M reverse primeru, ©@ 10mM dNTR 100
5x Phusion HF pufru a 278 TK H20. Vcy k| ®r u byl SspugtiDn n8s
98/C/30s, (99C/10s, 66,8C/30s, 72C/20s) x30, 72C/5min, 12C/ VT s | edn §
reakce byla pSeligthDna pSeup KitNByolpeoeeSepd n  Ge |
gt Dpen? insertu (mScapouetfrhajivegkfijedhotplXiPRE
reakce obsahovala@ DNA, 0,5U BamHI, 0,2U Nhel (Thermo Scientific) a Tango pufr.
Reakce, vegtkMemend che lbtyd r ,0,50 &astAR enzyhus Relakwes a | y
byly dopl ®nRio gbjerfuke@ H, Gt NDpdoni2h pp R &Gt Dpen®
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fragmenty byly rozdnDIll%ya garmozx®v ®mn edkelrw.f o 2

byly zgel u vyS2znuty a izolov§&ny po-upKit? Nucl e
Jednotliv® wSktaodet byliyow8ny pomesd2eddBdmiDN/
Il i gal n2 mi reakcemi byla transformov8na bakt

namnogeny a sekvenovgny.

Transformace, izolace plazmidov® DNA

ObecnhD bhpwmaopgpen2 vektor Tt ny ubgazkvt8enrai SK.onmp ekt uel nt
BNhem mo loe kkul | o8nronvagiinz2v Srny | b apkot er i §1 k2 ek me n eE Ni®L
ngchylnl k rBeakka melriireacBy.y transformovsgny m
(4KC/15min, 42/C/45s, 4C/2min). Tr ansf or movan® baktveB i e byl

m®di u a vysety mmsa haugja?rcorv ® $?lsdetdngyn ®d anw®i kbbb
kter® vyrostl yXCbBkewm halrkh op&dbyaimsantibiotika

P azmi dovigi ODMNAb vl a i zNutleoSps Mai kip forrplastnid DNA

preparation (MachereMagel) nebo NucleoBond Xtra Midi kit for transfectiograde

plasmid DNA (MachereyNagel).

Infekceor ganoi do adenokrydCr er y ekombi n8zou

Byly i zol ov8mwyg?2orag agfaa2ebyQReasIEGFP x Braf V600E

Pro indukci rekombi nk VY6HOEaCasd a EGHP dWy organgidy e s e B |
i nfi kovsgny adenoviry, kter® nes | yztokg e n proc
koncentrovan®ho ¥ PRUM.Pbesahonfvakci8xhPl o pougdi
vpS2padhN tenkostSevn2chpS?rpgaadidi d T g hao v IO T ¢ h2 0
zt |l ust ®hPo |settSevmi Dk ovan® kul haS$Se Sikryfadridneafci2n o v
publikovardi c\h(Bartfeld and Clevers, 201534h piSefdekc?2 r osm®di wr gan
WENR obohacen®m o SigmaMdrian)i ak18MiYR2a@6688. Zk a(g d ®
kultury bylo infiKduBiBon arsar tDt0l ® rjgamloy dT4| a
Organoidy byly ceabriidywygdo§npPyBavers Matggelu &  mi
mechanicky rozrugeny. Visledn§ peleta, kter§
resus p e nTayphE &rpaess (Gibcop i n k u b o VA8 poadobu asi 8irY
Reakce byla ukonlena pSidg§n2zmmBompbeahdhal a
fragmenty o velikosti 1 0 b unDk. N8sl edovala centrifugac:
shl uky bunbDk m®&dusp aMENRY &nyn-Pvk 6 82 namMiod m®d i a
pSingbed®niok aBBSnoRriagmenty oeiyganordTubepi§n:
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(600g,32C,1h) na 48jamkov® destil|lce.CaAWESCGdNN b
po dobu 4 . I nfi kovan® fragmenty organoi dT b
centrifugov8ny 5 min pSi watigglu. OrGaadidg byp b y | a
kul tivovsgny na 2 Mm®a miuo v WE Nideanamid H cYR7632.
Nikotinamid, -2 76 32 a WNT (pokud se jednam®dbatenl
postupni oldledbdeBnyasvitali tu organoi dT.

Sort infikovanlTch bunhRk organoidJT pomoc2 FA
I nfekce adenoviry nebyla 100% a organoidy
EGFP (a tedy i na Cas9 a BRAF V600E). Aby
nabohatili,byl vy organoi dy nagtBDpeny, a jejich je
FACS (fuorescenceactivated single cell sorting)Dva d ny pSed bytyr t ov 8 n
organoi dy k®di uv VBEMRyketinamid+10OMY-27632. D&l e b
zpracovs8§vsgny obdobnhD jako pSi pSedchoz? in
vTrypLE Express Fr agment vy aDganboyildyT ivnkubomiBny p o
abychom z2skali jednobuniD|l nou susThylEzi . Po
Express Dbyl y buPROg 5aé)at rn sulgeodvr8 yr @BUspend
obohacen®wmWnm Subrggéte nikotinamid a ¥27632. Suspnze bunBDk by
filtroR8n@ co buRK influp BRjosciencgs®y 3 tyr sjbémsnhy d
MatrigeluvPBS s pS2davkem 5 nM Wnt2 BIX.ogaadret own
buRky byly centri f4lCgova8nyel(edt0a0 ghyl5a nriens,us p
MatrigeluuPo transdukci rostly organoidy n-Rkol ik
27632.

Lent i vriarnosvd®u kic e +@elegcanoi d T

Pro vytvoSen2 kultury or ga nBraf W6DQEnekldteark§® by
mutaci vjednom zg e iAflcneboRnf43, byl y navr geny gRNA, Kkter ¢
vektoru pXPR0O01Zv ekt oru byl a n8slednD vygthDpena se
m2sto n2 vliogen gen pro fluorescen| n2 prote
Viry byly pud8kbav HEK t2 @3 s F &k c [Kpofectaiminev y u g i t
20000 0 10cm kultival bt Rkimsikuzeo70s® dbwl o arpg
Lipofectamine a 126 DNAvm®di u DMEM bez pS2davhkn). FBS (
Do bunhRk byly vng§geR8apVwB\kAvproynPRdR&KRIPITY , p
pXPRO0O1, 33y pyR82 a 2,8y pVSV-G). Jako kontrola byly pou
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transfekcetrBmRKykbwnly ssnDs 2h.i nPkoutb® vj8& nny bpyd od o
vymRnNDno za komP?t eanRkRera@ikEmMS ST probAméd%ba pSi
at mos f S aéobuTmd . M®di um obsahuj 2c2 wvoi(800g, byl o Kk
10 min), aMryt vsBe bsutRklyi.| ySu p e r nLanti-¥ Gancerfirgtdr p ot ®
(Clontechvp o mRr u 3: 1 aACi ak u dpoos@doi btwaen wensdukce byl
roztok centri fA0,¢5mi §in rBd 01 2 @Eg.,ped eta obsahuj:
resus pe ndoavn8ndau kv: WENR + m0enVinikotinamid + 10M Y-27632 +

8 Og/ml PolybrengSigmaAldrich).

PSed tr anys dourkgce2n obiyd ym®k i lut iWEMNWRS nry n276&38 poi na mi d
dobudvoud n¥den transdukce byly organoidy sebr 8n\
pSi infekPo madée@nBpeny.pomoc2 TrypLE Express
or ganoipceh droetsSuasyn swd u k | Sudpenzem@dgi t Lilpbyanoid/ byla

nN8sl ednlD m@dicebBsnaah ug 2 c2 mFil agme vi y yowinganoi dT
centri f uAg0600gdy) (8832n8§sl ednhDCiabChbmddnd. pSi 37
Po inkubaci bylass penze c e Md0g,i5hin) @ peleganbgla résusped o v § n a
vMatrigel u. th$ ipd transglukdd roslly arganoidy v®d i u WENR +
nikotinamid +¥2 7632 (doba mohlza§ vhiTstl opsrtoid | noau gjeenjai cvh
byl o n§sl ednVWENR y Y2630 f puromyain (1 20¢nivz §vi sl osti n
stavu organoidT a mdPmoosup! ymuf BNHaa®e kjbend moH

koncentrace pur onyjuianu®tsm2kemae mtar &c,i2 rost |y

po celou dobu jejich kultivaceDvadny po transdukci byl o take
koncept oaespandna RWNT ( WNT byl odeb?2r @Apg. pouze v
Po 14 dnech ji¢g tr an snid®dkiouww alN WE Ny p(Spdpudzded r BN

c2l| en?2 Adcp Jakpekontrolapl v paral el nD zpracov8§ny or ¢

transdukov8ny viry.

|l zol ace genomov P8 ONA Rh4BRApgE Enace

Pro izol aci genomov® DNARODBY oo gdoveidd iniddDT o0 @p Dis ki Il i
jamky 24j amkike ®s delseéel okrggpalneoi dT @ ylloy zm$ind §rroo
pufru (100mM NaCl, 10mM Tris, 25mM EDTA, 0,5% SD$) 3 4 proteing8zy

(20mg/ ml, Thermo Scientific). Takhop®&i praven
KI'yz8tu b y 5000 igopropdn®lm, ovzorek byl prm2 ch &rentar i f ugov §n
(12000g, 15ni n) . Pel et a by FO&0 etanpld 8novho e har ilf ugov 8n

(12000g,5mi n) , vysAgenaop P iu GIHMWEDEA (0:1)p uN§Fsul edniD byl
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zmNDSena koncentrace izol ovan ®NDBLBOA, Theemo s p e k t
Scientific). Pro kag@Tl PvCRo rreeka kicyel, o Kpt Sei@psr aovbe
Elizyme HS Robust Mix Red,®1 5O0M f or wéd d 50M mervie,Ok& pr i
i zol dDWNA B®|! obs dflidBég DNA) a 16012,5mM betanu (Sigma
Aldrich). 804 reakce bylo rozdi@l eaovbHogehkoamdoeky
spugtnNn prioymiam: (9EBAEEB 5 AA5s, -720A) 35xi, 72AC
2mi n, i32AC8 VIPCRI otemkci byly pougity n8sl edt

FmApc_gRNA4 5 5EGCTTCACCTGTGACCTCTE3 E 56,9C

RmApc_gRNA4 1 5 £ACCACGCTCAAGTTAACGAS3 E

FMRNF43145 gRNA2 5 H#£AACTGCTGGTCACTGCCTA3 E  55,7C

RMRNF43145 gRNA2_ 1 5 &TGGGAGCTACTTGCTGGAR E

FMRNF43659 gRNA1 5 ACAGAACGCAGCGGTTACTT3 E 58,8C

RMRNF43659 gRNA1 1 54CCTGAACACTCACCAGGTT3 E
Podle visledku pSedchoz?2 zkugebn2 PCR reak
elektrofor®zy, byl PZR pgadukov &@m Ngyeldow,d NV ¢
i zolovgn pomoc?2 Nucl epkimenbyGel Tandj BE@RPCRe ¢
roni pSeli gthNn pomoc2 stejn®ho kitu (toto b
fragmentT, kter® by CmRedplrydurkadrmoglvw$Pazgreanu td)

Easy Pr omega,) b5poonngdce2l TA Kkl onovg8n2. LOlgal n?
pSelri@hto PCR prodllkt pGEMMOer t10x 0,iHal n2ho |
1601 T4 DNApBrp8dP kontroln2 reakQeigady!| i n:
probzlﬁhlapéi pokoj oiviBh te@ IVeékBoaem2byl trans
baktne2r i Bmen TOP1O0. Transformovan® buRky b

sampicilinem (SigmaAldrich) a kultivhovgéay ZRA&Ed® mi sky b
odp2chnuto 12 kol onilL2B, nkdtdanp® shb ¥y li yn erma miVedkd )
byl a i zol oNugeo$in Mim kitdfar plasmid DNA preparation. Koncentrace

DNA byla zmRDSena na spektrofotometru Nanc
spol el nost?2 SEQme. 500 b 10@0hgnNA tvobjenug @ a prz as | §n
sekvenaciurmiyV epimedNIGR{ 5GAGGAAACAGCTATGACC3 E) . Pr o
zpracovsg§n2 vislednlch sekvenc?2 byl vyugit s

Statistika
Pro statistickou aBSalblemitVVstedkT byl pougi
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5VIsledky

Nagi m c 2slleend olvyalto c hov 8n?2 Braf W6DBE anogakl oauscr? It hp omu t
jej?2m vzni ku, tak v jej?2 dlouhodob®pgSmuomnc
por ozuomdn? akouonvkiohgoednun2 v ar i apnSian §kyi2n §mS/i BvRZA
| asnfTch stSewenzkaherlil®h2 potenci §/lVinBpshelnid v zn
SadnD jsme chtNRli vytvoSit model, kterTm by
mut ac2 a mohl i tak url|lit jejich viznam pSi
mutantn?2 variantu BRAF.

Nagilmmvim2z m exper i men to®anoidy m | mo/dheel®kn® hboy lay t | ust
st SevaV mgxgeri mentech bylo z§kmr8nNkRenmn!|lavsvad®
intervalupo tom,coseb u Rc e Rrbg ed/ét.er mi nac i | asu, ve kte
mutaceBraf V600E byl a pro izol ax$atoa gmBrap¥edaEK yoow §i t :
Villin-CreERT2Vr 18c i experiment TrGgh®w pasg2ve&hky mbdv aa
1.Rekombinacedvd ny pSed eiryt®eri ment em

2Rekombi nace fcthkraDs ZpcSTe)ds 2x P mrivoment em
VpS2padhD prvgam dyk teipmryi movaly BRAF  WT. Reko
exprese BRAF V600E b-lydroxytamakiferkuo vBat op osmlowcgi nda
simulovat situaci, kdy e uRk 8§ch onkogen BRAF VG600E pS2to
dobuDr uhou skupinu tvot® |y myganovdykieol ok b
rekombing8§zy indukovg&na ji¢g nhDkol ipkS2npes®IT T p S
vivorekombinace bylymyi 8gjaow 8§ ny t amoxi f enem.

Pro dopl nhRDn2 exper i menotypdmBraf We0OEX Villin-CreERT2h my g i
byly i zolov8§nyygegan GrefgABEy ¥Wlkn®&rez Tyt o mygi ma
vgenomu k-dovanou neregulovatelnou Cre rekon
givot tak exprimovaly BRAF V600E.

5 Exprese BRAF V600E osforflxceoBRK ] e n a
Jako jpsrrven2chit Djlak usd i pS2tomnost BRAF V600E p

dr 8Pprovn&svwel itedy hladinu akti WYaHladna f osf or
nefosforylovan® a fosforylovan® f oblolwy ERK1/
Dvadny po indukci rekombinacen vitto byl a hl adi na fosforyl ovan
vorganoidechtien&l®Phwaml ¢dH ust ®ho st Seva navl g«
kontrole (obr §81Ze WT sl edn® rozsipgryi fngeghpa | i vd ch
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experi mentech nicm®nhND vykazovaly stejnl %
experimentT dgedambgo® ahjmateri §l ech
HI adina fosforylace ERK1/2 byla mhRSena t a

rekombinace n d u k o in8vivan Nk o | i k mNs2cT pSed vlastn:
standardn?2ch podm2nk8ch byl experi ment zop:
pozorovat m2rnl n8&rTst fosforylovan®afor my

5hdo m@&i d8&ni det okfldesrMyvokah2 pPHRO podm2nky i
byly zaj?mavh® epl$esdkeav gd2anh g2 ¢ h T avia &dpipla®6. an T c h
Tak@ t NDcht dypa@admdzevely 0% &fhcasafdarngki n§anwn ®ERK1/ 2
or garexipdT mBRAF¥6POES o u hrinsmliedvek oboluzexypied Dimen
obr 85ruafy pro jednot ! i v & oopaa kkcow8 nczh jrsad ue ru Ve
VpS2padhN dl ouhodobe@ np S2vtaormnaonsttyi BoRAkFo,g k dvy
I z ol owmy gBraf ¥600E x Villin-Cre, j sme takt®g pozoroval.
fosforylace ERK1/2 oproti kontrol e, a to
or ganomibd Bz e k

188 — e e e wsam == | \/inculin
70 25
55 S
"
[n'
— . — -— p-ERK "'; 15
35 3
70 T
=
55 o
!
sEEBPs| i 0 i
L BRAF BRAF  CTRL BRAF BRAF
> Oty 2 g & 8 | V6OOE V6OOE
[T w [T o
CTRL = - =z 2 S.I. coL
M o <
oo o
I
5.1, coL

Ob r § 24eDkva dny po rekombinaciBraf V60OOEd o ¢ h §1za2v T Kjladiny2p-ERK

Hl adina fosforyl ovERKR)®edkaidm¥& z yp oERKLI /82 kup expr
VB6OOE navbé2p8dBxtenkost Sevdryprh? poardgl nori glaln «
i zolovahluesh ®zo smySeivao ( @EiMBAOE > Villin-CreERT2
Kontrol n?2 kul tura (BRAF Wihydroxytanoyfena Jakon d u k o \
kontrola (CT&RL®P ot gemalypemBrat VEOEX Villin-Cre-, kter®
nek-duj2 Cre rekombing8zu. VIsl&danmosdraafnT ok
experi meybPveu Wsel kou zn§zorMug2aeiRastist and:
proteikbal | e v
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:];g - e —= wmp | Vinculin
— 06
55 £
— E— p—ERK % 0.5
35 = 04
=
g .
1 g
1 e e ——a— ] =
ag Vinculin x 02
Lid
55 e o
ERK .
- .....--- BRAE BRAF BRAF BRAF
l I | : WT VEDDE| | WT VG00E
sl. COL SI cCoOL 5.1, CoL

BRAFWT BRAFVB00E

Obr 8§15 k NRDk ol i k ekonbsaciBiRf VPOOEjahladinap-ERK navi gena
Hladinaf osf oryl ovan® (plERK) 83y a ERKI b2 i kontrol e r
vpS2padi, kdy byS92tBRmAR Y600dobp VpBRelaidiDa m
tenkost Sevn?¢l) o rggnatypo BrdfT V60OE x Villin-CreERT2
rekomblnmvnaordlocghnoavl{gﬁxnv?e vzorku tlustostSevn
(COL) 1,3x PSezset ogj@uhr nn®ho grafu zobrazuj2c?2ho
vel kTm odchyl jkig§snt ovtl ssuj ecobdnéad t2¢sitv,T cwh eo pnazkronvig§ n 2 ¢
nN8r Tst fosforylace pozordeahiot Koeu z mdsdtak & o
proteinT jsou kDa.

55

RS |«
35 z
55 .
e B | oer 02

35 1 '

BRAF BRAF BRAF BRAF

p-ERK/celkovy ERK (%)

 WT V600E WT V60O, W veoor | | WT VeOOE |
S COL S.1. CoL

Obr §46kkr ekombi naci spojen®ERK dot p&Sr2pmaidilvadi
pS2tomnosti neregbiogayel n® Cre reko
Na obr8&8zku je visledek detekce mnERE)sut vz f os
organoi dT imy aBrabW6@OEXI Vilih-Cre U tenkost Séunz2ch or
hladina vzrostla 2, 3x, ust ®H@ol)wariStafaainaz ol ov an
fosforylace 1,8xGr af wukazuje pr TmRDr hodnot ze dvou s a

chybov® Ysel ky zn§zorMu§22tck?o svteal nidkkbrasdtni2 pordoct heyi
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52BRAF V600E vede ke zvomgeamoipdD Dl

Nagim dalbgydm o?2lzeumal i zovat dRlI 2c¢c2 se buRKy
zdravich a mutovanlch organoidT |ig®. DRI 2
ethynyt2-deoxyuridine) Jde o analogt y mi di nu, kterl s e Zzabu

synteti zovan®eplikabeAa bnfBhselne d n D yazbou dleoroferk o v § n

Organoidy byy €dU i nkubovg&8&§ny vgdy po dobu 45 min
uk 8zal a, ygue kotregralncoh dby | a iBRAFWROOE Gsahovalyr o d u k
vRDt g2 procento dNRIylcédch o BBAFWIRAEVvHegnt omga

zSejmnND dgdm§zél ol asovich intervaltemtk ®ho omg
tlust®ho stSeva. U tenkost Seivoirticthhn EaTigaa o
proliferace dva dny po rekombinacin vitro (p=0,0064) V| ase nRDkol i k mDs
rekombinaci seorrgpaznddildyz nmeensjaudc 2a mut aci obs

procento dRl2c2ch se bunhk | ak ot IWTs to®hgoa nsoti
j sme naopak 8idenplozi§ oV sl apsieo dng pe rekoorabénaci,
proliferace vgak vzpaGid7rabpglekkkol i ka mhDs?2c

Braf V600E x Villin-CreERT2 Braf V600E x Villin-CreERT2
Dva dny po rekombinaci Nékolik mésict po rekombinaci
40 s 60 *
35 T .
o 30 T o
= c
3 25 3%
3 3 T
= 20 - ~ 30
;E N ;E 20
210 - S
10
5 |
o - o -
BRAF  BRAF  BRAF  BRAF BRAF  BRAF BRAF  BRAF
| WT  V60OE N WT  V60OE I (WT  VG0OE  WT  VGOOE
Sl coL S.1. coL
br 8§27 k Proliferace bunhDk tenkostSevn2ch a t
rinlich | asech poBraf@@EMbi naci al ely

roliferace bunhDk organoi dT prrJozdnulkcuhj 2lc& scehc F
ekombinaci mRnila. @GLbgnkpozdewvBmhohdmudasn o
Nl 2c?2ch | acswhnymp®ieckonbi naci . U organdiudT ®hpo |
t SEVBYj sme vzrTst (1,7x) pozorGrwadlyi zo®prpa.
rTmRr namNRSeniTch hodnotpryv@?2mt anaddudfrsondc
echnick® repli k&8t yhr ndnrTu hvidvosgsreadfe &2 ati md = hj enn
Si kagd®nmyodmakwovigednot!l i vich wzS?r céd@ h s endis
r gankhodddfaw yznal enl ch samoaege Tt gmt )0, PO Sad?2

O U—~oT wa~=~7T1T<Q
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53 BRAF V600E mhbDn2 morfologii tenk

BDhem kultivace stSevn2ch organoi dTBrafal al bl
VBOOE a to mini m§lnhk uteoenlg@moidtfSewva.l ovami aht
za norm8ln2ch okolnost?2 vyt v§ %e§22p avdiddyn gdkey na n
onkogenn?2 variantu kinS§zy BRAFtLSeevy®dk2tan
postupnh se tenkostSevn2 organoidy zakul acu,j
i zol ovho®t @hDe nsttoSefvanot yp byl pozoamiv&m | ak
zmy g i o Braf ¥6OQAEy Willin-Cre,t a k  u t D cvariakuVidim-&eERT2! y

a byla u nich i nduwkonviBknoa irke knoihsh2icnTaceSed sanm
KromRD t orhwt amajnkost Sevopr otrigakontd pwl®mg2 kul t
tendenci ke ztr8thD kompaktnost. a |lasthbDji vy
pSichycuj?2 na dhobrk@8dagk D@l hdhotaemgegmsSpiSapaen
dostaly pouze organoidyBraf V600OE x Villin-CreERT2 pravdDpddobdonD =z
d Il o u h o ih eitto Kultigaée

ZmNDnu f@hotgph8eovat tak®Romaok&taghat imi &h oz k
byly sn2m8nyabanmrya&m®i dpyo mo ¢ 24 -NjgE@Hio2-femylindol\ P |

KromhR t ¢emeo, vigdelXrl&tu typi qézdravdli jsmdt @k Tz mNDnu

vuspoSg§dsgn2z kmenovich | pSechodnh se dRnIl 2c*:
organoi dT jsou dnRI2c?2 se buRky |l okalizov§g
vpS2tomnosti BRAM® bR P OF m3 stofliny rovnomBDrni
organoidu o b r B)z e k

U organoi dT tilzuosltodvhaon T sthSezva jsme ¢§8§dn® vir
nepozorovaliZ| §sti to mTge blt d&no jejioklbl mostél o
vytvegSej2 kulovit® YWtvary. Nepozorovali | sme

tomu bylo u organoidT tenkostSevn2ch.
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BRAF WT BRAF V60OE BRAF WT BRAF V600E

: o s
200x
e : ;. E
L, i
o a2 coL
® S5
40x 200x

200x

Obr §28 k Dl oup&dob BRAFYE00Ej e spojena zmhDnou
tenkosh Sevgpédmrcoi dT ) ,
Obr 8zek ilustruje zmBDnu mopbdtognest enBRAF S

oproti kontroleVI evo vi d2zme fotografie ze svDtel n®h
vzhl ed organokéapce oMadudgeh uv TemrkiomsujSeo?n
BRAF WT tvoS2 kompaktn?2 Ytmiaatly, k wl aptSRe s t wlyt
udrguj2? svou tyYpiSépadhNDmokitg!l mgioidukuj 2 onko
vzhl ed kultury se znatelnhD mDn?2 a $iel vel
charakteristick® vibtDghyo NpBtphadBheidhavgrahat 8T
jinak deformuje. Vpr av® | §sti obr 8§zku j B onof ofkl8ul onr2ehs
mi kroskopu, kde | ervenl ] e sign§gl EdU, m
morfol ogi e tenkost Sevn2ho organockiadu zjae i z ddl p
bunB8kl. = tenkostSevn?2 organdiudy,®h®OLs t=S eorag

54 Bu Rk ynu $ 8@PV600Es e nedDNI 2v,e jsst oSwe vwg
my @iS2 t oosmd®n 3 p o inace k o mb
Pozorov8§morzmbDogwi orod &reaied T zvWead Iboy Bigf S2 t o mn
VB0OOEnemohl a mRDnit interakce Abghom zjistil,jBksa mi st
buRKYy nesouc? t utro§ mout aecpii t ehovasjt2Seva my
imunohi stochemi ck® bMydgie gBayly 8 R tarfoxifdnuaSe z T .
powstrcenyw TznTch | asovPrd vinzealviaz@®cih. bunnhk,
k rekombinaci jsme vy u gi | Braf WMB00E x Rosa26STORtdTomato x Villin-
CreERT2BRAFV600E tak byl detekovg&n nepS2mo po.
Jako kontrola meheshmgn!|l praomy &r e ke&o®bi n§zu.
Jeden| dvadny po gav§8gi byl o mogn® vi dDnDt men g 2
tdTomato. Vn Dkt er T ¢ h p 32 rpkambmacé i bpur Fokb&8Xxhh krypty, |
signg8l zachycen pouzde fee ewntcgeahb&hl br&®kxguoh
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krekombinaci ndnk®m ppégentvu bunhDk. Gestl, se
byl vgak sign8l uk&zVWeDO0F daetpfdvEmnoest zRBAT
epitelu( obr Wz ekEpi tel st Seva psrel mdda mp Se&XhmEdn Te 0 o v 2
(Darwichet al, 2014) Po del g2 dmpdtNe rhoyitBdiekodap SUty o mn o st

report ®r woutedTwiRlkaBamet hovl ch, k menPkdoch, aktde§l
vzni k!l yk dédn @\n® mb u R k yrekombinan ¥zjleddnokyj ¢ o k ®mu r oz s ah
rekombinace ¥ a gegenadvadny po @awm®gin Pirea§Fld®Opodobn®, g
rekombinacedopit@atbtRhin®mv mnogstvz2 thkarke nwevllk@mub L
rozg2Sen? si BuRky mohldokdd p tnko. ghealmr YMODE t al
pNdmnT odlouleny do | umen stSeva, <g<fTTefB8Bajako
ve stSevn2m epiPSebtope dabf @mudombuedwdrau k mnS
potvrzen?2 t®to hyvpbntoSezeghk By nbylpo o padefhabace v:
experimenty .o dal g? kontroly

Zaj2malo n8s rovnhRg, jestl i dnevivodlWRRY epmeduku
buRky .THERe®{@medotobar vili tak® protil §tkou pr
cellnuclearat i gen) , kterT sl o%rgovngmxkm parakl elrm?2 dt
Zzji gtmRKky gexprimuj 2mcédBRAKUMG W@F dee o buRky
vkrypo r zkerkol 1 f er aci | s retekoual anil§ cehdtnoo nb ul nalsko vnRent
bodRD po indukci r e kdmymdumnadva g e, sefim osrg.NajgdBamy by | y
zSezT jsme si vgimli zvl 8gtngphotpirlT8ekzoTu Kkprr:
tdTomato( obr 1. eTky t o krypty byl vy na pyhbySewiut r oz
povagovs§ny za znak | asnlch ser8&tn2ch | ®z2.

danlT %hl em p$lasipagra®ted nSenz Bezu barven®m pro
g8dnT nepozgrovaliPokudvt Dcht o buRk&8ch ke zvigen® pr ¢
bT tto toadpov AN WMAAemmiiéemm.zaj2mavim znakem, ki
pozorovat, byla | ast8 pilovitost kl kT, kte
tdTomato a tedy iBRAF VBOOE. PS2kl ad pilovit®ho vzhl ed:
obr 812Kku
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1D BRAF WT 1D BRAF V600E 2D BRAF V600E

Tenké stievo

Tlusté stievo

Tenké stievo

Tlusté strevo

Obr §zZ18k BuRky ex
pS2tomn® i osm d

primuj 2 c?2Brafojsok vgpnneél wasi Se
n
Hi st ol ogilcyk & a8 evzeyn

2 po rekombinaci

ybyhemat oxylinem a protil 8§
jsou pozitivnhD barverynona atkk®T pmatdai,k cz n éB|R?AF
(1D)nebodvadny (2D) po gavs8§gi se barvily pouze
vinDkterTedhh pSeem@i@dh| a roebkl oansbtiin akcrey pttayk & nmkoug n ®

1D BRAF V600E).Vl ase ¢gest (6D).8Dgedim?( pbD) gav@&gym, |

doj2t ke kompletn2 obnovD diferencovanlch
Vnnkt @rSkPplmdech | ze sbgREEmvmpatdpbvatyptyk
jsou dan® diferencovan® b uwRkeyh gp odkoagbiray. kb un N
Jindy vgak tuto paralelu vysledovat nel ze.
naznal gpeby buRky produkejpi ¢l BRARtYVEBOEt mg
neg je obvykl ® pro z@rav® buRky. MRS2tko =
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2D BRAF WT 7D BRAF V600E 8D BRAF V600E

iy

Tenké stfevo

Tlusté stfevo

Ob r § 20 ExpreseBraf V600Enevede kv i di t el nT mp rzomMRinf§em avc i b un
st Sevn2ho epitelu

Srowm 8§ n 2 paraleln2ch histologicklch SezT baryv
VB600E) a PCNA (proliferace)Di f er encovan® buRky, kter® | s
tdTomato, se nebarvily protil 88tkou proti PCN

Exprese BRAF V600EN vivotedy nevede k i di t el n T rprolifema.MBD 65 7 nk o
2000m.
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7D BRAF V600E 6D BRAF V600E

TdTomato (BRAF V60OE)

i
% ;
LY

Tlusté strevo
-]
0O
Z Xl
> &gk
Tenké strevo

@%m«g%ef‘-_.““f*'u,,, RS %gﬁﬁkﬂ/&@@

@ ap *}f
R A T

!
5,,’:

VI ev® | 8sti obr8zku vid2me Sezndomjkpzamp t|
zvl 8§gtn2 ywofoberyghDtved®n akrpyPatyd fsoemalt sor v(irleyp o
BRAF V600B), proliferace vgak (BCNA.iVdhv®etH S8ksd\v 8§ nj
zachyceny klky, kter® jsou rovnBhDg | eamov§8ny
kl ky maj 2 p ovit® okraje, ckht eSe® ebcyhl ot emmokg@nhG
MNDS2t k@m= 2

Obr 82lekMor f ol ogi ¢ k & xzpnBebyY600Ep oj en® s
% I
n

55Anal Tl za mutalndecklI cme ktoéror ekt §I

kar ci snountTd8RAF V600E
V kapitole2.5bylz m2 nn mechani smus V| 2mhiolju chta$akn 2each

znakem jea k u mu | a ¢ eo nk P g rednnt? &dgelsteinet al, 2013) AS ug se
jedn8 o cestu od adenomu ke karcinomu nebo
n8dor nrees@e jwetdceg e nnAbynuh@am | ®pe pochopil i,
V6OOE pSi vzniku |i rozvoji | ais nsibcchr 8in®z 2mu t
modelovatin vitro, vk ul t uSed Tor gParnvoni2 m o knu ¢ kbglocv§bkat
kandi d8t n?2 geny, j 8 ncic hgno d ¢ iPb tpg sytodwmaIm . st

|l iteratury a dostupnich internetovnicsh dat
(Ceramiet al, 2012; Gacet al, 2013) DepMap PortalBroad Institute, 202))jsme se
nejprverozhod i zamNSit na dr 8hu p53 a Pl 3K.

Modelem pro studium efekkio mbi nace narugen2 MAPK a p53 c
0 genotypuBraf V600E x Villin-CreERT2x Wipl T2 WIP1 (wild-type b3-induced
phosphatase 1) e b 0 t a k @rotdhPpMipbhatagepmagnesidependent 1 delige
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f osf atnfz as,u bjsd jr28Deefmo sjfeorpyd 3A.ce na cirfaktvasi I ch m2 s
p53,Wipl je tedy protoonkoge(Bulavin et al, 2002)

Kombi naci narugen?2 MAXPKe rai nRInX K | chrD8 hnye t jessmheo v a
se vgakekyagkmxiedatas k]| kit ew 2Bo rnkBRAFayPIKBGAt a c i %
pro to, abychom wurl| iPaor odanl§g2al k a22csinueBd Vakk | gee
kol orekt§8l n2ch latdem®jkmp dy noRadRuecer AtlaSTCGA
Research Networ k, 201.8;Vgdeocsht uph ® ma@ar kcIBi mlPoal
v genechBRAFa PIK3CA On k o g BRRARVGOOED vy | p S21t50 mrzlor%)2 ch ( 638
ve z b ysedhicvhz or ¢ 2 ¢ h sjei nnfRg,c hgRted iynou mutawer N N g z 8
PTvodn2zm z8mBDremrbhyltouv kolmdd omwaat mut ac?, k t

mohla opakovatBy|l a proto vytvoSena tabulka mutova

sohl edem na | etendonsott |v Ivd kcyht up awh @b sjki chchv zau
BRAF V60OE( obr 82. 628 dnou konkr ®t n?2 sestavu mut ac?
nepodlasfi dommace o | etnosti viskyfsme kombmne®mdc

pro vibNDr kamndwves8gmniech genT

Zaj2mavsg§ pro n8§s bgeruRNF48S 2jt eognnsoesc @ ewvdutoBazee?| cah v
(41%). Osmzdevezadar kT, kter ®NFAR s pyi mamawowbsahoval o
BRAF VBOOERNF43 je n&8doreaMT newmrtesanm, rketgul uj e
Nejedn8 se o protein, kterl by byl pS2mou ¢
vgakgati vn? zpNtnou vazhbvbuRa@ARKiyv kvt erra® p ceu zse
kr §tdébopuo z ac hycen?Kobatag, 200 MNaWNast ou koinciden
vgeneclBRAFaRNF43vr §mci ser §tn2ch | ®z2 stSevn2ho ej
(Sekineet al, 2020) G8dn8 dosud publi kovan8 studie Vv
mut ac? experiment8l nhD netestoval a.
Vanalyzovanichzpac?eht skl albvnlpgnuAPGahd zel vy m
konkr @intpS¢ pal@chBcl{t5dmut ovanich vzoeshlk T vgak
variantuBRAF VB0OE z by | Tpaht Ssieldom ke skupboRDmpaacenkT
BRAF.N§dorovli supresor APC je pS2 mdgshmuaopoj en do
Clevers, 2006)Mutace vgenechBraf a Apcbyly s pol ednhyg?2 m model u j i
st ud oReBanmanret al, 20200Do e x per i mie np Fagudijekei g e§ | n 2
kontrolu pro aktivaci Wnt signalizace.

Pro testovg8§nz vl ivu dhrd \eaodEsne tedyoybralngeny pfra 2 na p
WIP1 (negativnhD reguluj2c2 dr8&8hu pb53), RNF 4
srovn8§n2 <c¢cBioPortal uv 8d?2r §mxk o srkaijpli ansyt Ikjoil om
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karcinomJ] neskuoa%ck ByRAB®gev PRSP ARC2TTN

RNF43 PIK3CA SYNE1l FBXW7 MUC16 KMT2D, RYR1 FATL1L ATM, ARID1A

CSMD3 FAT4, PTPRS SMAD4 MDN1, OBSCN CBP a d &BigPartal for Cancer
Genomics, 2022; cel® n8zvy genT jsou uveden
Pro vytvoSen2 organoi doge@chRniABaApcr yj skeevguaoi
technologii CRISPR/Cas9 (clustered regularly ispaced short palindromic
repeats/CRISPRssociated protein 9). ¥ 8 mc i genT byl o potSeba vy
do kterTch bude nukie®uabyglha9vyadi t(baedngb

etal, 2019)a n 8 mi zpracovan® Ydaje o mutaln?2ch s
VBRAFaPIK3CA( konkr ®t n2 vari amBghtmutwzdér @2S@h ojmsd
tabulced) . Pro RNF43 | sme vy b rolasti amidokyBelincl35lao v 8 m
659. Kodon aminokyseliny 145 se nach8z2 na

COSMIC jednou nej vi znamnRhj’ g2 mhis $Acu t Rigrad (Sanger

Institute, 2022) Dr uh 8 o&lbl dstami woky veglbir fohlelédnsra, byl
visledky anal lzy mut ac?2 2pS2pgaanindrcthskleh z
kol orekt 8l n2ho adenok atwiced,cdev 2 tJiakvier kmbp,gnd
byla detekov§mRANF43Mud plgeeswi gepPpbpadechtlec?2ho
d2ky kter @®mumuv piSiekll aenTt NSTOR KWedon. pBS2padT
mnDl1 i mut ovanl pr8vhD kodon aminokyseliny 6
pS2to2@wsanal yzovanhchwzpa&iTént /glechny pS2to
G659VIfs*41 se tlkokbaciviBRAK YGOQEY Rrdtoy jsme pro editaci

vybral. pr8&§vhn tutexoaoh!l ®Ast ,pSemzotgen oWOSWI C
n e u v(Sadger Institute, 2022) U APC jsme se rozhodl/ czl i
editace by mhDIl a odpov2ApE? (Kwagucheetag, B0BGhu mo d e | u

2WF 12 oK2(dallda 3588/ 22vidgsl 6032 § GYSNBiY2 R2 OKtH TN 1S @1 yAldz °
TNB|l 2SSy QNAWSOHSE @ SO
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Vzorky s mutaci BRAF V600E

Vzorky s jinymi mutacemi BRAF

Gen TCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC G/ Gen TCGATCGATCGATCGATCGATCGATCG
BRAF 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 BRAF 1 1 1 1 1 1 1
PIK3CA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 PIK3CA 1 1 1 1 1 1 1
FAT4 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 FAT4 0 1 1 o 1 1 1
MUC16 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 MUCI16 0 1 1 0 0 1 1
CREBBP 1 0 1 1 o 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 CREBBP o o 1 o o 1 1
ARID1A 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 ARID1A 0 1 0 1 0 1 1
DCC 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 DCC 0 1 1 0 0 1 1
KMT2D 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 KMT2D 0 1 1 0 0 1 0
MTOR 1 1 1 0 o 0 1 o 1 1 0 1 1 1 0 MTOR 0 o 0 o o 0 0
MYHS 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 MYHS 0 0 0 0 0 1 0
SPEN 1 0 0 1 o 1 0 1 0 1 o 1 1 0 1 SPEN 0 o 0 o o 1 1
ARID1B 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 ARID1B 0 1 0 1 0 1 1
CiC o 0 0 1 1 0 0 o 0 1 1 1 0 1 1 CIC 0 o 1 o o 1 0
FATL 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 o 0 1 0 1 FATL 0 1 1 o 0 1 1
JAKL 1 0 0 o 1 0 1 1 0 0 1 o 0 1 1 JAKL o 1 0 o o 1 1
LRP1B 1 1 0 o 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 LRP1B 0 1 1 o 0 1 1
MYH11 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 MYH11 0 0 0 0 0 0 0
PDE4DIP 1 1 0 1 o 1 0 1 0 0 o o 0 0 1 PDE4DIP o 1 1 o o 1 1
PTPRC 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 PTPRC 1 1 1 0 0 1 1
RNF43 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 RNF43 0 0 0 1 0 0 0
TRRAP 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 TRRAP 0 0 1 0 0 0 1
ZFHX3 1 1 0 0 o 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 ZFHX3 0 1 0 0 o 0 1
APC 1 0 0 1 o 1 0 1 0 0 0 o 0 0 0 APC 1 1 1 1 1 1 1

Obr § 22 Kombinacege nmfut ovanT ch

adenokarcinomu,
Byl o
vzorc2ch

v vzaagice rcths kkfoclhor e k t !

k t e rnRtovar®s iariantu BRAF a PIK3CA
20

vybr8no

| astDj g2
edni

nsgsl
rozhod.I
vzorc2ch
vt abul

c

e

zahrnout

kandi dj8akn®uc hb ygl eyp Bnrui t poovSsnéyl kv t
> kol or ekt §Imatachnd v BRAFe (V&OBER a €IK3CA mu
NepodaSi |maj@E&dnm8m ur | itou

Zauj al a
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Paci ent s k1 Mutace vBRAF Mutace VRNF43 Mutace v APC
TCGA-3L-AA1B L597V - R876* R1450*
TCGA-AA-3715 V6§2§3gé995 Q AG89T Al1107V
TCGA-AA-3821-01 V600E - -
TCGA-AA-3877 V600E - -
TCGA-AA-3947 V600E P441Hfs*2, G659VfsAl | E1513* D849Ifs*12, T619N
TCGA-AA-A01P V600E A752T -
TCGA-AD-5900 V600E - S1206G
TCGA-AD-A5EJ V600E G659Vfs*41, SA75Y -
TCGA-AM-5821 V600E - S1465Wfs*3, F801Lfs*19
TCGA-AU-6004 V600E G659Vfs*41 -
R1450* R1920* R348%,
TCGA-CA-6717 S637P - S1392* R2816*, S2307L,
R805Q, R302Q, D1569A
TCGA-CA-671801 R178* - T1556Nfs*3, R1114*
TCGA-CK-495101 V600E G659Vfs*41 -
TCGA-CK-674701 D594N V299Gfs*143 T1556Nfs*3
TCGA-CM-6171-01 V600E - -
TCGA-DM-A1HB-01 V600E - -
TCGA-DM-A28C-01 D594N - R499*
TCGA-EI-691701 H540Q : R s 2@
TCGA-F4-657001 V600E - -
R1114* R2237* R2204*,
TCGA-F5681401 F294L, R389C - S1400*, S2026Y, S294F,
S948Y, K2695N
TCGA-G4-658601 V600E R296H -
*
TCGA-G4-662801 V600E 6659V|251§51NE293K’ -

Tabulka 4. Typy mutaccv y s kyt ujjédcrotslei vich pacientskTIch
Vr 8§mci 22 pacientsklch genechBRAFaPIK3CA by nes | y
identifikovg8ny tgelov &mnanilBRADLRNFASiaAACA Y2 tvomny
byly mutacemissencd z 8§ mD manse@¥ vzni k STOP kodonu) a z ml
z p T s ®rssecami nebalelecemi
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56 Akti val n?2 mut acBrafWOBEledenke p oz ad?

zvigen2 fosforylace ERK
Izolovali jsme organoidy my g 2 o Braf V&@OOEX Willin-CreERT2x Wipl T2po

sedmimNs2 c2ch od i ndGehkWPRlut ebhomlmi meauegebsahuje k me n

mutaci ve x onu 6, kket ez I§r -fveeeded vV @ | §sti proteinu a
(Burocziovaet al, 2019)BNhem i zol ace s ttSeuwsnt2@&nn sktrSepvtD jnsyn
ng§dor ved4nmnkosTtentassin§dokumemu pel§nmBjay kv ibFd R

pSipravena organoidovs§ kultura, kterou jsme
Porovn8vali jsme hladinu fosforylace kin8zy
provg§dhNli ve dvou opakoowdEdm22rckh§ch ead edhr whel spaan

setoposi dem. Souhroabi 828k aXS djsgeouleSrz Bt nwme f os
ERKze souhr nmy@lhosztgr atlui gnivd s | padayg? m&rkjisdtey j s me
pozorovali poae vi e dnom . Prété jsoarhB b r §24kvedenat ak ® j ednot | i
opako¥8nxstandardn2chceo@&@RKnak awugsemdmafyd Ta s
V60OEa Wipl T2vzrostl a oproti kontrol advkk migtzeSe,
BRAF. Tento visledek naznaluje, ge existuje
MAPK, a ¢ge on kgemu@ipliVAPKmsigrtalezacie v v i WRwjden2 nk § ¢ h
kdy byl organoi dTm dtoerm®dmial pvSy vdofAna teelyt ppopipksd zde,

aktivovat signalizaci hilp®d®i,nDj sfimesfoewnyt @acen§ K
nepozorovaliMy s| 2 me si, ge je to d8no pr88vn existe
propojuje.

Porovns8vali jsme tak® zmDny evd ofsd aft ®rzyl, agiej |
j sou pr8vhn fosforylovan® aminokyseliny t ohi
nesouc2ch staWdglbyebptmciedcvut atiek8val. pokl es

fosforylovan®bf b pP6B0 HNm2gen? skutelnhD mo
organoi dT itzeomlko®haonTicht lzust ®ho st Sen8adorud org
tlust®ho stSeva podle visledn®ho grafu ke

zSejmN zpTsobeodelppezemgpannimy dan®ho pruhu
byl gel na okraji nejsp2g porugen, viDtgina
Zaj2mavsg§ je rovnhRDg skutelnost, ge podle vTc
zaznamen8n tTa kp® oud uckrug &nccicch pouze BRAF V600E.
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Obr 823 k Kombi n aBraf VBOAERBWIip12T2navy guj e -EHRKadi nu p

Souhrnnl graf,

ukazulf @mbigrea cBraf /6O eaNipl T2v e d | ©

king§zy ERK oproti
navligeno 1, 4x
doglnmavk gen? 1, 6x
pr TmBDr y chhoydonoovto us
veli kosti

proteinT

E situaci
tenkost Sevn?2SIh) b ylrag a mofasirgic wa2n ®

(1, 4x
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Obr § 24eBfekts ek und§r néWimijyeaogl v vRovEn okoln2mi p
Obr8zek ukazuje visledky detekce fosforyl ac:¢
(vlevo) a vm®d i etoposidem( vpr avo) . PSWipbTr 6ef mMubatevRu
MAPK signalizaciu or ganoi dT, kt er ® maVypS 2ntuot norvoasntoiu  okbi
mu t aBraf V6QOE Wipl TDQ se r el ati vn?2 hl adina fosforyl
situaci, kdy organoidy produkuj? pouze BRAF
vp S2 pkaddyD,or ganoi dy rostly ve stagkazem2cBNAO
kter® by mhRlo ovlivRovapSdpgtdn pEBkoseSBewovonet
doch§gz? mé k m®enel lpokl esu HGread iyn y z ofba safzaurj 1 arc
mnogbsostorylovan® f-BRKy. knlEzy=ER&EnKpst Sevn?
organoidytilzshkt ®WaNSBtt Keov as.el i kkPst i proteinT | ¢
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Obr §25% kPS2 tWiphfi2s:ti guj e -gb3 adi nu p

Por ov nhRdirtfos f or yl ovan® f o(pwb3) byl @t epiontuvrgz®e d o,
fosforylace ywp S2t omno st i aktivovan® WIP1 opravdu

zaznamen8n rovnhg eudionrogua nooni kdoRya VipAEH Vi graftt ga ¢ 2 |
j sou vynesenyvowl séo palkjoevd@met Idi v § opakovs8n?

viodat kovich. Viwatesrin®l econdnoty pSedstavuj ?2 [
zn8zor Ruj e stamdar dn2 toedrckhoyd tkSie v n 2 organoil
i zol otviam®t @IV S tt Keowelikostp | dt @ ikba] j e v

57Mut ace inhibuj2c?2 p53 dr8hu ne

proliferacBRAEVEGRENOI dT s
U organoi dT nes ou®@&afcVA0OHawipbT2nsmé md$ialciz t ak

vprolifematiodbunDkkorpor ace bEylUo dmpS eDkihAa p iW I3
m2rn® navligepb2padoDi fenkoset Sevn2ch organoi c
zt l ust ®ho st Senfa ndBoiul o orkd cepsauk pkod2 1 u dRI 2 c2c
kterT zahrnuje dvDobp@&BlwisSsnl2edky jueckrdetnl inval
je mogn@®odaj kbvivch Nmatoebrrig§8zlkeue hj) sou ukgz8ny
fotografie zk onf ok 81 n2 ho mi kroskopu, na kterTch
nenesou ¢g8dnwpouzenouwaeiki n8§mesBRAF nebo maj?2 k.
Braf V60OEa Wipl T2 Na fa ogr afi 2ch | e mo g n orfoogii v gi mr
tenkost Sevn2ch organoidT, kter® produkuj2 B
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Obr §26ekSekund§8Wwip2T2neov hiceRuj e viraznhD prolife
AnalTza proliferace bunhRk wukg§zal a, ge ©proc
produkovaly BRAMFesV6y0 Gakk ta vWhiglyn22e emupt Sa2clii ¢v en e mNn
kultuSe, kter§ Bl VmBtpwmdPist Beumeadil)ser ganoi o
proliferace zvigila pouzetlu@&®h(@DLssE Jyeana i d
procento dRl2c2ch se bunhRNk sn2gilo na 0, 8

skupiny son k 0 g e n n 2Brainu tKkaud 2 uv a IogrvgaannToci hd Tz ei zsot Sev n?

mnDIl a proliferaci m2rnhD zvlidgenou, hodnota by
i sme namhSi IWT variantousVKIRI\ grafu fsousynesenyhodnoty ze dvou

opakovi@md®mVopakovgn2 bylomRiprocleoa®naddmntcst !
organoi dT. Mynpkrehyg!| ¢douctp bodhnandaddp? nbPu®!

Phodnota u vyzna!enTthev@Ld,@psd'[sopebf@z:ﬁﬁé%cer
sn2mky organoidT, kter ® blylsyl),gnBSY @prayl Dpomec 2s
jejich buRky dDIily, maj2 ve sv® DNA inkorpo

58Mut ace inhibuj2c?2 p53 dr8hu nap

vzhled kultury tenkBRAFIVBOOE n2 ch o
Vliv mutaceWipl T2na pr ol i fer aci br BRMAII dVle O rEo dsuek unj e2L

jako pS21lig viraznlT. | pSesto se to@gmk vzhl
sekund8rn?2 mutac? znalnD zmBDnil . Organoi dy |
organoi dy mutgenvBrah ®y po u p e g & nooS 2d yk ot napka®k t tn\2 Yat v
nepSichycuj?2 se nBymginok &urhdri fvall ngi § atmkryk ost S
u nich vgak neobnovuje a sté§&le t vtalruest hSi po
st Seotar ZzRwior owz§mMPn ve vzhl edu uokragzaunjoei dnoav ®mokgunl
souhrume z i onkogeny BRAF V600E a W P1 T2, kter @
rozvoji | asnifch stSevn2ch | ®z2.omMat apcSe padh
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nezvyguje pr.dkei fmorga®, wenibky pS2tomnost Wi
pSeg2vE&mrutwmmMK ms pr oTtuetion ehny pBoR A#daucniol pnahlh o m v
otestovat apap$otdetkdich? bunhk.

BRAF V60OE BRAF V600E + WIP1 T2

b o 1“‘ .
e N . ".’i‘ﬂ’;l
| g A ' 40

BRAF WT BRAF V60OE BRAF V6OOE + WIP1 T2

40x

Obr 8§28k Sekund§rwhpl TomDaée viehll teWdlry tenkost S
organoi dT eRrgfW600Buj 2 c2 ch

Vhorn2z | 8st.i obr8zku jsou sn2mky ze svDteln
t enkos to$ ggvam2odultt BafaV600E Vp S2 padhN, ¢ge se tato n
v kombinaci s onkogedin v ar i ant ou fosfat8§zh®meél RV,0Sdr ¢
kompgktnzpé/ﬁtvmmwostw obou mutac?2 se st§8le

kterl se zd§Braf VBOOEp y p i Ruudtda2aioyr fwl ogi i t enkos
organoi dT jsouspoddPt | 8ak®& | wbr 82 & @ahf morkac h
zkonfok8l n2ho mi kroskopu (modr8 = DAPI, | er

59Edi t achpcagRafaSpomoc?2 CRI SPR/ Cas?9

kposunu | tec2ho r8mce nebo del e
Jednhmgizch «¢c2I| T bylo vn®st® de s bailXcaldge lganoi
sekund8r ngeneohdgca ®&®¥43. v Pro editaci genomu org
technol ogii CRI SPRiBbzRiavekbrppXPRDO1 i ki emk k- doval
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Ca® nukl e 8 zpu oa v keh@riean JuidlRNA (QRNA). Tento vektor se do
organoi dT vnS8gel Genmpio Cas § o d @lKbparvekn ©d y k &2t .er T
by jej obsahovalby sed 2 ky s v ® Tvéea b &klos\t a | do Velikostov T ch |
vektoru by tak® negativnhDkowolrigamioli a Tef &akteir 8i
sobnN oPratx jgmegen pro Ca& n u k | veeS8kztuo rau  vzglaydli sme | i a
organoidy zmy g i 0 QGResak6STQRCas3EGFP x Braf V600OE Tyto organoidy

k-uj 2 ge® pSé mBave sv®m gen@mu Se bmr a oe diutnddki
pouze gRNA. Do vektoru pXPR0OO1 jsmenst o genu plkoginluikl gé€mu p
fluorescenl| n2, pkrtoetreli nm S $vceal Mdidkdoys t f 16U906r escen| n?
j sme pak mohl i s nwa dk o e rsll ctdneddilaigektdu s Rangu,

gRNA.

NavrgenyrfByh® deRvence gRNA pro kagdw® c21] ov
pXPROOlbylypomoc?2 transfekceEKSEMeaebyl dotkahbBk§

sjakou jJsou schopny nukl e8zu ndCa®detitace do c 2 |
genomu \Kapitole4) . Sekvenceediktt eloigendseg® @gholks¥l2i,n byl a
n8sl ednhN pougita pro transdukci do organoidT

Organoi dy byl vy i nfkitkaowws nnyersd dyle agoebni2 mpfyzad,o gll o
kzah&8j en?2 9eBEGPHepharneed Graes fluorescent prot@rBRAF V6OOEDS | e
byly organoidyd i soci ov8ny na jednotliv® buRky a sor-
activated single cel l sortiyng)ve abtyehlomh | &
krekombinaci (tyto bNRklye povaluk otvragRiysaEGE P . v
sel ekce edi boyga mskrapadmiycinavbuezistenck - dovanou vektor
pXPROO1. T2mto post hipem® jkurhd uwryd asmSiedvn, 2 ckht e
exprimuj?2 BRAF V600 E jedrormzaej ¢ty $2dami2iscti§ n genom v

1. editace genipc

2. editace genBnf431 oblast aminokyseliny 145

3. editace genBnf4371 oblast aminokyseliny 659.
Abychom organoidy seilleikttoavka® i j &4l ii amm Dy li a sat noovs
d8l e m@Edcitu,v kter® neobsahovalo vgechny Kkomp:
organoi dT. Vgechny edyvim®wda u® arog &rt ceirdyh od Snleeb
spondi n. Or ganoi dy lokukutAg,r ®n @dwd gn®rd a dutt Ibye gn WNWV .
Visledn® kultury po zhr ubab mgp8 Pdselékcibyy! ek c i ]

editovan® | okusy sekvenovs8gny, abychom zjisti
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RNF43-145 gRNA APC gRNA

RNF43-659 gRNA

BRAF V600E, Cas9 (EGFP) pXPRO0O1-gRNA (mScarlet) EGFP/mScarlet EGFP/mScarlet/PS

S.L

CcoL

BRAF V600E, Cas9 (EGFP) pXPROO1-gRNA (mScarlet) EGFP/mScarlet

S.L

CoL

BRAF V60OE, Cas9 (EGFP) pXPROO1-gRNA (mScarlet) EGFP/mScarlet EGFP/mScarlet/PS

S.L

CcoL
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Obr 82286k Organoidy produkuj 2c? BRAF V600E, J
pomoc?2 CRI SPR/ Cas?9

Genom organoi dT produkuj2c2ch BRAF BYWSOOE byl
tak vytvoSeny kultury, gene h® pnes m@gdse buvm®d $w
APC a RNF43. Transdukovan® buRKky organoidT
1i20gml po dobu | ed®a, oezistehcdnese plazmid pX®RQ01, 2

Po transdukcastbwdn Iz -opiadin aPGoRNFEA WNT (APC).Na
obr8zku jsou zachycesmegl edkrtganSoniydyp Sikbtl e rg& Nb ypl
mNs2Fdai.or escenl| M2 ediematl§q KUE GIDKBYU, knwjk2lu €a89%
BRAFV60OEBURKkgi chhig | ze det ek(olveartwwesrsSy)m §6t $iSe av & |
pXPROO1, pomoc?2 kter ®ho bya abrdaoz emr gjaen oti adK[® v
signsgl /MSc&El@&RPN2 mku poPtponeh@BeP@E)?2S. 1. = tenk®
st Sevo, COL,mMISEk kdm® d10Bevo

59.1Z & s a lgendApcvedike kr §t k1 mexdne Ll4a\ziikm

STOP kodonu kvTli posunu | tec?2ho r 8§
Zorganoi dT, kter® po transdukci progly sele
genu, do kter® jsme c2l]ilPICRnullak&8a2y QCak9.0nlb

vektoru pGBM-T Easy a sekeemasiPrSom ae ki t ov aApably [do®3G n g e nu
ovNDSwkem22 sekvbPateékovs&my ubyl y miPny Siou uk8§z§gn
obr 828Nwe j | a sttydyg egrd@ mmu t aocganpidedh tvanikldoylawdelece4 bp

vexonu 14, posupHuvedlex2 ko r8mce a vzni ku S
exonul5 . Tato mutace byrar kBl €2&né&) uyu kKkeeg?f ®i vge
ztenkost Sevn2almoi ga@MNAi diTtokWoan®eé d2 chhy | ar g a
nej |l astnDji dcelt e a0 Tato mutadecblyleenalezensgdmis e Kk venc 2 c h

(32 %) a rovnhRNg d2ky n2 vzni kIt SB3®P%) kodon
pS2padech vznikl STOP kodon na =zal| Btacku exon!
byl det ek opvS®2np apdddu zoer gva n oti lduls ti &hool osvta$hd vceh, zst e ]
bylo u pSedegl ® delece 20 bp. Jedinl typ n
i zoloveaamktBle@ asak u,kdrega®n cdiyd Tt | iusaaticgheosan,y tzyl a
del ece dlouh8 11 bp, u kter® STOP kodon vzni
zmNDna byl a p 0 z 0 rsoevk8vnean o u a nj ®hdon pthearokr cksut SBMNA 2 ¢
organoi dTvzaorik Td \WANA tilzuosltoovsanS& vn2ch organoi d-
pS2pHdddhny sekvenovan® v z,orktyerng sued-lua |ke Tz
koncov® | 8asetittcepwy ot ei hokusu byl a tedy YsphRDgns§
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TTGGARGTGTGARAGCATTGATGCGARTGTTGCAAGT TAAARAGGAATCARCCCTCARRAGCEGTTYTGAETGCCTTATGGARCCTGTCTGCACACTGCACTGAGAATAAGCGCTGACATCTGTGCTIGTGGAT
s X i L . ' s s X L L : s

t t t t t t 1 t 1 y t t t t t |
Exon 19 T Exon 15 b
V 6 § V K A L M E C W K L K R N Q P S K A F v P Y 6 T € L H T A L R I R L T 8 ¥V L WM

TTGGAAGTGTGAARGCATTGATGARAGGAATCARCCCTCARRAGCGTTTTGAGTGCCTTATGGAACCTGTCTGCACACTGCAYTGARARTARGGCTGACATCTGTGCTGTGEATGGAGCACTGGCATTTC
s ! s ! s ! s ! N ! N ! s ! s ! N ! N ! ; ! N ! N !
+ t t

Exon 14 I Exon 12 coL

vV 6 5 VvV K A L M K G I N P Q@ K R F E C L M E P V C T L H E G H L c C G W 5 T G | s

TIGGARGTGIGAAAGCATTGATGGARTTAR R RAGGAATCAACCCTCARRAGCETTYTGAETGCCTTATGEGARCCTGTCTGCACACTGCACTGAGAATAAGGCTCGACATCTIGTGCTGTGGATGGAGCACTE
s ' s ' L ' ; ' s ' s s ' s ' s ' s ' s ' s ' s '

t t t
Exon 14 I Exon 18 coL

v G 5 vV K A L M E L K R N @ P 5 K A F v P Y G T C L H T A L R | R L T 5 VvV L W M E H W

TCCEGARGTGTICGARAGCATTIGATGGARTCITARRARGGAR TCAACCCTCARRAGCGTITTGAGTIGCCTTATGCGAACCTIGTCTIGCACACTGCACTCGAGAATAAGEGCTCGACATCTGIGCTICGTGEGATGGAGCAC
s ' s ' L s L ' s ' s ' s ' s ' s ' s ' s ' s ' s
t

} } } } } t } } } ; ; ; ; + S.l.
Exon 14 I Eonls CcoL

v G 5 vV K A L M E c K G I N P Q@ K R F E ¢c L M E P V C T L H E G H L c ¢ G W 5 T

Obr §2%DogenuApcbyl y vneseny mutace posunuj2c? |
Uoganoi dT po tr amS2dsulkucg n owe kgigamMiApc sz piybyk | 'y v

mut ac?2. Ve vgecdhelpesSeip,adletcehr S omMloa kza n8§sl ec
vznik STOP kodonu exonu 14 nebo 15Zast oupen? jednotlivTlcth
rovnomnD®n @Seddtavoval a% deéédleeece 4dlbopudh§ 320

sekven|l nz2ch reakc?2 odhal il 0% msoldeleciill gpkna uhou
obr §zkountw REHM@dkem jsou vyznalena m2st a, \
STOP kodonu. Napravod sekvence je tak® uvedeno, | es:

vorganoidechtenk®PbovafBch. ¥ nebo tlust®ho st

592Ro0z gt Np e oRusuBMNA(146)mNI1 o za n8sl edek Kk

rozs8hl ® del ece, pltsam® he ecddyy v &ad
Mut ace, kter ® b yRhf43voblasti &koeamy prodaminogysetfinu 148e

znalnhD 1igily ar gbaNAoiidzTo [toevnakno® t2Seval kv @m t |
poltseR2enc? bygéwlizallehd edn®gy, pauze jedna b
Sskupiny organoi dT spol el n§. VnesaeM& tmutfl @he
pS2padech doglo ke kr&tkim delpaegund il tiencs2e
r&§mce, jindy byly deletov8ny rozs8hl ® | 8sti
Vr§mci i PlAovem@oagh Sevganoi dT gbeyslTea nd ethe kmuv &n
Nej |l astDji s @ | joaidh ®a I8 pkrbap\Rlg exbnedpeeedlyale k posunu

| tec2hdqpNe@inovendectir venT ch ,Wwamizaelt Seaw®ho polt
s e k v .evijedriomp S2 4534 y | y de lbept,o viginnyo 3t oz SvmylankN d o ¢
jednohonukleotidu a vzniku STOP kodonu na koegbnu 4.Ve dvoup S2 p gd%)c h

byla sekvenac? zjigtBhDna rozs8hl §8 dddylyece, k
del et ov 8 ny ab. éeldnesekeenas(45 %) dbsahovala deleci dlouhou 215 bp,

d2ky kter® chybldas@&KMdrn mia kxlom as &\8d2¢6d po®r u
na 5 Etkoohnoctio exonu. Dal g2 m typem onganhodecte , kte
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i zolovaehk®h@ho ¢ Ssva, byla i ppsuoce 1tep2h
rémce a vzni kuwakci@nuk.oddatuo zmlenawbBbylia nal
sekvenovanbhchvosSolt aettibv®PBo%pp| tu sekvenac?.
Vgenomov®r @Nmoi dT itdalseawéel dlyl gy identifikov
|t ySJizn® zmNDny. Kromlylgvpfdsem¥eRo®chng@Bc &) ¢
del ece dlpouhksét e¥Z nemDnila | tec? r §ave c , pou:
sekvenovad® vezeslky del ecoinikabu ntl®$TOR kodonab p a
konciexonu4Pos| edn2? mutac?, | &tsek@Bei (d5%)aylgpdsSléceé o mn §
4b p, kter8popllhuvketdea? ko r8mce a wwmibku STOP
Ve vgech sekvenovanichi vE®tcdmrho sjts neu tiadceen,t i e
Rnf43(145)b y | a tedy r oSvonuhgr n Yasupvidegdne§n.T ¢ h mut ac?2 j
obr 82 ku

Zviltu vgech typT identifikovanlTch mutac?2 |
vgenuApcaRn#3. Zat Apokwc u§zel o vgdy pouze ke kr 8tk
| t ec2 hogenuRmi4Sea c g z2 meal Tdceh eiceven kTivd Wislelk@mDN
procentupS2 padT je zacHowSnpddechk, rkdnecke zmhDng§m
nedoch8§8z2fumRge pioteinu pozmNDnhNna nebo zce
ds§l e, pS2tomnost t Dchto mut ac? onv@&diivincihl a ¢

defici engpandic h na R
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