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Abstrakt  
Kolorekt§ln² karcinom pŚedstavuje celosvŊtovŊ jedno z nejļastŊji diagnostikovanĨch 

n§dorovĨch onemocnŊn² a je pŚ²ļinou v²ce neģ dev²ti procent ¼mrt² v dŢsledku neopl§zie. 

Jednou z moģnost² vzniku kolorekt§ln²ho karcinomu je tzv. ser§tn² cesta, pro kterou je 

charakteristick§ pŚ²tomnost onkogenn² mutace BRAF V600E. N§dory vznikaj²c² touto 

cestou nereaguj² na klasickou terapii, a proto jsou v souļasn® dobŊ studov§ny na 

molekul§rn² ¼rovni. Onkogenn² varianta kin§zy BRAF aktivuje MAPK signalizaci a je 

povaģov§na za hlavn² pŚ²ļinu vzniku stŚevn²ho n§doru ser§tn²ho typu. Samotn§ pŚ²tomnost 

tohoto onkogenu vġak nen² dostateļn§ pro rozvoj n§doru, kterĨ vyģaduje dalġ² zmŊny 

v r§mci genomu buŔky. V t®to pr§ci se snaģ²me objasnit, jakĨ m§ mutace BRAF V600E 

efekt na buŔky stŚevn²ho epitelu. Vedle toho se pokouġ²me identifikovat moģnou kooperaci 

mezi mutac² genu BRAF a naruġen²m signalizac² p53 a Wnt, jejichģ komponenty jsou 

v kolorekt§ln²m karcinomu rovnŊģ ļasto mutov§ny. Jako model pro studium procesŢ 

spojenĨch s aktivac² BRAF V600E vyuģ²v§me myġ² kmen s regulovatelnou expres² 

mutovan® varianty genu Braf. Z tŊchto myġ² izolujeme stŚevn² organoidy a n§slednŊ 

prov§d²me in vitro analĨzy. Ke splnŊn² vytyļenĨch c²lŢ vyuģ²v§me pŚedevġ²m 

biochemickou a proliferaļn² analĨzu a genom organoidŢ modifikujeme pomoc² 

technologie CRISPR/Cas9. V t®to pr§ci ukazujeme, ģe Braf V600E ovlivŔuje chov§n² a 

proliferaci bunŊk stŚevn²ho epitelu a poukazujeme na to, ģe vĨsledky z tenk®ho a tlust®ho 

stŚeva se mohou liġit. Naġe pozorov§n² rovnŊģ naznaļuj², ģe sekund§rn² mutace v genech 

Wip1, Apc nebo Rnf43 maj² potenci§l napom§hat vzniku ļi rozvoji malignit spojenĨch 

s mutac² Braf V600E. 

 

Kl²ļov§ slova 

BRAF kin§za, sign§ln² dr§ha MAPK, kolorekt§ln² karcinom, transformace epiteli§ln²ch 

bunŊk, stŚevn² organoidy 

  



  



Abstract 

Colorectal carcinoma is one of the most commonly diagnosed tumor diseases worldwide 

and is the cause of more than nine percent of deaths due to neoplasia. Colorectal cancer 

develops through different ways and one of them is the so-called serrated pathway, which 

is characterized by the presence of the BRAF V600E oncogenic mutation. Tumors arising 

through serrated pathway do 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 cause of serrated intestinal tumor 

formation. However, the mere presence of this oncogene is not sufficient for tumor 

development that requires further changes within the genome of the cell. In this thesis, we 

try to clarify what effect the BRAF V600E mutation has on the cells of the intestinal 

epithelium. In addition, we try to identify a possible cooperation between BRAF gene 

mutation and disruption of p53 and Wnt signaling, whose components are also frequently 

mutated in colorectal cancer. As a model for studying the processes associated with BRAF 

V600E activation, we use a mouse strain with conditional expression of a mutant variant of 

the Braf gene. We isolate intestinal organoids from these mice and subsequently perform in 

vitro analyses. To achieve the set goals, we mainly use biochemical and proliferation 

analyses and modify the genome of organoids using CRISPR/Cas9 technology. In the 

present work, we demonstrate that Braf V600E affects the behavior and proliferation of 

intestinal epithelial cells and point out that results from the small and large intestine may 

differ. Our observations also suggest that secondary mutations in the Wip1, Apc, or Rnf43 

genes have the potential to contribute to the onset or development of malignancies 

associated with Braf V600E. 
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BRAF kinase, MAPK signaling pathway, colorectal carcinoma, epithelial cells 

transformation, intestinal organoids  
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1 Đvod 
N§dorov§ onemocnŊn² jsou celosvŊtovŊ jednou z nejļastŊjġ²ch pŚ²ļin smrti. RoļnŊ je 

zaznamen§no kolem 19 milionŢ novĨch pŚ²padŢ a t®mŊŚ 10 milionŢ ¼mrt² v dŢsledku 

rakoviny. Trend vĨskytu nav²c v letech stoup§. Zat²mco v roce 2018 bylo diagnostikov§no 

18,1 milionŢ novĨch pŚ²padu, bŊhem roku 2020 to bylo 19,3 milionŢ. N§dory tlust®ho 

stŚeva a koneļn²ku pŚitom pŚedstavuj² tŚet² nejļastŊji diagnostikovanĨ typ n§doru a jsou 

tak® druhou nejļastŊjġ² pŚ²ļinou smrti v dŢsledku neopl§zie. Standardn² nec²len§ l®ļba 

zab²r§ pouze u ļ§sti pacientŢ s kolorekt§ln²m karcinomem. Je tedy snaha zav§dŊt do praxe 

individu§ln² terapii smŊŚovanou pŚ²mo proti konkr®tn²m mutac²m, kter® n§dor vyvolaly. 

Proto, aby mohla bĨt c²len§ l®ļba navrhnuta, mus²me nejprve pochopit podstatu tohoto 

onemocnŊn² na molekul§rn² ¼rovni. 

Kin§za BRAF je jedn²m z pŚenaġeļŢ MAPK signalizace, kterĨ vede sign§l 

z extracelul§rn²ho prostŚed² do j§dra a indukuje mimo jin® proliferaci bunŊk. NejļastŊjġ² 

onkogenn² variantou t®to kin§zy je z§mŊna V600E. Kolorekt§ln² karcinomy nesouc² 

mutaci BRAF V600E tvoŚ² samostatnou skupinu n§dorŢ se specifickĨmi vlastnostmi, kter§ 

neodpov²d§ na klasickou terapii. Mutace V600E se objevuje ļasnŊ, jiģ v r§mci benign² 

prekurzorov® l®ze, a je tedy povaģov§na za hlavn² Ădriverñ mutaci v r§mci dan® skupiny 

n§dorŢ. PŚestoģe je tato onkogenn² varianta BRAF zŚejmŊ kl²ļov§ pro iniciaci stŚevn²ho 

n§doru, pro jeho progresi mus² doj²t k sekund§rn²m zmŊn§m v r§mci genomu buŔky. Role, 

jakou BRAF V600E ve vzniku a rozvoji stŚevn²ch n§dorŢ hraje, tak nen² zcela objasnŊna. 

C²lem t®to pr§ce je modelovat situaci ļasnŊ po vzniku onkogenn² mutace BRAF V600E a 

za pomoci organoidŢ izolovanĨch ze stŚeva myġi pozorovat zmŊny, ke kterĨm v buŔk§ch 

stŚevn²ho epitelu doch§z². D§le si klademe za c²l testovat vliv vybranĨch sekund§rn²ch 

mutac², kter® by mohly rozvoji stŚevn²ch n§dorŢ napom§hat. K tomuto ¼ļelu budeme 

editovat genom organoidŢ, kter® nesou variantu Braf V600E, pomoc² technologie 

CRISPR/Cas9.  
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2 PŚehled literatury 

2.1 Stavba a fyziologick§ obnova stŚevn²ho epitelu 
StŚevo je dutĨ trubicovitĨ org§n tr§vic² soustavy, kterĨ navazuje na ģaludek. DŊl² se na 

stŚevo tenk® (intestinum tenue) a tlust® (intestinum crassum). V tenk®m stŚevŊ d§le 

rozliġujeme tŚi ļ§sti: dvan§ctn²k (duodenum), laļn²k (jejunum) a kyļeln²k (ileum). Hlavn² 

¼lohou tenk®ho stŚeva je absorpce ģivin pŚij²manĨch v potravŊ. KromŊ toho je tenk® stŚevo 

z§sadn² tak® pro samotn® zpracov§n² pŚij²manĨch l§tek, jelikoģ jsou do nŊj secernov§ny 

tr§vic² enzymy. Tlust® stŚevo se takt®ģ dŊl² do nŊkolika oblast². TŊmi jsou slep® stŚevo 

(caecum), traļn²k (colon) a koneļn²k (rectum). Traļn²k m§ ļ§st vzestupnou (colon 

ascendens), pŚ²ļnou (colon transversum) a sestupnou (colon descendens), a zahrnuje tak® 

esovitou kliļku (colon sigmoideum). V tlust®m stŚevŊ doch§z² pŚedevġ²m ke vstŚeb§v§n² 

vody a zahuġŠov§n² stolice. StŊna tenk®ho a tlust®ho stŚeva se skl§d§ z nŊkolika vrstev. 

Prvn² vrstvou je sliznice kryt§ epitelem, d§le zde nach§z²me podslizniļn² vazivo a posledn² 

vrstvou je svalovina, kter§ je nav²c podloģena vnŊjġ²m vazivovĨm obalem (Ļih§k 2016). 

V n§sleduj²c²ch kapitol§ch se budeme vŊnovat pouze stŚevn² sliznici, a to zejm®na jej² 

epiteli§ln² ļ§sti, protoģe pr§vŊ epitel je m²stem, ve kter®m vznik§ naprost§ vŊtġina 

stŚevn²ch n§dorŢ. 

Po cel®m povrchu stŚevn² sliznice se smŊrem k vnŊjġ² stranŊ stŚeva vnoŚuj² tzv. stŚevn² 

krypty. V tenk®m stŚevŊ nav²c rozpozn§v§me klky, kter® vyb²haj² naopak smŊrem do 

lumen a slouģ² ke zvŊtġen² absorpļn²ho povrchu. Vġechny tyto struktury utv§Śej²c² 

celkovou morfologii stŚevn² sliznice jsou na povrchu kryty jedinou vrstvou epiteli§ln²ch 

bunŊk. Epitel tenk®ho a tlust®ho stŚeva zahrnuje Śadu rŢznĨch bunŊļnĨch typŢ. V krypt§ch 

nach§z²me kmenov® buŔky, kter® jsou svĨm dŊlen²m schopn® d§t vznik vġem 

diferencovanĨm typŢm stŚevn²ch epiteli§ln²ch bunŊk (Cheng and Leblond, 1974; Sato et 

al., 2009). V r§mci epitelu tenk®ho stŚeva rozezn§v§me ġest typŢ tŊchto diferencovanĨch 

bunŊk. PatŚ² mezi nŊ enterocyty, kter® na sv® apik§ln² stranŊ nesou typick® vĨbŊģky 

mikroklky, zvŊtġuj²c² jejich absorpļn² povrch. Đlohou tŊchto bunŊk je pŚedevġ²m 

vstŚeb§v§n² ģivin. Dalġ²mi stŚevn²mi bunŊļnĨmi typy jsou enteroendokrinn² buŔky 

produkuj²c² hormony, d§le poh§rkov® buŔky pŚisp²vaj²c² tvorbŊ stŚevn²ho hlenu a tak® 

Panethovy buŔky, kter® slouģ² k sekreci antimikrobi§ln²ch l§tek a sign§ln²ch molekul 

reguluj²c²ch proliferaci stŚevn²ch kmenovĨch bunŊk. Posledn² dva typy diferencovanĨch 

bunŊk, M buŔky a kart§ļov® (Ătuftñ) buŔky, maj² funkci v imunitn² odpovŊdi. V tlust®m 

stŚevŊ je sloģen² diferencovanĨch bunŊļnĨch typŢ podobn®, najdeme zde vġak v²ce 
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poh§rkovĨch bunŊk a zcela zde chyb² buŔky Panethovy. Funkci PanethovĨch bunŊk 

v tlust®m stŚevŊ pŚeb²raj² ļ§steļnŊ specializovan® sekreļn² buŔky a ļ§steļnŊ okoln² 

mezenchym§ln² tk§Ŕ (shrnuto v Noah, Donahue and Shroyer, 2011; Beumer and Clevers, 

2021). 

Epitel stŚeva je vysoce nam§hanou tk§n², kter§ je neust§le v ¼zk®m kontaktu 

s nejrŢznŊjġ²mi l§tkami pŚich§zej²c²mi do tŊla. Spolu s pŚij²manou potravou se do tŊla 

dost§vaj² tak® mikroorganizmy, kter® mohou bĨt tŊlu potenci§lnŊ nebezpeļn®. Aby epitel 

dobŚe odol§val tomuto prostŚed², doch§z² zde k velmi rychl® obnovŊ bunŊk. StŚevn² epitel 

se kompletnŊ obnov² v prŢmŊru bŊhem tŚ² aģ pŊti dnŢ (Darwich et al., 2014). Tato obnova 

je zajiġtŊna pŚ²tomnost² kmenovĨch bunŊk, kter® d§vaj² vznik novĨm diferencovanĨm 

buŔk§m, jeģ star® buŔky z tk§n² vytlaļuj². Kmenov® buŔky s²dl²c² na dnŊ krypty se dŊl² a 

ļ§st z nich se zaļne posouvat kryptou smŊrem vzhŢru, kde vytv§Ś² z·nu tzv. pŚechodnŊ se 

dŊl²c²ch bunŊk (obr§zek 1). Tyto buŔky maj² potenci§l pro nŊkolik bunŊļnĨch dŊlen² 

n§sledovanĨch diferenciac². V oblasti klku nach§z²me pouze plnŊ diferencovan® buŔky, 

kter® se nedŊl². PostupnŊ jsou tlaļeny smŊrem vzhŢru d²ky novĨm buŔk§m pŚich§zej²c²m 

z krypty. Kdyģ buŔky dos§hnou vrcholu klku, um²raj² skrz programovou bunŊļnou smrt a 

jsou z epitelu vyluļov§ny do lumen stŚeva (shrnuto v Krausova and Korinek, 2014; Gehart 

and Clevers, 2019; Beumer and Clevers, 2021). VĨjimku mezi diferencovanĨmi buŔkami 

tvoŚ² Panethovy buŔky, kter® zŢst§vaj² na dnŊ krypty spolu s buŔkami kmenovĨmi, a to po 

dobu aģ dvou mŊs²cŢ (Ireland et al., 2005). 

2.1.1 Molekul§rn² podstata regulace homeost§zy 

Pro udrģen² homeost§zy v r§mci stŚevn²ho epitelu je kl²ļov§ zejm®na regulace na ¼rovni 

kmenovĨch bunŊk. Jejich dŊlen² a podporu kmenov®ho stavu Ś²d² bunŊļn® signalizace Wnt 

(wingless/integration1), EGFR (epidermal growth factor receptor) a Notch. OpaļnŊ pak 

pŢsob² signalizace TGFɓ (transforming growth factor beta) aktivovan§ pomoc² BMP (bone 

morphogenetic protein). Zdrojem sign§ln²ch molekul mŢģe bĨt epitel samotnĨ, nŊkter® 

faktory jsou vġak produkov§ny tak® podpŢrnou mezenchym§ln² tk§n² nach§zej²c² se pod 

n²m. Epitelov® a mezenchym§ln² buŔky tak spoleļnŊ utv§Śej² specifickou niku, kter§ 

kmenov® buŔky udrģuje ve fyziologick®m stavu, aŠ uģ co se tĨļe proliferace nebo 

diferenciace (obr§zek 2). 
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Obr§zek 1. Fyziologick§ obnova stŚevn²ho epitelu 

(pŚevzato z Beumer and Clevers, 2021, upraveno) 

StŚevn² epitel patŚ² mezi nejrychleji se obnovuj²c² tk§nŊ tŊla. Za jeho obnovu zodpov²daj² 

kmenov® buŔky nach§zej²c² se ve spodn² ļ§sti krypt. Tyto buŔky se dŊl² a postupnŊ d§vaj² 

vzniknout rŢznĨm diferencovanĨm bunŊļnĨm typŢm, kter® putuj² vzhŢru, ven z krypty, 

kde pln² svou funkci a n§slednŊ jsou z epitelu vylouļeny do lumen stŚeva. VĨjimku tvoŚ² 

Panethovy buŔky v pŚ²padŊ tenk®ho stŚeva (A) a specializovan® sekreļn² buŔky v pŚ²padŊ 

tlust®ho stŚeva (B), kter® po diferenciaci zŢst§vaj² lokalizov§ny na dnŊ krypt a utv§Śej² 

spoleļnŊ s okoln² mezenchym§ln² tk§n² vhodn® prostŚed² pro kmenov® buŔky. Spr§vn® 

uspoŚ§d§n² epitelu stŚeva zajiġŠuje gradient sign§ln²ch molekul WNT a BMP, jejichģ 

pŢsoben² je pops§no v kapitole 2.1.1. 

PravdŊpodobnŊ nejdŢleģitŊjġ² sign§ln² drahou pro regulaci obnovy stŚevn²ho epitelu je 

signalizace Wnt (Korinek et al., 1998; Pinto et al., 2003). Ta je u kmenovĨch bunŊk 

aktivov§na pot®, co na jejich membr§novĨ receptor FZD (frizzled) nasedne ligand WNT. 

NejdŢleģitŊjġ²m zdrojem WNT ligandŢ jsou Panethovy buŔky, jsou ale produkov§ny tak®  

buŔkami okoln²ho mezenchymu, jako jsou napŚ. fibroblasty, myofibroblasty, buŔky 

hladk®ho svalstva nebo endoteli§ln² buŔky. Interakce WNT s receptorem navozuje inhibici 

cytoplazmatick®ho destrukļn²ho komplexu. Tato ud§lost vede ke stabilizaci ɓ-kateninu, 

kterĨ tak mŢģe bĨt translokov§n do j§dra a indukuje zde transkripci c²lovĨch genŢ (v²ce o 

molekul§rn²m mechanismu signalizace Wnt v kapitole 2.2). KromŊ toho je pro zes²len² 

Wnt signalizace potŚeba pŚ²tomnost extracelul§rn²ho proteinu R-spondin (Kim et al., 
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2005), jeģ se v§ģe na membr§nov® proteiny LGR5 (leucine-rich repeat-containing G-

protein coupled receptor 5) a RNF43 (ring finger protein 43) nebo ZNRF3 (zinc and ring 

finger 3). Zdrojem R-spondin jsou buŔky mezenchymu obklopuj²c² stŚevn² kryptu. D²ky 

m²stnŊ specifick® produkci WNT a R-spondin, vznik§ v r§mci epitelu stŚeva gradient, kdy 

je hladina a m²ra aktivace Wnt signalizace nejvyġġ² ve spodn² ļ§sti krypty a smŊrem 

vzhŢru postupnŊ kles§ (Farin et al., 2016). 

Panethovy buŔky jsou kromŊ WNT ligandŢ tak® zdrojem EGF (epidermal growth factor). 

Ten je opŊt produkov§n tak® v okoln²m mezenchymu. EGF nased§ na receptor EGFR 

v membr§nŊ kmenovĨch bunŊk a spouġt² mimo jin® signalizaci MAPK (mitogen-activated 

protein kinase), kter® se vŊnuje kapitola 2.3. SpoleļnŊ s WNT ligandy tvoŚ² EGF vhodn® 

podm²nky pro proliferaci a obnovu stŚevn²ch bunŊk (Potten et al., 1995). 

V PanethovĨch buŔk§ch nach§z²me takt®ģ membr§nov® ligandy, jejichģ vazba na Notch 

receptor kmenovĨch bunŊk je nezbytn§ pro udrģen² jejich kmenov®ho stavu (van Es et al., 

2005). Jak v pŚ²padŊ sekretovanĨch ligandŢ WNT a EGF, tak v pŚ²padŊ integr§ln²ch 

membr§novĨch ligandŢ Notch signalizace, je tedy nutn§ fyzick§ bl²zkost, respektive pŚ²mĨ 

fyzickĨ kontakt kmenovĨch a PanethovĨch bunŊk (Sato et al., 2011). 

V neposledn² ŚadŊ se mezi molekuly ovlivŔuj²c² stŚevn² epitel Śad² BMP (Haramis et al., 

2004). BMP je produkov§n buŔkami mezenchymu a nejvyġġ² koncentrace dosahuje na 

ġpiļce klku. Jeho gradient je tedy opaļnĨ oproti gradientu WNT. BMP spouġt² signalizaci 

pŚes SMAD1/5/8 (small/mothers against decapentaplegic homolog 1/5/8), kter§ vede 

k diferenciaci bunŊk a napom§h§ tak dozr§v§n² vġech specializovanĨch bunŊļnĨch typŢ, 

d²ky kterĨm stŚevo pln² svou funkci. KromŊ toho BMP umoģŔuje udrģet kmenov® buŔky v 

jejich nice na dnŊ krypty. Gradient je d§le zajiġtŊn d²ky mezenchym§ln²m buŔk§m 

obklopuj²c²m kryptu, kter® produkuj² naopak BMP inhibitory (shrnuto v Krausova and 

Korinek, 2014; Gehart and Clevers, 2019; Beumer and Clevers, 2021). 

Obnova stŚevn²ho epitelu mus² bĨt velmi dobŚe regulov§na. Tk§Ŕ, ve kter® doch§z² 

k dŊlen² bunŊk v tak vysok® m²Śe, je totiģ n§chyln§ ke vzniku malignit. ZmŊny v r§mci 

signalizac² Ś²d²c²ch proliferaci a diferenciaci mohou v®st ke zmŊn§m v morfologii a 

nefyziologick®mu chov§n² stŚevn²ch bunŊk. To ve sv®m dŢsledku mŢģe vy¼stit aģ ve vznik 

n§doru. 
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Obr§zek 2. Molekul§rn² mechanismy udrģuj²c² niku krypty 

(pŚevzato z Gehart and Clevers, 2019, upraveno) 

Signalizace udrģuj²c² homeost§zu stŚevn²ho epitelu prob²h§ jak mezi buŔkami epitelovĨmi, 

tak mezi buŔkami epitelu a okoln² mezenchym§ln² tk§nŊ. Panethovy buŔky jsou hlavn²m 

zdrojem WNT a EGF a na sv®m povrchu nesou ligandy Notch receptorŢ. Okoln² 

mezenchym§ln² buŔky produkuj² pŚedevġ²m R-spondin, BMP a inhibitory BMP, jsou ale 

tak® zdrojem WNT a EGF. D²ky tomuto uspoŚ§d§n² se vytv§Ś² protichŢdnĨ gradient 

signalizaļn²ch molekul WNT a BMP na ose krypta ï klk, kterĨ je pro fyziologii stŚevn²ho 

epitelu kl²ļovĨ. 

  



7 
 

2.2 Kanonick§ signalizace Wnt/ɓ-katenin 
Signalizaļn² dr§ha Wnt je evoluļnŊ konzervovan§ sign§ln² kask§da, kter§ hraje roli jak 

bŊhem embryon§ln²ho vĨvoje, tak i v obdob² dospŊlosti jedince. Jej² aktivace podporuje 

dŊlen² a inhibuje diferenciaci kmenovĨch bunŊk, a to skrz zmŊny genov® exprese. Je tak 

schopn§ regulovat obnovu Śady tk§n², vļetnŊ stŚevn²ho epitelu. Ligandy WNT jsou 

glykoproteiny modifikovan® mastnĨmi kyselinami, kter® jsou syntetizov§ny 

v endoplazmatick®m retikulu urļitĨch bunŊk. Po pŚipojen² vġech posttranslaļn²ch 

modifikac² jsou molekuly WNT buŔkami secernov§ny do extracelul§rn²ho prostŚed². Zde 

difunduj² a mohou bĨt rozezn§ny receptory na buŔk§ch v bl²zk®m okol². OdpovŊd² na 

pŚ²tomnost WNT ligandu mohou bĨt tŚi rŢzn® sign§ln² dr§hy: kanonick§ dr§ha z§visl§ na 

ɓ-kateninu, nekanonick§ dr§ha plan§rn² bunŊļn® polarity nebo nekanonick§ signalizace 

zvyġuj²c² cytoplazmatickou koncentraci Ca2+ (shrnuto v Clevers, 2006; Zhan, Rindtorff and 

Boutros, 2017). ZabĨvat se d§le budeme pouze jednou z nich, a to kanonickou signalizac² 

reguluj²c² hladinu voln®ho ɓ-kateninu v cytoplazmŊ c²lov® buŔky (obr§zek 3). 

V nepŚ²tomnosti sign§lu je cytoplazmatickĨ ɓ-katenin rozezn§n tzv. destrukļn²m 

komplexem. Ten se skl§d§ z proteinŢ AXIN (axis inhibition protein), APC (adenomatous 

polyposis coli), GSK3ɓ (glycogen synthase kinase 3ɓ) a CK1Ŭ (casein kinase Ŭ). Nav§z§n² 

ɓ-kateninu na destrukļn² komplex vede k jeho fosforylaci kin§zami CK1Ŭ a GSK3ɓ. D²ky 

t®to fosforylaci je ɓ-katenin ubiquitinov§n E3 ubiquitin lig§zou ɓ-TrCP (ɓ-transducin 

repeat-containing protein), a t²m c²len pro degradaci v proteazomu (Aberle et al., 1997). 

V nepŚ²tomnosti voln®ho ɓ-kateninu se do promotorovĨch oblast² c²lovĨch genŢ v§ģ² 

represivn² komplexy vļetnŊ histondeacetyl§z a transkripce je t²m inhibov§na. 

Ligandy WNT jsou na cytoplazmatick® membr§nŊ rozezn§v§ny pomoc² receptoru FZD, 

sedmkr§t proch§zej²c²ho pŚes membr§nu, a koreceptoru LRP5/6 (low-density lipoprotein 

receptor-related protein 5/6). Interakce ligandu s receptory je n§sledov§na hromadŊn²m 

proteinu DVL (dishevelled) u cytoplazmatick® membr§ny a jeho polymerac² (Schwarz-

Romond et al., 2007). PolymerovanĨ DVL je schopen nav§zat protein destrukļn²ho 

komplexu AXIN (Yamanishi et al., 2019) a napom§h§ tak® fosforylaci LRP (Biliĺ et al., 

2007). FosforylovanĨ LRP inhibuje katalytickou aktivitu GSK3ɓ (Stamos et al., 2014) a 

t²m znemoģŔuje fosforylaci ɓ-kateninu. Stabiln² ɓ-katenin se hromad² v cytoplazmŊ a mŢģe 

bĨt pŚenesen do j§dra. V j§dŚe se ɓ-katenin v§ģe na transkripļn² faktory TCF/LEF (T-cell 

transcription factor/lymphoid enhancer binding factor) v promotorech c²lovĨch genŢ. To 

vede k disociaci represivn²ch komplexŢ (Daniels and Weis, 2005) a nav§z§n² 
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transkripļn²ch koaktiv§torŢ vļetnŊ p300/CBP (p300/CREB-binding protein). T²m je 

spuġtŊna transkripce c²lovĨch genŢ. 

Mezi c²lov® geny Wnt signalizace patŚ² mimo jin® geny k·duj²c² E3 ubiquitin lig§zy 

RNF43 a ZNRF3. Tyto membr§nov® proteiny inhibuj² Wnt signalizaci skrz interakci 

s FZD, kter§ vede k jeho internalizaci do buŔky a degradaci. T²m vytv§Śej² RNF43 a 

ZNRF3 negativn² zpŊtnou vazbu (Koo et al., 2012). Aby bylo zabr§nŊno t®to negativn² 

regulaci, mus² se na receptory LGR5 v cytoplazmatick® membr§nŊ c²lov® buŔky nav§zat 

extracelul§rn² ligand R-spondin. R-spondin a LGR5 vytv§Ś² komplex s RNF43 nebo 

ZNRF3, a t²m inhibuj² jejich aktivitu (Hao et al., 2012). Na membr§nŊ c²lov® buŔky se tak 

mohou nahromadit receptory FZD a doch§z² k zes²len² Wnt signalizace. Exprese receptorŢ 

LGR5 je specifickĨm markerem stŚevn²ch kmenovĨch bunŊk (Barker et al., 2007). 

 

Obr§zek 3. Kanonick§ signalizace Wnt/ɓ-katenin a regulace membr§novĨch 

ubiquitin lig§z 

V nepŚ²tomnosti sign§lu je cytoplazmatickĨ ɓ-katenin nav§z§n na proteiny destrukļn²ho 

komplexu, fosforylov§n (P), ubiquitinov§n (Ub) a degradov§n v proteazomu. Kanonick§ 

Wnt signalizace se aktivuje po nav§z§n² ligandu WNT na membr§nov® receptory FZD a 

LRP5/6. To vede k inhibici destrukļn²ho komplexu a stabilizaci ɓ-kateninu. Ten pak 

v j§dŚe pŢsob² jako transkripļn² koaktiv§tor. Aby nedoġlo ke zpŊtn® inhibici receptoru FZD 

pŢsoben²m RNF43/ZNRF3, je potŚeba pŚ²tomnost ligandu R-spondin. Ten tvoŚ² komplex s 

RNF43/ZNRF3 a LGR5, a t²m tuto negativn² regulaci znemoģŔuje. 
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2.3 MAPK signalizace 
Signalizaļn² dr§ha MAPK se ¼ļastn² regulace bunŊļn®ho rŢstu, dŊlen², diferenciace, 

migrace a apopt·zy. Podstatou MAPK signalizace je postupn§ aktivace tŚ² kin§z jako 

odpovŊŅ na zachycen² sign§lu z vnŊjġ²ho prostŚed² (viz n²ģe). Sign§l je kin§zovou 

kask§dou pŚenesen aģ do j§dra, kde indukuje zmŊnu genov® exprese. Jednou z vĨhod 

v²cestupŔov® aktivace je moģnost zes²len² sign§lu. Toto uspoŚ§d§n² d§le umoģŔuje pŚesnou 

regulaci na rŢznĨch ¼rovn²ch signalizace a zvyġuje kooperativitu cel®ho syst®mu. 

U savcŢ najdeme ļtyŚi hlavn² vŊtve MAPK signalizace. Ty vedou k aktivaci kin§z ERK1/2 

(extracellular signal-regulated kinase), JNK1/2/3 (c-Jun N-terminal kinase), p38Ŭ/ɓ/ɔ/ŭ a 

ERK5 (zn§m® tak® jako BMK1 [big mitogen-activated protein kinase 1]). V buŔce 

najdeme rŢzn® izoformy tŊchto kin§z i jejich aktivaļn²ch faktorŢ. T²m je umoģnŊno 

integrovat sign§l z v²ce rŢznĨch zdrojŢ a vytv§Śet tak specifickou odpovŊŅ v z§vislosti na 

konkr®tn² kombinaci vstupn²ch informac². Signalizace pŚes kin§zy ERK je aktivov§na 

pŚedevġ²m rŢstovĨmi faktory a hormony. JNK a p38 naopak signalizuj² pŚ²tomnost 

bunŊļn®ho stresu. Signalizace ERK5 mŢģe bĨt aktivov§na jak pomoc² mitogenŢ, tak tak® 

stresovĨmi faktory (shrnuto v Turjanski, Vaqu® and Gutkind, 2007). V n§sleduj²c²ch 

kapitol§ch n§s bude zaj²mat zejm®na signalizace aktivuj²c² kin§zy ERK1 a ERK2. 

2.3.1 Sign§ln² kask§da RAS/RAF/MEK/ERK  

Nejv²ce studovanou MAPK signalizaļn² drahou je signalizace vedouc² k aktivaci ERK1/2. 

Tato sign§ln² kask§da je spouġtŊna transmembr§novĨmi receptory, jako je napŚ. rodina 

tyrozinkin§zovĨch receptorŢ (RTK). PŚ²kladem takovĨchto receptorŢ je EGFR. Ten je 

aktivov§n d²ky vazbŊ sv®ho ligandu, j²mģ je rŢstovĨ faktor EGF. Po vazbŊ ligandu doch§z² 

k dimerizaci receptoru a vz§jemn® fosforylaci Tyr zbytkŢ jeho intracelul§rn²ch dom®n. Na 

fosforylovanĨ receptor se pak skrz svou SH2 (Src homology 2) dom®nu mŢģe nav§zat 

adaptorovĨ protein GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2). GRB2 pŚes SH3 

(Src homology 3) dom®ny interaguje s adaptorovĨm proteinem SOS (son of sevenless) a 

ten stimuluje aktivaci na membr§nu v§zan®ho G-proteinu RAS (rat sarcoma viral oncogene 

homolog). AktivovanĨ RAS zauj²m§ konformaci, ve kter® je schopen nav§zat, a t²m 

napom§hat aktivaci RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma), prvn² kin§zy t®to sign§ln² 

kask§dy. Aktivovan§ kin§za RAF n§slednŊ fosforyluje a aktivuje kin§zu MEK 

(MAPK/ERK kinase). MEK, jako druh§ kin§za MAPK signalizace, aktivuje specificky 

kin§zu ERK. ERK je posledn² ze tŚ² kin§z a fosforyluje celou Śadu substr§tŢ, a to jak 

cytoplazmatickĨch, tak jadernĨch. Jej² aktivace tak vede ke zmŊn§m aktivity rŢznĨch 
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proteinŢ a potaģmo i ke zmŊnŊ v r§mci genov® exprese buŔky. Sch®ma t®to signalizace 

mŢģeme vidŊt na obr§zku 4. 

Komplexitu cel® signalizace zvyġuje existence rŢznĨch izoforem jednotlivĨch 

signalizaļn²ch proteinŢ. Rozezn§v§me tŚi rŢzn® izoformy GTP§zy RAS (HRAS, KRAS, 

NRAS [Harvey/Kirsten/neuroblastoma RAS]), tŚi izoformy kin§zy RAF (ARAF, BRAF, 

CRAF [v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog A/B/C]) a dvŊ izoformy kin§z MEK 

(MEK1, MEK2) a ERK (ERK1, ERK2). D²ky kombinaci tŊchto izoforem a interakc²m 

s Śadou regulaļn²ch a adaptorovĨch proteinŢ vytv§Ś² MAPK signalizace sloģitou s²Š 

schopnou zprostŚedkovat celou Śadu bunŊļnĨch odpovŊd² (shrnuto v Guo et al., 2020). 

 

Obr§zek 4. MAPK siganlizace 

Signalizace RAS/RAF/MEK/ERK je aktivov§na ligandem z extracelul§rn²ho prostŚed². 

Vazba ligandu a n§sledn§ dimerizace vede k aktivaci a transfosforylaci RTK. Na 

fosforylovanĨ receptor se n§slednŊ v§ģ² adaptorov® proteiny GRB2 a SOS, kde SOS 

pŢsob² jako GEF (guanine nucleotide exchange factor) pro malou GTP§zu RAS. RAS se 

d²ky vĨmŊnŊ GDP za GTP st§v§ aktivn²m a je schopen v§zat, a t²m aktivovat kin§zu RAF 

(MAPKKK). RAF kin§za aktivuje kin§zu MEK (MAPKK), a ta kin§zu ERK (MAPK). 

Aktivn² kin§za ERK je pŚenesena do j§dra, kde mŊn² genovou expresi buŔky. 
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2.4 Kin§za BRAF 
Kin§za BRAF je ļlenem rodiny Ser/Thr-specifickĨch proteinovĨch kin§z RAF a ¼ļastn² se 

tedy pŚenosu sign§lu skrz MAPK signalizaļn² dr§hu. Tato rodina zahrnuje celkem tŚi 

kin§zy: ARAF, BRAF a CRAF (neboli RAF-1 [v-raf-leukemia viral oncogene 1]). Prvn² 

zm²nka o tomto genu poch§z² z roku 1983, kdy byl objeven retrovirem pŚen§ġenĨ onkogen 

v-raf (Rapp et al., 1983). O dva roky pozdŊji byl pops§n savļ² bunŊļnĨ homolog c-raf-1 

(Bonner et al., 1985). Jiģ v t® dobŊ autoŚi poukazovali na to, ģe by tento gen mohl m²t 

spojitost s nŊkterĨmi typy n§dorŢ, vzhledem ke sv® lokalizaci v genomu. V roce 2002 

vyġla publikace, kter§ ukazovala na vĨskyt mutac² genu BRAF u Śady lidskĨch n§dorŢ. 

Mezi nimi dominoval malign² melanom, kde se mutantn² forma BRAF objevovala u 66 % 

studovanĨch pŚ²padŢ (Davies et al., 2002). Tyto vĨsledky n§slednŊ vedly k tomu, ģe se 

pozornost upŚela pŚedevġ²m pr§vŊ k t®to izoformŊ. 

2.4.1 Struktura kin§zy BRAF 

Gen BRAF je lokalizov§n na lidsk®m chromozomu 7, obsahuje celkem 18 exonŢ a k·duje 

protein o d®lce 766 aminokyselin. Sekvence tohoto genu zahrnuje tŚi konzervovan® oblasti 

(na obr§zku 5 oznaļeny ġedŊ) sd²len® spolu s ARAF a CRAF, kter® vykazuj² rŢzn® funkce. 

Prvn² konzervovan§ oblast je kl²ļov§ pŚedevġ²m pro nav§z§n² kin§zy BRAF v oblasti 

cytoplazmatick® membr§ny bŊhem jej² aktivace. K·duje dom®nu obsahuj²c² vazebn® m²sto 

pro RAS a umoģŔuje tak® interakci s membr§novĨmi fosfolipidy. KromŊ toho zde najdeme 

dom®nu bohatou na Cys, hraj²c² roli v autonomn² regulaci kin§zov® aktivity, kter§ je takt®ģ 

schopna v§zat RAS. Druh§ konzervovan§ oblast je vĨznamn§ pro pŚ²tomnost inhibiļn²ch 

fosforylaļn²ch m²st. Fosforylace tŊchto m²st umoģŔuje negativn² regulaci aktivity kin§zy i 

jej² vazby na RAS. PŚ²kladem takov®to negativn² regulace je inhibiļn² vazba proteinu 14-3-

3, rozveden§ v kapitole 2.4.2. Posledn² konzervovan§ oblast genu BRAF k·duje vlastn² 

kin§zovou dom®nu. Ta hraje ¼lohu pŚi aktivaci kin§zy, vazbŊ ATP a vlastn² katalytick® 

aktivitŊ (shrnuto v Roskoski, 2010; Matallanas et al., 2011). 

StejnŊ jako je tomu u jinĨch kin§z, rozliġujeme v kin§zov® dom®nŊ BRAF menġ² N-

koncovĨ lalok, bohatĨ na struktury ɓ-skl§dan®ho listu, a vŊtġ² C-koncovĨ lalok, 

nabohacenĨ naopak na strukturu Ŭ-helixu (viz obr§zek 6). Mezi obŊma laloky leģ² 

katalytick® m²sto kin§zy, a proto je vz§jemn§ poloha lalokŢ vŢļi sobŊ pro katalytickou 

aktivitu urļuj²c². V r§mci N-koncov®ho laloku nach§z²me ŬC-helix, jenģ tvoŚ² souļ§st 

aktivn²ho m²sta kin§zy, a d§le na Gly bohatou smyļku, napom§haj²c² vazbŊ ATP. 

NejdŢleģitŊjġ² souļ§sti C-koncov®ho laloku kin§zov® dom®ny jsou pŚedevġ²m aktivaļn² 
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segment a katalytick§ smyļka. Aktivaļn² segment obsahuje dŢleģit§ fosforylaļn² m²sta, 

kter§ jsou nezbytn§ pro aktivaci kin§zy. Tento segment zaļ²n§ aminokyselinami 

AspPheGly, kter® v z§vislosti na stavu kin§zy blokuj² ATP-vazebn® m²sto, nebo naopak 

pom§haj² vazbŊ ATP skrz koordinaci iontŢ Mg2+. V katalytick® smyļce se nach§z² 

postrann² ŚetŊzec Asp, kterĨ napom§h§ spr§vnŊ orientovat c²lov® skupiny substr§tu 

v aktivn²m m²stŊ a umoģŔuje tak jejich fosforylaci (shrnuto v Roskoski, 2010). 

 

Obr§zek 5. Konzervovan® oblasti kin§zy BRAF 

Kin§za BRAF obsahuje tŚi konzervovan® oblasti. N-koncov® oblasti 1 a 2 slouģ² pŚedevġ²m 

pro regulaci, C-koncov§ oblast 3 k·duje katalytickou ļ§st kin§zy. Mezi vĨznamn® dom®ny 

patŚ²: RAS-vazebn§ dom®na, na Cys bohat§ dom®na (CBD), 14-3-3-vazebn§ dom®na a 

ATP-vazebn§ dom®na. Aktivaļn² segment obsahuje fosforylaļn² m²sta nezbytn§ pro 

aktivaci kin§zy. 

 

Obr§zek 6. Kin§zov§ dom®na BRAF 

(pŚevzato z Roskoski, 2010, upraveno) 

Kin§zov§ dom®na BRAF je tvoŚena menġ²m N-koncovĨm lalokem a vŊtġ²m C-koncovĨm 

lalokem. BarevnŊ jsou zvĨraznŊny dŢleģit® oblasti, kl²ļov® pro regulaci a funkci kin§zov® 

aktivity. Mezi laloky je zn§zornŊn inhibitor kin§zy, kterĨ konkuruje o jedno vazebn® m²sto 

s ATP. 
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Konformace jednotlivĨch dom®n kin§zy BRAF mŢģe bĨt zmŊnŊna jak posttranslaļn²mi 

modifikacemi, tak protein-proteinovĨmi interakcemi. ZmŊny konformace se pak obvykle 

odr§ģ² tak® na zmŊnŊ aktivity. 

2.4.2 Regulace kin§zy BRAF 

Jedn²m ze zpŢsobŢ, jak je aktivita BRAF regulov§na, je pomoc² fosforylace a 

defosforylace specifickĨch aminokyselinovĨch zbytkŢ. Bylo uk§z§no, ģe pro aktivaci t®to 

kin§zy je nezbytn§ fosforylace Thr599 a Ser602, kter® se nach§z² v aktivaļn²m segmentu 

kin§zov® dom®ny. Kdyģ byly Thr599 a Ser602 nahrazeny Ala, kterĨ nemohl bĨt 

fosforylov§n, nedoch§zelo ani k RAS-dependentn² aktivaci BRAF. Nahrazen²m za kysel® 

aminokyseliny, mimikuj²c² pŚ²tomnost fosf§tu, se BRAF st§v§ naopak st§le aktivn²m 

(Zhang and Guan, 2000). Dalġ² ze zn§mĨch aktivaļn² fosforylac² je pŚ²tomn§ tak® na 

Ser579, v katalytick® smyļce kin§zy (Zhu et al., 2005). Co se tĨļe aktivace za pomoc² 

fosforylace, m§ BRAF oproti svĨm homologŢm ARAF a CRAF vĨhodu. Na rozd²l od nich 

totiģ pro svou aktivitu nepotŚebuje fosforylovat aminokyseliny N-koncov® ļ§sti kin§zov® 

dom®ny. V sekvenci BRAF se totiģ nam²sto Ser nach§z² Asp (Asp448 a Asp449), kter§ 

svĨm z§pornĨm n§bojem napodobuje pŚ²tomnost fosf§tu. KromŊ toho m§ BRAF tak® st§le 

fosforylovanĨ Ser446 (Mason et al., 1999). Z tŊchto dŢvodŢ m§ BRAF oproti svĨm 

homologŢm vyġġ² baz§ln² aktivitu. Vedle aktivaļn²ch fosforylac² podl®h§ BRAF i 

fosforylac²m inhibiļn²m. Mezi ty patŚ² fosforylace na Ser365, Ser429 a Thr440, kter® jsou 

pŚid§v§ny protein kin§zou B (PKB) (Chong, Lee and Guan, 2001). 

Ser365, fosforylovanĨ PKB, je d§le zaj²mavĨ pro svou vazbu proteinu 14-3-3. Jedn§ se 

totiģ o jiģ zm²nŊn® vazebn® m²sto v druh® konzervovan® oblasti genu BRAF. Tvorba 

komplexu BRAF/14-3-3 v t®to oblasti tedy vede k poklesu kin§zov® aktivity. 14-3-3 m§ 

tak® schopnost stabilizovat BRAF v auto-inhibovan®m stavu, kdy je N-koncov§ ļ§st BRAF 

v kontaktu s C-koncovou katalytickou dom®nou, a t²m inhibuje jej² aktivitu. Regulace 

vazbou 14-3-3 vġak nemus² bĨt vģdy negativn². Na C-koncov® ļ§sti kin§zy BRAF bylo 

identifikov§no vazebn® m²sto na Ser729, kde protein 14-3-3 pŢsob² na aktivitu BRAF 

naopak pozitivnŊ. DŊje se tak skrz stabilizaci dimeru kin§zovĨch dom®n RAF pomoc² 

dvou molekul 14-3-3 (shrnuto v Obsilova and Obsil, 2020). 

Pr§vŊ dimerizace RAF proteinŢ je dalġ² dŢleģitou ud§lost², kter§ vede k aktivaci kin§zy, 

protoģe podporuje jej² katalytickou aktivitu (Rajakulendran et al., 2009). Ve zdrav® buŔce 

je dimerizace proteinŢ RAF umoģnŊna d²ky interakci s aktivovanou GTP§zou RAS (Weber 

et al., 2001). MŢģe se jednat o homodimerizaci (pŚedevġ²m dimery BRAF), ļastŊjġ² je vġak 
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heterodimerizace. NejvĨznamnŊjġ²mi dimerizaļn²mi partnery jsou BRAF a CRAF, kter® 

tvoŚ² vŊtġinu dimerŢ odpov²daj²c²ch na indukci MAPK signalizace pomoc² EGF. 

V pŚ²tomnosti sign§lu je moģn® detekovat jen m§lo dimerŢ BRAF/ARAF a t®mŊŚ ģ§dn® 

dimery ARAF/CRAF (Freeman, Ritt and Morrison, 2013). 

Aktivn² BRAF v§ģe a fosforyluje kin§zu MEK, MEK pak aktivuje kin§zu ERK. Mezi 

substr§ty ERK patŚ² mimo jin® i samotn§ kin§za BRAF, ļ²mģ vytv§Ś² negativn² 

zpŊtnovazebnou smyļku t®to signalizace. Mezi fosforylaļn² m²sta pro kin§zu ERK se Śad² 

Ser151, Thr401, Ser750 a Thr753, nach§z² se tedy po cel® d®lce proteinu BRAF. 

Fosforylace tŊchto m²st br§n² tvorbŊ dimerŢ BRAF/CRAF a tak® zabraŔuje vazbŊ BRAF 

na aktivn² RAS (Brummer et al., 2003; Ritt et al., 2010). 

Mutace nŊkter® z aminokyselin, kter® se ¼ļastn² regulace funkce kin§zy BRAF, mŢģe 

zpŢsobit, ģe dojde k navĨġen² jej² aktivity. NŊkter® mutace mohou dokonce zpŢsobit to, ģe 

se BRAF st§v§ st§le aktivn². Takto mutovanĨ protein pot® nereaguje na pŚ²tomnost 

aktivaļn²ho sign§lu, ani na zpŊtnovazebnou signalizaci, a nepŚetrģitŊ spouġt² MAPK 

sign§ln² dr§hu. Pokud k takov®to mutaci dojde, mŢģe to v®st aģ k n§dorov® transformaci 

buŔky. 
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2.5 Kolorekt§ln² karcinom 
Kolorekt§ln² karcinomy, tedy n§dory odvozen® z epitelu tlust®ho stŚeva a koneļn²ku, 

pŚedstavuj² celosvŊtovŊ tŚet² nejļastŊji diagnostikovanĨ typ n§doru (10 % novĨch pŚ²padŢ). 

ĻastŊjġ² je pouze vĨskyt n§dorŢ prsu (11,7 %) a plic (11,4 %). Co se tĨļe mortality, Śad² se 

n§dory stŚev a koneļn²ku na druh® m²sto (9,4 % ¼mrt² v dŢsledku neopl§zie). Prvn² 

nejļastŊjġ² pŚ²ļinou smrti jsou n§dory plic (18 %) (Bray et al., 2018; Sung et al., 2021). 

VŊtġina kolorekt§ln²ch karcinomŢ vznik§ spont§nn² cestou. PŚibliģnŊ 30 % pacientŢ, u 

kterĨch byl diagnostikov§n tento typ n§doru, mŢģe doloģit vĨskyt tohoto onemocnŊn² u 

jin®ho ļlena sv® rodiny, a u vġech tŊchto pŚ²padŢ by tedy teoreticky mohla hr§t roli tak® 

dŊdiļnost predispozice k tomuto onemocnŊn². Jasnou spojitost mezi rozvojem n§doru a 

dŊdiļnou mutac² se nicm®nŊ podaŚilo prok§zat pouze u 5 % pŚ²padŢ (shrnuto v Brosens, 

Offerhaus and Giardiello, 2015). 

Kolorekt§ln² karcinomy vznikaj² v dŢsledku akumulace mutac² v genech pro onkogeny a 

n§dorov® supresory nebo tak® d²ky epigenetickĨm zmŊn§m v r§mci buŔky. Oba tyto 

faktory ovlivŔuj² expresi nebo funkci proteinŢ, kter® se pod²lej² na regulaci dŢleģitĨch 

bunŊļnĨch signalizaļn²ch drah. Mezi nejļastŊji naruġen® signalizaļn² dr§hy patŚ² 

signalizace Wnt, TGFɓ, p53 nebo EGFR a n§sledn® signalizaļn² dr§hy MAPK, PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase) a JAK/STAT (janus kinase/signal transducer and activator 

of transcription). Souhrn tŊchto signalizac² mŢģeme vidŊt na obr§zku 7. Mezi nejļastŊji 

mutovan® proteiny v r§mci skupiny n§dorŢ stŚev a koneļn²ku patŚ² APC, p53, PIK3CA 

(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha), SMAD4, KRAS a 

BRAF. Onkogenn² mutace v genech pro tyto proteiny oznaļujeme jako tzv. Ădriverñ 

mutace, tedy mutace, kter® poh§nŊj² vznik a vĨvoj n§doru (Huang et al., 2018). 

N§dory se vŊtġinou postupnŊ rozv²jej² (obr§zek 8). Prvn² onkogenn² zmŊna d§v§ dan® 

buŔce selektivn² vĨhodu, d²ky kter® se mŢģe dŊlit ve vyġġ² m²Śe, a to pŚ²padnŊ i mimo niku 

kmenovĨch bunŊk ve spodn² ļ§sti krypty. DŊl²c² se buŔky tak vytv§Ś² malou populaci 

bunŊk tzv. mikroadenom. N§sleduje akumulace sekund§rn²ch mutac² a klon§ln² expanze 

Ănejl®pe vybavenĨchñ bunŊk. To vede ke zmŊn§m v morfologii stŚevn²ho epitelu a vzniku 

adenomu. PostupnŊ doch§z² k malign² transformaci bunŊk a formuje se adenokarcinom. 

BuŔky kolorekt§ln²ho karcinomu pak mohou pronikat i pŚes baz§ln² membr§nu a 

infiltrovat se do okoln²ch tk§n² i vzd§lenĨch org§nŢ ve formŊ metast§z² (shrnuto v 

Vogelstein et al., 2013). Kolorekt§ln² karcinom m§ tendenci tvoŚit metast§ze pŚedevġ²m 

v j§trech, plic²ch a peritoneu. Metast§ze se vġak ļasto objevuj² tak® v kostech, mozku, 

moļovĨch cest§ch nebo napŚ. ve vajeļn²c²ch (Riihimªki et al., 2016). 
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Obr§zek 7. Signalizaļn² dr§hy, jejichģ naruġen² mŢģe v®st ke vzniku kolorekt§ln²ho 

karcinomu 

U pacientŢ s kolorekt§ln²m karcinomem bĨvaj² nejļastŊji mutov§ny signalizace ovlivŔuj²c² 

dŊlen², pŚeģ²v§n² a invazivitu bunŊk. Mezi tyto signalizaļn² dr§hy se Śad² pŚedevġ²m 

signalizace spouġtŊn® extracelul§rn²mi ligandy EGF, WNT a TGFɓ nebo bunŊļnĨm 

stresem ve formŊ poġkozen² DNA. 

 

Obr§zek 8. PostupnĨ vĨvoj n§doru spojenĨ s akumulac² onkogenn²ch mutac² 

(pŚevzato z Vogelstein et al., 2013, upraveno) 

Kolorekt§ln² karcinom zpravidla vznik§ v dŢsledku postupn®ho nahromadŊn² onkogenn²ch 

mutac². To je tak® dŢvodem, proļ toto onemocnŊn² postihuje nejļastŊji lidi ve vyġġ²m 

vŊku. Mutac² jedin®ho genu vznikaj² ļasto pouze benign² adenomy, kter® ļlovŊka vĨraznŊ 

neohroģuj². Mutovan® buŔky se vġak mohou v epitelu zdrģovat po delġ² dobu, a mŢģe 

v nich doj²t k dalġ² onkogenn² ud§losti. Akumulace vŊtġ²ho poļtu mutac² pak mŢģe v®st aģ 

k rozvoji malign²ho karcinomu, jehoģ buŔky jsou schopn® vycestovat mimo svou 

pŚirozenou lokalitu a vytv§Śet metast§zy v m²zn²ch uzlin§ch nebo jinĨch org§nech. 
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2.5.1 Konsenzu§ln² molekul§rn² podtypy 

Pro snadnŊjġ² orientaci a moģnost vyuģit² v klinick® praxi byly kolorekt§ln² karcinomy u 

lid² rozdŊleny do ļtyŚ skupin tzv. konsenzu§ln²ch molekul§rn²ch podtypŢ (anglicky 

consensus molecular subtypes, CMS). Tyto skupiny jsou definov§ny na z§kladŊ rozd²ln® 

genov® exprese, mutaļn²ho profilu, epigenetick®ho stravu, analĨzy microRNA a proteomu, 

biologick® povahy n§doru a v neposledn² ŚadŊ klinick®ho obrazu (Guinney et al., 2015; 

shrnuto v Stastna et al., 2019). 

CMS1 (MSI imunitn²) skupina kolorekt§ln²ch karcinomŢ pŚedstavuje asi 14 % tŊchto 

onemocnŊn². Tyto n§dory jsou typicky hypermutovan®1 a v naprost® vŊtġinŊ pŚ²padŢ u nich 

nach§z²me mutace vedouc² k aktivaci signalizace pŚes RTK. ĻastĨ je pŚitom vĨskyt 

aktivaļn²ch mutac² v r§mci MAPK dr§hy, kdy se nejļastŊji jedn§ o mutaci v kin§ze BRAF. 

D§le se tato skupina kolorekt§ln²ch karcinomŢ vyznaļuje nestabilitou mikrosatelitŢ (MSI), 

jeģ souvis² se zmŊnou exprese proteinŢ ¼ļastn²c²ch se oprav poġkozen² DNA. Typicky je 

CMS1 tak® spojov§na se zvĨġenou expres² proteinŢ drah imunitn² odpovŊdi a silnou 

aktivac² imunitn²ho syst®mu. KromŊ tŊchto charakteristik bĨv§ ļasto spojov§na se 

zvĨġenou metylac² DNA, a oproti ostatn²m skupin§m vykazuje n²zkou frekvenci 

chromozom§ln²ch zmŊn vedouc²ch k rozd²lŢm v poļtu genŢ (SCNA, od anglick®ho 

somatic copy number alterations). Kolorekt§ln² karcinomy z t®to skupiny se ļastŊji 

vyskytuj² u ģen, obvykle v prav® ļ§sti tlust®ho stŚeva. Diagnostikov§ny jsou zpravidla 

v pokroļil®m st§diu onemocnŊn², a pokud dojde k n§vratu choroby, bĨvaj² spojov§ny 

s velmi n²zkou m²rou pŚeģ²v§n². 

Skupina CMS2 (kanonick§) zahrnuje pŚibliģnŊ 37 % kolorekt§ln²ch karcinomŢ. Typick§ je 

pro ni chromozom§ln² nestabilita (CIN), zpravidla doprov§zen§ zmnoģen²m onkogenŢ a 

ztr§tou genŢ n§dorovĨch supresorŢ. V r§mci t®to skupiny doch§z² ļasto ke zvĨġen² 

transkripce genŢ aktivovanĨch signalizac² WNT a MYC, mezi nŊģ patŚ² napŚ. i klastr miR-

17-92. Dalġ²m charakteristickĨm rysem CMS2 jsou znaky epiteli§ln² diferenciace. N§dory 

z t®to skupiny jsou obvykle lokalizov§ny do lev® ļ§sti tlust®ho stŚeva a koneļn²ku, a pokud 

dojdek recidivŊ onemocnŊn², maj² pacienti pomŊrnŊ vysokou nadŊji na pŚeģit². 

TŚet² skupina kolorekt§ln²ch karcinomŢ, CMS3 (metabolick§), ļ²t§ asi 13 % vġech pŚ²padŢ 

tohoto onemocnŊn². N§dory t®to skupiny obsahuj², podobnŊ jako CMS1, mutace aktivuj²c² 

signalizaci pŚes RTK a MAPK dr§hu. Typicky je zde vġak mutov§n G-protein KRAS. 

Dalġ²mi znaky t®to skupiny jsou epiteli§ln² diferenciace, naruġen² metabolickĨch funkc² 

                                                           
1 Jako hȅǇŜǊƳǳǘƻǾŀƴŞ ƻȊƴŀőǳƧŜƳŜ ƴłŘƻǊȅΣ ƧŜƧƛŎƘȌ ŜȄƻƳ ƻōǎŀƘǳƧŜ ǾƝŎŜ ƴŜȌ мн ƳǳǘŀŎƝ ƴŀ мл6 bp (The Cancer 
Genome Atlas Network, 2012). 
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nebo tŚeba sn²ģen§ exprese miRNA z rodiny let-7. U tŊchto n§dorŢ se tak® ļasto vyskytuje 

CIN. Na rozd²l od ostatn²ch CIN skupin n§dorŢ (CMS2 a CMS4) je vġak ļ§st CMS3 

n§dorŢ hypermutov§na (coģ obvykle koreluje s MSI), mimo to bĨvaj² spojov§ny s vyġġ² 

m²rou metylace a tak® niģġ²m poļtem SCNA. 

CMS4 (mesenchym§ln²) skupina zahrnuje asi 23 % kolorekt§ln²ch karcinomŢ. 

CharakteristickĨmi znaky CMS4 jsou pŚedevġ²m aktivace signalizace TGFɓ, zvĨġen§ 

exprese genŢ zodpovŊdnĨch za epiteli§lnŊ-mezenchym§ln² pŚechod (EMT) a strom§ln² 

invazi, d§le zvĨġen§ angiogeneze, a tak® aktivace drah remodelace extracelul§rn² matrix. 

KromŊ toho je tato skupina n§dorŢ spojov§na s CIN a zvĨġenou expres² proteinŢ 

komplementov® imunitn² reakce. CMS4 kolorekt§ln² karcinomy bĨvaj² diagnostikov§ny 

v pokroļilejġ²m st§diu onemocnŊn² a vykazuj² obecnŊ niģġ² nadŊji na pŚeģit² pacienta. 

VŊtġinou u nich vġak nedoch§z² k n§vratu onemocnŊn². 

Tyto ļtyŚi podtypy, kter® byly poprv® pops§ny ve studii z roku 2015 (Guinney et al., 

2015), pŚedstavuj² dohromady pŚibliģnŊ 87 % kolorekt§ln²ch karcinomŢ. ZbylĨch 13 % 

byly n§dory, kter® se ve studii nepodaŚilo zaŚadit do ģ§dn® z kategori². Tyto n§dory byly 

sm²ġen® povahy. DŢvodem byla zŚejmŊ diverzita v r§mci jednotlivĨch ļ§st² n§doru. 

Charakteristick® znaky jednotlivĨch konsenzu§ln²ch molekul§rn²ch podtypŢ jsou shrnuty 

v tabulce 1. 

ZaŚazen² do jedn® ze skupin CMS se ukazuje jako dobrĨ prostŚedek nejen pro snadnŊjġ² 

zhodnocen² diagn·zy a progn·zy pacienta, ale tak® pro urļen² vhodn® c²len® l®ļby. Znalost 

pŚ²sluġn® skupiny tak doplŔuje obvyklou klasifikaci TNM (tumor-node-metastasis) urļuj²c² 

st§dium onemocnŊn². PŚi analĨze stŚevn²ch n§dorŢ se zjiġŠuje pŚedevġ²m status MSI a 

CIMP a d§le pŚ²tomnost mutac² v proteinech BRAF a KRAS (Murcia et al., 2018; Alwers 

et al., 2019; shrnuto v Singh et al., 2019). Mutace v obou tŊchto proteinech vedou 

k aberantn² aktivaci MAPK signalizace a jsou vŢļi sobŊ prakticky vĨluļn® (Frans®n et al., 

2004; The Cancer Genome Atlas Network, 2012; shrnuto v Morkel et al., 2015). 
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N§zev skupiny a zastoupen² Typick® znaky 

CMS1 

(MSI imunitn²) 
14 % 

MSI 

VelkĨ poļet mutac² 

Aktivace RTK a MAPK signalizace 

Mutace BRAF 

ZmŊny exprese proteinŢ oprav poġkozen² DNA 

Metylace DNA (CIMP) 

Aktivace imunitn²ho syst®mu 

PŚi recidivŊ onemocnŊn² n²zk§ nadŊje na pŚeģit² 

CMS2 

(kanonick§) 
37 % 

CIN 

Ļast® SCNA 

Zmnoģen² onkogenŢ/ztr§ta genŢ n§dorovĨch supresorŢ 

Aktivace WNT a MYC signalizace 

Epiteli§ln² diferenciace 

PŚi recidivŊ onemocnŊn² vysok§ nadŊje na pŚeģit² 

CMS3 

(metabolick§) 
13 % 

CIN 

Oproti ostatn²m CIN n§dorŢm m®nŊ SCNA; ļ§st n§dorŢ je 

hypermutov§na a MSI; ļastŊjġ² metylace DNA (CIMP) 

Aktivace RTK a MAPK signalizace 

Mutace KRAS 

Epiteli§ln² diferenciace 

ZvĨġenĨ metabolizmus 

CMS4 

(mesenchym§ln²) 
23 % 

CIN 

Ļast® SCNA 

Aktivace signalizace TGFɓ 

Aktivace EMT a strom§ln² invaze 

Remodelace extracelul§rn² matrix 

ZvĨġen§ angiogeneze 

Aktivace komplementu 

ObecnŊ niģġ² nadŊje na pŚeģit²; bez recidivy 

Tabulka 1. Zastoupen² a charakteristick® znaky jednotlivĨch CMS. 
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2.6 BRAF a n§dorov§ onemocnŊn² 
Mutace v kin§ze BRAF se vyskytuj² pŚibliģnŊ u 8 % vġech pŚ²padŢ lidskĨch n§dorŢ. 

VyplĨv§ to ze studie z roku 2002, ve kter® bylo analyzov§no celkem 923 vzorkŢ, z toho 

545 n§dorovĨch bunŊļnĨch lini² a 378 prim§rn²ch n§dorŢ (Davies et al., 2002). NejļastŊji 

jsou mutace genu BRAF detekov§ny u pacientŢ s malign²m melanomem, kde se vyskytuj² 

asi v 66 % pŚ²padŢ. KromŊ toho jsou vġak tak® hojnŊ zastoupeny v r§mci skupiny 

kolorekt§ln²ch karcinomŢ, kde byly detekov§ny u 15 % analyzovanĨch vzorkŢ. Tyto a 

nŊkter® dalġ² typy n§dorŢ, ve kterĨch se mutantn² forma kin§zy BRAF vyskytuje se 

zvĨġenou frekvenc², mŢģeme vidŊt na obr§zku 9. 

Mutace, kter® lze v r§mci n§dorovĨch vzorkŢ detekovat, se soustŚeŅuj² do oblasti kin§zov® 

dom®ny BRAF. Tyto mutace jsou v naprost® vŊtġinŊ pŚ²padŢ spojen® se zvĨġen²m 

kin§zov® aktivity (Wan et al., 2004). 80 % mutac² pŚitom pŚedstavuje z§mŊna jednoho 

nukleotidu (T1799A) mŊn²c² kodon Val na pozici 600 na kodon pro Glu (V600E). Tato 

z§mŊna napodobuje fosforylaci aktivaļn²ho segmentu a vede tak ke konstitutivn² aktivaci 

kin§zy (Davies et al., 2002).ObecnŊ lze mutace postihuj²c² protein BRAF rozdŊlit na ty, 

kter® vedou k aktivaci kin§zy BRAF nez§visle na pŚ²tomnosti sign§lu z GTP§zy RAS a na 

ty, kter® vedou k aktivaci BRAF, ale na signalizaci RAS z§visl® jsou. Mutantn² RAS-

nez§visl§ kin§za BRAF nav²c mŢģe fungovat jak ve formŊ dimeru, tak tak® jako monomer. 

V600E je pŚ²kladem mutace, jeģ vede k RAS-nez§visl® aktivaci kin§zy BRAF, a ta je d²ky 

n² schopn§ signalizovat i ve formŊ monomeru (shrnuto v Zaman, Wu and Bivona, 2019). 

DŢvodem, proļ v n§dorech detekujeme nejļastŊji pr§vŊ mutace v BRAF a ne v jeho 

homoloz²ch ARAF a CRAF, je rozd²ln§ regulace tŊchto proteinŢ. Zat²mco pro aktivaci 

BRAF je jednonukleotidov§ z§mŊna V600E mimikuj²c² fosforylaci dan® oblasti 

dostaļuj²c², homologn² ARAF i CRAF vyģaduj² dalġ² fosforylace (viz kapitola 2.4.2). 

KromŊ toho m§ BRAF nejvyġġ² afinitu pro vazbu n§sledn® kin§zy MEK a celkovŊ se 

vyznaļuje tak® nejvyġġ² baz§ln² kin§zovou aktivitou (Papin et al., 1998; Mercer et al., 

2002). PŚestoģe se mutace v ARAF nebo CRAF v n§dorech vz§cnŊ vyskytuj², vŊtġina 

z nich nemŊn² aminokyselinovou sekvenci nebo je lokalizov§na do oblast² intronŢ (Frans®n 

et al., 2004). 
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Obr§zek 9. Frekvence vĨskytu zmŊn v genu BRAF u vybranĨch druhŢ n§dorovĨch 

onemocnŊn² 

(pŚevzato ze cBioPortal for Cancer Genomics, https://www.cbioportal.org/, upraveno) 

2.6.1 Kolorekt§ln² karcinom s mutac² BRAF V600E 

Jak bylo zm²nŊno v kapitole 2.5.1, v r§mci klinick® praxe se pro urļen² pŚesn® diagn·zy, 

l®ļby a progn·zy pacienta, u nŊhoģ byl detekov§n stŚevn² n§dor, pouģ²vaj² ļtyŚi z§kladn² 

molekul§rn² identifikaļn² znaky. TŊmi jsou status MSI a CIMP a pŚ²tomnost mutac² 

v genech BRAF a KRAS. AnalĨza pŚ²tomnosti mutace v genu BRAF je mezi tŊmito znaky 

kl²ļov§, jelikoģ kolorekt§ln² karcinomy nesouc² tuto mutaci se vyznaļuj² specifickĨmi 

charakteristikami, kter® je odliġuj² od n§dorŢ se zdravou (wild type, WT) formou BRAF 

(shrnuto v Bond and Whitehall, 2018). 

N§dory nesouc² BRAF V600E jsou detekov§ny nejļastŊji v tlust®m stŚevŊ, a to pŚedevġ²m 

v jeho prav® vzestupn® ļ§sti. Charakteristick® je pro nŊ tak® to, ģe se ļastŊji vyskytuj² u 
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ģen (Koinuma et al., 2004; Li et al., 2006). VŊtġina kolorekt§ln²ch karcinomŢ je pŚitom 

obecnŊ nach§zena prim§rnŊ v lev® ļasti tlust®ho stŚeva a incidence bĨv§ vyġġ² u muģŢ 

(Topdagi and Timuroglu, 2018). StŚevn² n§dory s mutac² v genu BRAF bĨvaj² 

identifikov§ny u pacientŢ ve vyġġ²m vŊku a jiģ v ļase diagn·zy jsou ļasto v progresivn²m 

st§diu TNM klasifikace. Tyto n§dory d§le vykazuj² mucin·zn² histologii, coģ znamen§, ģe 

velk§ ļ§st objemu n§doru je tvoŚen§ extracelul§rn²m mucinem. Jejich dalġ²m typickĨm 

znakem je pŚ²tomnost nediferencovanĨch bunŊk a tak® infiltrace lymfocyty, souvisej²c² 

s aktivac² imunitn²ho syst®mu (Li et al., 2006; Chen et al., 2014). 

Pro n§dory tlust®ho stŚeva a koneļn²ku s mutovanou kin§zou BRAF je typick§ pozitivn² 

korelace s MSI a CIMP (Li et al., 2006). N§dory s vĨskytem MSI jsou vĨsledkem 

nefunkļn²ch opravnĨch mechanismŢ DNA a mohou bĨt jak dŊdiļn®, tak sporadick®. 

DŊdiļn§ forma je nejļastŊji dŢsledkem z§rodeļn® mutace v MLH1 nebo MSH2 (Peel et al., 

2000), zat²mco u sporadick® formy bĨv§ umlļen gen MLH1 pomoc² metylace (Deng et al., 

2002). AnalĨzou genu BRAF a metylace genovĨch promotorŢ jsme schopni tyto dvŊ formy 

odliġit. Mutantn² BRAF a CIMP jsou totiģ typick® pr§vŊ pro sporadickou formu 

kolorekt§ln²ho karcinomu s MSI (Koinuma et al., 2004; McGivern et al., 2004). 

ObecnŊ je pŚ²tomnost mutace BRAF V600E u kolorekt§ln²ch karcinomŢ povaģov§na za 

negativn² prognostickĨ znak (Seligmann et al., 2017). Zaj²mavost² je, ģe aļkoliv je mutace 

v genu BRAF typicky spojov§na s MSI, ļ§st stŚevn²ch n§dorŢ nesouc²ch tuto mutaci je 

mikrosatelitnŊ stabiln² (MSS). BRAF V600E je negativn²m prognostickĨm faktorem v MSS 

skupinŊ stŚevn²ch n§dorŢ, zat²mco n§dory s MSI maj² obecnŊ pomŊrnŊ dobrou progn·zu 

bez ohledu na to, zda nesou mutovanou nebo WT formu BRAF (Samowitz et al., 2005). 

2.6.2 Terapie 

D²ky pŚibĨvaj²c²m znalostem molekul§rn²ch charakteristik a mechanismŢ, jakĨmi ke 

vzniku a rozvoji n§dorŢ doch§z², mŢģeme v r§mci l®ļby st§le ļastŊji pŚistupovat 

k individu§ln² c²len® terapii. PŚi l®ļbŊ n§dorŢ s mutantn² formou BRAF se tak vyuģ²vaj² 

specifick® inhibitory t®to kin§zy. V klinick® praxi jsou dnes bŊģnŊ pouģ²van® napŚ. 

vemurafenib a dabrafenib, kter® jsou schopn® blokovat aktivitu BRAF V600E. L®ļba za 

pomoc² tŊchto malĨch molekul se uk§zala bĨt velmi ¼ļinn§ u melanomŢ, u kterĨch je 

mutace genu BRAF majoritn² malign² ud§lost² (Chapman et al., 2011). Pouģit² tŊchto 

inhibitorŢ se tak zaļalo testovat tak® u ostatn²ch typŢ n§dorŢ. Na rozd²l od melanomŢ, u 

kolorekt§ln²ch karcinomŢ s mutac² BRAF V600E je l®ļba pomoc² tŊchto inhibitorŢ 

ne¼ļinn§ (Prahallad et al., 2012; Kopetz et al., 2015). Tento efekt souvis² nejsp²ġe se 
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vznikem rezistence, kter§ je specifick§ pro danĨ typ n§doru. řeġen²m je pouģit² 

kombinovan® l®ļby. V pŚ²padŊ kolorekt§ln²ho karcinomu se inhibitory kin§zy BRAF 

kombinuj² napŚ. s inhibitory MEK a EGFR, pŚiļemģ toto spojen² l®ļiv vykazuje pomŊrnŊ 

dobr® vĨsledky oproti dŚ²ve pouģ²vanĨm l®ļebnĨm postupŢm (Kopetz et al., 2019, 2022; 

Van Cutsem et al., 2019; shrnuto v Nakayama, Hirota and Shinozaki, 2020). 

2.6.3 Role BRAF V600E v rozvoji ļasnĨch l®z² 

VŊtġina kolorekt§ln²ch karcinomŢ se vyv²j² z prekurzorovĨch l®z² vznikaj²c²ch z bunŊk 

stŚevn²ho epitelu. Takov§to l®ze mŢģe vzniknout jednou ze dvou cest. Prvn² moģnost² je 

tzv. klasick§ cesta vedouc² od adenomu ke karcinomu, kter§ byla pops§na tak® v kapitole 

2.5. T²mto zpŢsobem vznik§ okolo 80 % (uv§d² se 70 ï 90 %) vġech n§dorŢ stŚeva a 

koneļn²ku. N§dory vznikaj²c² touto cestou se vyznaļuj² pŚ²tomnost² CIN a je pro nŊ 

typick§ postupn§ akumulace mutac² v genech pro APC, KRAS a p53. Druh§ cesta je tzv. 

ser§tn² (pilovit§), kterou vznik§ zbylĨch 20 % kolorekt§ln²ch karcinomŢ. Pro ni je typick§ 

pŚ²tomnost MSI, CIMP a mutac² v signalizaci RAS/RAF/MEK/ERK. V r§mci t®to 

signalizace bĨv§ nejļastŊji mutov§n BRAF, s niģġ² frekvenc² se vyskytuje tak® mutace 

v KRAS. Tyto mutace jsou vz§jemnŊ vĨluļn® (Kambara et al., 2004; shrnuto v Yamane et 

al., 2014; Clarke and Kopetz, 2015). 

V r§mci ser§tn² cesty vzniku kolorekt§ln²ho karcinomu rozliġujeme tŚi hlavn² typy 

prekurzorovĨch l®z². TŊmi jsou hyperplastickĨ polyp (HP), tradiļn² ser§tn² adenom (TSA) 

a sesiln² ser§tn² l®ze (SSL). Jako prvn² byl pops§n HP, kterĨ je tak® nejļastŊji se 

vyskytuj²c²m typem ser§tn² l®ze (Carr et al., 2009). Jedn§ se o pomŊrnŊ malĨ ¼tvar, jehoģ 

velikost se pohybuje pod 5 mm a obvykle je nach§zen v oblasti koneļn²ku. PŢvodnŊ byl 

povaģov§n za benign² ¼tvar, ze kter®ho malign² n§dory nevznikaj². Dnes je vġak ch§p§n 

jako l®ze, kter§ mŢģe potenci§lnŊ postupovat i do pokroļilejġ²ch st§di². Rozezn§v§me dva 

druhy HP, a to mikrovezikul§rn² a bohatĨ na poh§rkov® buŔky. Pro mikrovezikul§rn² HP 

jsou typick® krypty s pilovitou architekturou, kter® je moģn® rozliġit na Śezech stŚevn² 

tk§nŊ (obr§zek 10). U HP bohatĨch na poh§rkov® buŔky je pilovitost krypt m®nŊ patrn§ a 

kromŊ vysok®ho obsahu poh§rkovĨch bunŊk je lze od zdrav®ho epitelu velmi ġpatnŊ 

rozliġit. DruhĨm nejļastŊjġ²m typem ser§tn² l®ze je SSL. Z hlediska architektury je 

podobn§ jako HP a vytv§Ś² tak® jasn® pilovit® z§hyby. Na rozd²l od HP vġak SSL nabĨv§ 

velikosti aģ okolo 10 mm a je nach§zena zejm®na v prav® proxim§ln² ļ§sti tlust®ho stŚeva. 

SSL je v naprost® vŊtġinŊ pŚ²padŢ pŚisedl§ a je pro ni typick§ pŚ²tomnost ġirokĨch 

rozvŊtvenĨch krypt (obr§zek 10). Nejm®nŊ nach§zenĨm typem ser§tn² l®ze je TSA. Pro 
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tento typ je charakteristick§ jemnŊjġ² pilovitost epitelu a vĨskyt nejļastŊji v lev® ļ§sti 

tlust®ho stŚeva. Z cytologick®ho hlediska je TSA podobnĨ sp²ġe klasick®mu adenomu, 

architektura tk§nŊ se vġak opŊt pŚibliģuje sp²ġe HP (Longacre and Fenoglio-Preiser, 1990; 

shrnuto v Bateman, 2021). 

Pro mikrovezikul§rn² HP je typick§ pŚ²tomnost mutace v genu BRAF, sp²ġe n²zk§ hladina 

metylace genomu a MSS. HP bohat® na poh§rkov® buŔky obsahuj² naopak mutace 

v KRAS, tak® je pro nŊ typick§ nepŚ²tomnost metylace genomu a opŊt jsou MSS. SSL 

nach§zej²c² se v proxim§ln² ļ§sti tlust®ho stŚeva typicky nesou mutaci BRAF V600E, maj² 

CIMP a jsou MSS. Ztr§tu exprese MLH1 a MSI detekujeme u SSL pouze pokud jsme 

schopni rozeznat dyspl§zii. Ve vĨjimeļnĨch pŚ²padech lze SSL detekovat tak® v lev® 

dist§ln² ļ§sti tlust®ho stŚeva. V tomto pŚ²padŊ nese mutaci v BRAF a je MSS, na rozd²l od 

obdobn® l®ze v proxim§ln² ļ§sti m§ vġak n²zkou hladinu metylace genomu. Pro TSA 

lokalizovanĨ v dist§ln² ļ§sti stŚeva je typick§ mutace v KRAS, n²zk§ hladina metylace a 

MSS. Pokud je TSA lokalizov§n do proxim§ln² ļ§sti tlust®ho stŚeva, je MSS, ale 

nach§z²me u nŊj CIMP a mutaci v BRAF (shrnuto v Yamane et al., 2014; Bateman, 2021). 

Pro snazġ² orientaci jsou charakteristick® molekul§rn² znaky jednotlivĨch typŢ ser§tn²ch 

l®z² vyneseny na obr§zku 11. Aktivaļn² mutace v BRAF se vyskytuje u HP, SSL i TSA a je 

tedy pro ser§tn² prekurzorov® l®ze typick§ (Hawkins and Ward, 2001; Kambara et al., 

2004; Yang et al., 2004). Mutace BRAF V600E byla nav²c pomoc² fylogenetick® analĨzy 

zachycena jako jedna z prvn²ch, kter® vznikly v r§mci stŚevn²ho n§doru ļlovŊka (Roerink 

et al., 2018). Z toho lze usuzovat, ģe tato mutace hraje ¼lohu pŚi iniciaci stŚevn²ch n§dorŢ 

vznikaj²c²ch ser§tn² cestou. Tato hypot®za je podpoŚena tak® ¼daji z vĨzkumu melanomŢ, 

tedy dalġ²ho n§dorov®ho onemocnŊn², kter® je spjato s pŚ²tomnost² BRAF V600E. U 

melanomŢ je mutace v BRAF nejļastŊjġ² Ădriverñ mutac² a i zde byla potvrzena jej² 

pŚ²tomnost jiģ v preneoplastickĨch st§di²ch choroby (Poynter et al., 2006; Shain et al., 

2015). 

PŚestoģe se mutace v kin§ze BRAF objevuje u znaļn® ļ§sti ļasnĨch l®z² a bylo uk§z§no, ģe 

mŢģe bĨt jednou z prvn²ch onkogenn²ch ud§lost², jej² role pŚi vzniku stŚevn²ch n§dorŢ nen² 

doposud objasnŊna. PŚedpokl§d§ se nav²c, ģe pro rozvoj a malign² zvrat neopl§zie jsou 

potŚeba sekund§rn² mutace, kter® vĨvoji n§doru s hyperaktivovanou signalizac² MAPK 

napom§haj² (Poynter et al., 2006; Shain et al., 2015; Lannagan et al., 2019). V souļasn® 

dobŊ se vĨzkum zamŊŚuje pr§vŊ na konsekvenci a vĨznam tŊchto sekund§rn²ch mutac² 

v prekurzorovĨch l®z²ch nesouc²ch BRAF V600E. 
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Obr§zek 10. Architektura krypt ļasnĨch ser§tn²ch l®z² 

(pŚevzato z Bateman, 2021, upraveno) 

Mikrovezikul§rn² HP pŚedstavuje nejļastŊjġ² typ ser§tn² preneoplastick® l®ze. Je pro nŊj 

typick§ pilovit§ architektura krypt viditeln§ na jejich pŚ²ļn®m prŢŚezu (A). PilovitĨ vzhled 

je charakteristickĨ tak® pro SSL. SpecifickĨm znakem SSL patrnĨm na histologick®m Śezu 

jsou rozvŊtven® krypty rozġiŚuj²c² se v horizont§ln² rovinŊ (B). 

 

Obr§zek 11. Lokalizace a hlavn² molekul§rn² charakteristiky ļasnĨch ser§tn²ch l®z² 

(vytvoŚeno pomoc² BioRender.com) 

Ļasn® preneoplastick® l®ze vznikaj²c² ser§tn² cestou lze rozdŊlit do tŚ² hlavn²ch skupin, 

kter® jsou charakteristick® svou morfologi² i um²stŊn²m v r§mci tr§vic² trubice (oznaļeny 

ļernou barvou). Pro SSL je typickĨ vĨskyt v proxim§ln² ļ§sti tlust®ho stŚeva, TSA se 

naopak zpravidla vyskytuj² v jeho dist§ln² ļ§sti, HP jsou nach§zeny zejm®na v koneļn²ku. 

Toto rozm²stŊn² nen² zcela nemŊnn® a jednotliv® typy l®z² se tak mohou vyskytnout i 

v odliġn® ļ§sti stŚeva, neģ kter§ je pro nŊ typick§ (oznaļeno modŚe). Rozd²ly v um²stŊn² 

dan®ho typu se vġak poj² tak® s rozd²ly v charakteristickĨch molekul§rn²ch znac²ch. 

V prav® ļ§sti tlust®ho stŚeva vģdy nach§z²me l®ze, kter® maj² CIMP a je pro nŊ typick§ 

pŚ²tomnost mutace v BRAF. Ļ§st z nich je MSS, ļ§st ztr§c² expresi genu MLH1 a jsou 

MSI. L®ze nach§zen® v lev® ļ§sti tlust®ho stŚeva mohou n®st mutace v BRAF nebo KRAS, 

je pro nŊ charakteristick§ nepŚ²tomnost metylace genomu a jsou MSS.  
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2.7 Studium BRAF V600E 
Pro studium mutace BRAF V600E byl vytvoŚen myġ² model s regulovatelnou expres² WT a 

mutantn² formy kin§zy BRAF (Dankort et al., 2007). Tento model byl vytvoŚen ¼pravou 

myġ²ho genu Braf, aby byla zachov§na fyziologick§ hladina exprese proteinu. Do genu 

byla zavedena mutace, d²ky kter® doch§z² k aminokyselinov® z§mŊnŊ V600E v exonu 15. 

Aby bylo moģn® pŚesnŊ kontrolovat ļas, kdy dojde k pŚepnut² z WT na V600E, byla do 

genu nav²c vloģena ļ§st (exon 15 ï 18) WT lidsk®ho genu BRAF ohraniļen§ loxP (locus of 

crossover in P1) m²sty. K expresi mutantn² varianty tedy doch§z² aģ po vyġtŊpen² tŊchto 

exonŢ pomoc² rekombin§zy Cre (cyclization recombination) a pŚed rekombinac² se 

exprimuje Braf WT (obr§zek 12). ZpŢsoby, jakĨmi lze u zv²Śat ļasovŊ specifickou 

rekombinaci zajistit, jsou dva. Zaprv® lze myġi infikovat adenoviry exprimuj²c²mi Cre 

rekombin§zu. V pŢvodn² publikaci popisuj²c² tento myġ² model se napŚ²klad zaj²mali o 

onkogenn² vliv t®to mutace na plicn² tk§Ŕ. Nech§vali tedy myġi adenoviry inhalovat. 

V pŚ²padŊ tlust®ho stŚeva a koneļn²ku lze adenoviry aplikovat per rectum. Druhou 

variantou je vloģit gen pro Cre rekombin§zu pŚ²mo do genomu myġi. Gen lze nav²c vloģit 

za promotor genu specifick®ho pro urļitou tk§Ŕ, Braf V600E se tak po rekombinaci 

exprimuje pouze ve vybran® tk§ni. Proto, aby bylo moģn® aktivitu Cre rekombin§zy 

regulovat, je nutn® jej² gen f¼zovat s genem k·duj²c²m ļ§st upraven®ho estrogenov®ho 

receptoru (ER). Tento receptor je schopen reagovat na pŚ²tomnost metabolizovan® formy 

tamoxifenu (4-hydroxytamoxifen), ļ²mģ reguluje tak® lokalizaci Cre rekombin§zy. PŚed 

pod§n²m tamoxifenu je f¼zn² protein CreER nav§z§n na protein Hsp90 (heat shock protein 

90) a to jej udrģuje v cytoplazmŊ. Kdyģ je myġ²m pod§n tamoxifen, dojde k uvolnŊn² 

vazby Hsp90 a CreER se pŚesune do j§dra, kde vyġtŊp² pŚ²sluġnou sekvenci (Feil et al., 

1996, 1997). Myġ²m, u kterĨch chceme vyvolat rekombinaci, se pak tamoxifen pod§v§ ve 

formŊ potravy nebo napŚ. gav§ģ². 

2.7.1 StŚevn² organoidy 

VhodnĨm n§strojem pro studium stŚevn²ho epitelu se uk§zala bĨt kultivace organoidŢ. 

StŚevn² organoidy jsou 3D ¼tvary tvoŚen® pouze epiteli§ln²mi buŔkami, kter® mohou bĨt 

izolov§ny ze stŚevn²ch krypt nebo z jednotlivĨch kmenovĨch bunŊk, a jsou kultivov§ny in 

vitro v kapce Matrigelu. Matrigel napodobuje baz§ln² membr§nu. Je sloģen prim§rnŊ 

z proteinŢ extracelul§rn² matrix, jako jsou laminin, kolagen IV, entaktin a heparansulf§tov® 

proteoglykany, obsahuje ale napŚ. tak® rŢstov® faktory (BD Biosciences, 2008). PŚi 

zav§dŊn² kultur stŚevn²ch organoidŢ bylo vyuģito znalosti molekul§rn²ch mechanismŢ, 
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kter® Ś²d² fyziologickou obnovu bunŊk epitelu stŚeva. Pro rŢst organoidov® kultury je 

nezbytn§ pŚ²tomnost faktorŢ EGF, inhibitoru BMP Noggin a R-spondin (Sato et al., 2009). 

TenkostŚevn² organoidy vytv§Śej² tŚi typy dom®n. Prvn² je dom®na obdobn§ stŚevn²m 

krypt§m, ve kter® se nach§z² kmenov® a Panethovy buŔky a d§le z·na pŚechodnŊ se 

dŊl²c²ch bunŊk. Druh§ je dom®na diferencovanĨch bunŊk, odpov²daj²c² oblasti stŚevn²ch 

klkŢ. Posledn² dom®nou je uprostŚed se nach§zej²c² dutina, do kter® se stejnŊ jako do 

lumen stŚeva odlupuj² mrtv® epiteli§ln² buŔky (viz obr§zek 13). Organoidy odvozen® od 

tlust®ho stŚeva se liġ² pouze v tom, ģe buŔky s²dl²c² v krypt§ch nejsou lokalizov§ny do 

ĂvĨbŊģkŢñ, ale jsou rozm²stŊny po povrchu organoidu. DŢvodem je rozd²lnĨ zdroj WNT 

ligandŢ v tk§n²ch tenk®ho a tlust®ho stŚeva. Zat²mco v tenk®m stŚevŊ jsou hlavn²m zdrojem 

WNT Panethovy buŔky, u tlust®ho stŚeva je WNT produkov§n pŚedevġ²m buŔkami 

okoln²ho mezenchymu (Farin, Van Es and Clevers, 2012). NepŚ²tomnost tŊchto bunŊk 

v r§mci kultur organoidŢ mus² bĨt v pŚ²padŊ tlust®ho stŚeva kompenzov§na pŚid§n²m 

exogenn²ho WNT do m®dia. To ovġem znemoģŔuje utvoŚen² WNT gradientu a tedy i 

uspoŚ§d§n² ĂvĨbŊģkŢñ obdobnĨch krypt§m. 

 

Obr§zek 12. Cre-loxP syst®m 

Myġ² model s regulovatelnou expres² BRAF V600E vyuģ²v§ Cre-loxP syst®m. Cre 

rekombin§za, kter§ je f¼zov§na s modifikovanĨm ER, je nav§z§na na Hsp90 a tato 

interakce ji udrģuje v cytoplazmŊ. Za tŊchto okolnost² nedoch§z² k rekombinaci mezi loxP 

m²sty a exprimuje se BRAF WT. Pokud je myġi pod§n tamoxifen, Cre rekombin§za se 

pŚemisŠuje do j§dra a vyġtŊp² WT exony, kter® leģ² mezi loxP m²sty. Po rekombinaci se 

zaļ²n§ exprimovat BRAF V600E (mutovanĨ exon 15 je oznaļen hvŊzdiļkou). Na obr§zku 

je zn§zornŊna situace, kdy je gen pro Cre rekombin§zu pŚepisov§n z promotoru genu 

Villin, coģ je gen specifickĨ pro buŔky stŚevn²ho epitelu. 



28 
 

VĨhodou vyuģit² stŚevn²ch organoidŢ je pŚedevġ²m moģnost studia komplexn²ch 

bunŊļnĨch procesŢ, a to za pŚesnŊ stanovenĨch a reprodukovatelnĨch podm²nek in vitro. 

Oproti klasicky vyuģ²vanĨm bunŊļnĨm lini²m pŚin§ġ² nav²c tu vĨhodu, ģe na nich lze 

studovat interakce mezi jednotlivĨmi typy stŚevn²ch bunŊk. Z hlediska moģn®ho klinick®ho 

vyuģit², pŚedstavuj² organoidy prŢlomovou technologii, kter§ mŢģe bĨt vyuģita pro in vitro 

testov§n² l®ļby pŚ²mo na buŔk§ch dan®ho pacienta. KromŊ toho by v budoucnu mohly 

slouģit tak® jako prostŚedek, kterĨm by se zdrav® buŔky vn§ġely do stŚeva pacientŢ 

s poġkozenou stŚevn² sliznic² za ¼ļelem jej²ho zacelen² (Yui et al., 2012; shrnuto v Fair, 

Colquhoun and Hannan, 2018). 

 

Obr§zek 13. Morfologie stŚevn²ch organoidŢ 

Organoidy izolovan® z tenk®ho a tlust®ho stŚeva se navz§jem liġ² svou morfologi². 

TenkostŚevn² organoidy vytv§Śej² typick® vĨbŊģky analogick® krypt§m stŚeva, do kterĨch 

jsou lokalizov§ny kmenov® a Panethovy buŔky. D§le u nich rozliġujeme dom®nu Ăklkuñ, 

ve kter® se soustŚeŅuj² buŔky diferencovan®. U organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva 

tyto dom®ny morfologicky odliġit nejdou. U obou typŢ stŚevn²ch organoidŢ doch§z² 

k odluļov§n² mrtvĨch bunŊk do jejich vnitŚn²ho prostoru, stejnŊ jako se to dŊje v lumen 

stŚeva.  
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3 C²le pr§ce 
 

1. Analyzovat vliv mutace Braf V600E na myġ² organoidy odvozen® z tenk®ho a 

tlust®ho stŚeva, pŚedevġ²m jejich morfologii, proliferaci bunŊk a expresn² profil. 

 

2. Pozorovat osud bunŊk exprimuj²c²ch Braf V600E v epitelu tenk®ho a tlust®ho stŚeva 

myġi a urļit vliv pŚ²tomnosti mutace na bunŊļnou proliferaci. 

 

3. Z bioinformatickĨch zdrojŢ vytipovat mutace, kter® by se mohly ¼ļastnit procesu 

vzniku neopl§zie spolu s Braf V600E a v literatuŚe nebyly dostateļnŊ dobŚe 

pops§ny. 

 

4. VytvoŚit kultury stŚevn²ch organoidŢ, kter® vedle Braf V600E ponesou tak® mutace 

v n§mi vybranĨch genech, a urļit typ vnesenĨch mutac². 

 

5. Popsat vliv dalġ²ch mutac² v genech Apc, Rnf43 a Wip1 na pozad² Braf V600E. 
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4 Materi§l a metody 
 

BunŊļn® linie a jejich kultivace 

Pro ¼ļely transfekce (viz d§le) byla pouģita bunŊļn§ linie HEK 293 FT (ECACC, Sigma-

Aldrich). Jedn§ se o eukaryotn² bunŊļnou linii odvozenou z ledvinn® embryon§ln² tk§nŊ 

ļlovŊka. Tato linie je transformov§na velkĨm T antigenem viru SV40. BuŔky byly 

kultivov§ny v m®diu DMEM (Dulbeccoós Modified Eagleós Medium; Gibco) s pŚ²davkem 

10% FBS (Gibco), antibiotik (penicilin, streptomycin, gentamycin; Invitrogen), 2mM L-

glutaminu (Gibco) a 1x neesenci§ln²ch aminokyselin (Gibco). Pas§ģov§ny byly pomoc² 

smŊsi trypsin/EDTA (v pomŊru 1:1; Sigma-Aldrich). Kultivace prob²hala pŚi 37ÁC, 

v atmosf®Śe obsahuj²c² 5% CO2. 

 

Pouģit® myġ² kmeny 

V experimentech bylo pouģito nŊkolik myġ²ch kmenŢ: 

1. Braf V600E 

Tento myġ² kmen obsahuje regulovatelnou alelu Braf, kter§ byla pops§na v kapitole 

2.7 (Dankort et al., 2007). V nepŚ²tomnosti aktivn² Cre rekombin§zy se exprimuje 

BRAF WT. Pokud je Cre rekombin§za pŚ²tomna, pak vyġtŊp² WT exony mezi loxP 

m²sty a zah§j² t²m expresi BRAF V600E (obr§zek 12). Kmen Braf V600E byl naġ² 

laboratoŚi darov§n MUDr. Liborem MacŢrkem, Ph.D. (OddŊlen² biologie n§dorov® 

buŔky, ĐMG, AV ĻR). Kmen poch§z² z Jackson Laboratory. 

2. Villin -Cre 

Transgenn² myġ² kmen Villin -Cre exprimuje Cre rekombin§zu z promotoru genu 

Villin, coģ je gen specifickĨ pro stŚevn² epitelov® buŔky (Marjou et al., 2004). 

Tento kmen byl darem od Dr. Sylvie Robine (Institut Curie, Centre de Recherche, 

Paris, France). Kmen poch§z² z Jackson Laboratory. 

3. Villin -CreERT2 

Tento myġ² kmen rovnŊģ exprimuje Cre rekombin§zu z promotoru genu Villin , Cre 

je ale nav²c f¼zov§na s ERT2 (Marjou et al., 2004), d²ky ļemuģ lze pŚesnŊ definovat 

ļas, ve kter®m dojde k rekombinaci (viz kapitola 2.7 a obr§zek 12). Transgenn² 

myġ² kmen Villin -CreERT2 byl rovnŊģ darem od Dr. Sylvie Robine. 

4. Rosa26-STOP-tdTomato 

Tento myġ² kmen m§ v lokusu Rosa26 vloģen gen pro fluorescenļn² protein 

tdTomato, pŚed kterĨm se nach§z² STOP box ohraniļenĨ loxP m²sty. Dan§ alela je 
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vhodn§ pro vizualizaci aktivace Cre rekombin§zy. Kmen Rosa26-STOP-tdTomato 

byl z²sk§n z Jackson Laboratory. 

5. Wip1 T2 

Tento myġ² kmen k·duje zkr§cenou onkogenn² variantu WIP1 fosfat§zy 

(Burocziova et al., 2019). C-koncov§ ļ§st WIP1 obsahuje degradaļn² motiv a 

v jeho nepŚ²tomnosti se tak prodluģuje poloļas ģivota tohoto proteinu. Myġ o 

genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2 x Wip1 T2 urļen§ pro izolaci stŚevn²ch 

organoidŢ byla darem od MUDr. Libora MacŢrka, Ph.D. 

6. Rosa26-STOP-Cas9-EGFP 

V lokusu Rosa26 tohoto myġ²ho kmenu je vloģen gen pro Cas9 nukle§zu a EGFP. 

Je pŚed nimi vloģen STOP box ohraniļenĨ loxP m²sty, kterĨ je vyġtŊpen za 

pŚ²tomnosti aktivn² Cre rekombin§zy. Myġ² kmen byl darem od Meri Alberich-

Jorda a poch§z² z Jackson Laboratory. 

Vġechny myġi byly genotypov§ny. DNA byla izolov§na ze ġpiļky oc§sku (postup stejnĨ 

jako pŚi izolaci genomov® DNA z organoidŢ ï viz d§le) a pŚ²tomnost dan® alely byla 

ovŊŚena a vizualizov§na pomoc² PCR a gelov® elektrofor®zy. Pro genotypov§n² byly 

pouģity n§sleduj²c² primery: 

Braf V600E 

oIMR8723 Braf genotyping Fw 5Ë-TGAGTATTTTTGTGGCAACTGC-3Ë 

oIMR8724 Braf genotyping Rev 5Ë-CTCTGCTGGGAAAGCGGC-3Ë 

Villin -Cre, Villin -CreERT2 

oIMR7338 IC Il2 F 5Ë-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3Ë 

oIMR7339 IC Il2 R 5Ë-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3Ë 

F_Cre#461 5Ë-AAAATTTGCCTGCATTACCG-3Ë 

R_Cre#994 5Ë-ATTCTCCCACCGTCAGTACG-3Ë 

Rosa26-STOP-tdTomato 

F wt ROSA-tdTomato_oIMR9020 5Ë-AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3Ë 

R wt ROSA-tdTomato_oIMR9021 5Ë-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3Ë 

F mut ROSA-tdTomato_oIMR9105 5Ë-CTGTTCCTGTACGGCATGG-3Ë 

R mut ROSA-tdTomato_oIMR9103 5Ë-GGCATTAAAGCAGCGTATCC-3Ë 

Rosa26-STOP-Cas9-EGFP 

Cas9_38651_mutF 5Ë-TCCCCATCAAGCTGATCC-3Ë 

Cas9_38652_mutR 5Ë-CTTCTTCTTTGGGGCCATCT-3Ë 
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Izolace stŚevn²ch krypt a kultivace organoidŢ 

StŚevn² krypty byly izolov§ny z tenk®ho a tlust®ho stŚeva myġi. Pro izolaci tenkostŚevn²ch 

krypt byla pouģita proxim§ln² ļ§st laļn²ku. StŚeva byla propl§chnuta PBS a rozstŚihnuta. 

Pro odstranŊn² klkŢ byl na stranŊ epitelu proveden stŊr kryc²m skl²ļkem. N§slednŊ byla 

stŚeva opl§chnuta a inkubov§na v roztoku 5mM EDTA v 1x PBS pŚi 4ÁC po dobu 30 min 

(tenk® stŚevo) nebo 1 h (tlust® stŚevo). Krypty byly mechanicky vytŚep§ny do PBS a 

pŚefiltrov§ny pŚes 70Õm s²tko (Corning). Proġl® krypty byly centrifugov§ny 

(5 min/200g/4ÁC) a vĨsledn§ peleta byla resuspendov§na v patŚiļn®m objemu Matrigelu 

(BD #356231, potŚebnĨch je cca 15 Õl Matrigelu na jednu jamku 24jamkov® destiļky). 

Matrigel obsahuj²c² krypty byl pŚenesen na 24jamkovou destiļku ve formŊ malĨch kapek a 

polymerov§n pŚi kr§tk® inkubaci ve 37ÁC. Krypty byly kultivov§ny pŚi 37ÁC a 5% CO2 

atmosf®Śe v kompletn²m organoidov®m m®diu. Jednotliv® krypty se v kultuŚe postupnŊ 

uzav²raj² a zaļ²naj² tvoŚit krypty nov®. BŊhem nŊkolika dn² tak vznik§ stŚevn² organoid, 

kterĨ se postupnŊ pln² mrtvĨmi buŔkami. Abychom se mrtvĨch bunŊk zbavili, je potŚeba 

organoidy mechanicky rozb²t bŊhem pas§ģe. Organoidy byly pas§ģov§ny pŚibliģnŊ jednou 

tĨdnŊ, pŚiļemģ byl polymerovanĨ Matrigel dezintegrov§n proudem PBS, organoidy byly 

pipetov§n²m rozl§m§ny na menġ² kousky, centrifugov§ny a opŊt resuspendov§ny 

v Matrigelu. PŚi pr§ci s organoidy je potŚeba vzorky neust§le chladit. RovnŊģ Matrigel se 

mus² udrģovat na ledu, abychom zabr§nili jeho pŚedļasn® polymeraci. 

Kompletn² m®dium pro tenkostŚevn² organoidy (ENR) obsahuje: 

Advanced DMEM/F12 (Invitrogen #12634-010) 

1x GlutaMax (Invitrogen #35050-068) 

10mM HEPES (Invitrogen #15630-056) 

1x Penicillin/Streptomycin (Invitrogen #15140-122). 

1x B27 (Invitrogen #17504-044) 

1x N2 (Invitrogen #17502-048) 

500 ng/ml mRspo1 (Peprotech) 

100 ng/ml mNoggin (Peprotech) 

1mM N-acetylCys (Sigma-Aldrich #A9165-5G) 

50 ng/ml mEGF(Invitrogen Biosource #PMG8043, 1 mg) 

100 Õg/ml primocin (Invivogen) 

Pro pŚ²pravu kompletn²ho m®dia pro organoidy odvozen® z tlust®ho stŚeva (WENR) byl do 

ENR m®dia pŚid§n 0,5 nM Wnt Surrogate-Fc Fusion Protein (U-Protein Express BV). 
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Organoidy byly mraģeny v m®diu sloģen®m ze 70 % AdF12+++ (Advanced DMEM/F12 + 

GlutaMax + HEPES + Penicillin/Streptomycin), 20 % FBS a 10 % DMSO. Po rozmraģen² 

byl do m®dia pŚid§v§n 10ÕM Y-27632 (Sigma-Aldrich) (Han et al., 2017), kterĨ byl 

odebr§n po nŊkolika dnech, a kultura pŚed experimenty vģdy proġla minim§lnŊ jednou 

pas§ģ². 

Organoidy byly izolov§ny tak® ze stŚevn²ho n§doru. N§dor byl odstŚihnut od stŊny stŚeva, 

pŚenesen do m®dia DMEM s pŚ²davkem 333Õg/ml disp§zy (Thermo Fisher Scientific) a 

rozstŚ²h§n na mal® kousky. SmŊs byla inkubov§na 3x 5 min pŚi 37ÁC, 800 RPM. 

Supernatant byl pŚenesen do m®dia DMEM s pŚ²davkem 10% FBS. UvolnŊn® buŔky byly 

centrifugov§ny (5 min, 300g, 4ÁC), resuspendov§ny v Matrigelu a kultivov§ny na 

24jamkov® destiļce. Po izolaci byl do kompletn²ho m®dia pŚid§n Y-27632. 

 

Indukce exprese BRAF V600E 

Rekombinace alely Braf V600E byla u myġ² o genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2 

indukov§na pomoc² tamoxifenu (Sigma-Aldrich) rozpuġtŊn®ho v etanolu. Myġi byly 

gav§ģov§ny 1 mg tamoxifenu ve smŊsi s miner§ln²m olejem (Sigma-Aldrich) v celkov®m 

objemu 100 Õl. U organoidov® kultury byla rekombinace alely Braf V600E indukov§na 

pomoc² 2ÕM 4-hydroxytamoxifenu (Sigma-Aldrich) v etanolu. Jako kontrola slouģila 

totoģn§ kultura, ke kter® byl pŚid§n stejnĨ objem etanolu. 

 

OvŊŚen² rekombinace: pŚ²prava cDNA, PCR, restrikļn² ġtŊpen² 

U organoidŢ izolovanĨch z myġ² o genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2 byla ovŊŚov§na 

rekombinace v lokusu Braf. Pro izolaci RNA bylo pouģito odhadem 150 ï 200 organoidŢ 

(dvŊ plnŊ narostl® jamky 24jamkov® destiļky). RNA byla izolov§na s vyuģit²m RNeasy 

Micro Kit (Qiagen). RNA byla po izolaci udrģov§na na ledu a do reakce reverzn² 

transkripce byl pŚid§n veġkerĨ eluovanĨ objem. K 12,5 Õl roztoku RNA byl pŚid§n 1 Õl 

100ÕM n§hodnĨch hexamern²ch primerŢ (Thermo Scientific) a 1 Õl 10mM dNTP (Thermo 

Scientific). SmŊs byla zahŚ²v§na na 65ÁC po dobu 5 min a pot® um²stŊna zp§tky na led. Do 

reakce byly d§le pŚid§ny 4 Õl 5x RT pufru, 0,5 Õl RiboLock RN§zov®ho inhibitoru 

(40 U/ÕL, Thermo Scientific) a 1 Õl Maxima reverzn² transkript§zy (200 U/ÕL, Thermo 

Scientific). Reakce byla vloģena do cykl®ru BioRad Thermal Cycler T100 a byl spuġtŊn 

program: 25ÁC ï 10 min, 55ÁC ï 30 min, 85ÁC ï 5 min. VĨsledn§ cDNA o objemu 20 Õl 

byla naŚedŊna TK H2O do celkov®ho objemu 200 Õl. 
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N§sledovala PCR pomoc² primerŢ, kter® amplifikovaly poģadovanou oblast myġ²ho genu 

Braf (sekvence primerŢ byla pŚejata z pŢvodn²ho ļl§nku (Dankort et al., 2007)): 

FmBraf_real1  5Ë-GCTCGGCAGACTGCACAGGGCATGGATTAC-3Ë 

RmBraf_real1  5Ë- TGAGGCACTCTGCCATTAATCTCTTCATGGC-3Ë 

Pro jednotliv® vzorky byla pŚipravena reakce o objemu 80 Õl: 40 Õl 2x Elizyme HS Robust 

Mix Red (Elisabeth Pharmacon), 8 Õl 5ÕM forward primeru, 8 Õl 5ÕM reverse primeru, 

8 Õl 10x ŚedŊn® cDNA, 16 Õl TK H2O. Kaģd§ 80Õl reakce byla rozdŊlena po 10 Õl a 

vloģena do cykl®ru. Byl spuġtŊn n§sleduj²c² program: 95ÁC ï 1 min, (95ÁC ï 15 s, 63,8ÁC ï 

15 s, 72Á - 15 s) 40x, 72ÁC ï 4 min, 12ÁC ï st§l§ teplota. Amplifikovan§ DNA (o d®lce ╔ 

424 bp) byla pŚeļiġtŊna pomoc² NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel). 

DNA byla n§slednŊ ġtŊpena restrikļn²mi endonukle§zami BamHI/XbaI. M²sta pro ġtŊpen² 

tŊmito endonukle§zami jsou vloģena specificky do WT/V600E exonŢ lokusu Braf u myġi 

kmene Braf V600E (Dankort et al., 2007). Jedna ġtŊp²c² reakce obsahovala 1 Õl enzymu 

(BamHI/XbaI; 10 U/ÕL, Thermo Scientific), 2 Õl pufru (BamHI buffer/10x Tango buffer; 

Thermo Scientific), 9 Õl DNA a 8 Õl TK H2O. V pŚ²padŊ kontroln² reakce bylo sm²ch§no 

9 Õl DNA a 11 Õl TK H2O. ĠtŊpen² prob²halo pŚi 37ÁC po dobu 1 h. VĨsledek reakce byl 

detekov§n pomoc² elektrofor®zy v 2% agar·zov®m gelu (TAE, 120 V, 25 min). K 20 Õl 

reakce bylo pŚid§no 3,5 Õl 6x Loading Dye (Thermo Scientific). Jako reference byl pouģit 

GeneRuler Low Range DNA Ladder a GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). 

VĨsledek je moģn® naj²t v dodatkovĨch materi§lech. 

 

Proliferaļn² analĨza 

Proliferace bunŊk organoidŢ byla urļov§na metodou inkorporace EdU do novŊ vznikaj²c² 

DNA. K tomu byl pouģit EdU Click 647 Cell Proliferation Kit (BaseClick GmbH). 

Organoidy byly pŚed proliferaļn² analĨzou pas§ģov§ny a v kapce Matrigelu um²stŊny do 

jedn® z komŢrek 8jamkov® mikroskopick® destiļky (ibidi). M®dium bylo mŊnŊno kaģdĨ 

den a proliferace byla urļov§na tŚet² den po pas§ģi dle protokolu vĨrobce. KromŊ 

vizualizace znaļen®ho inkorporovan®ho EdU byly organoidy nabarveny tak® pomoc² 

DAPI (Sigma-Aldrich) pro zobrazen² cel®ho bunŊļn®ho j§dra. Organoidy byly s DAPI 

(1 Õg/ml) inkubov§ny po dobu 10 min. Do doby detekce byly organoidy uschov§ny 

v m®diu Scale A2 (4M moļovina, 10% glycerol, 0,1% Triton X100) pŚi 4ÁC. Fluorescence 

byla detekov§na pomoc² konfok§ln²ho mikroskopu Dragonfly spinning disk 503 (Andor) 

v softwaru Fusion. AnalĨza byla prov§dŊna v programu Fiji ImageJ. Byl pŚi tom vyuģit 
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Plugin vytvoŚenĨ Ing. Martinem Ļapkem, Ph.D. Byla spoļ²t§na plocha modr®ho (DAPI) a 

ļerven®ho (EdU) sign§lu a m²ra proliferace byla urļena jako pomŊr pŚekryv/DAPI. 

 

Western blot 

Pro biochemickou analĨzu pomoc² western blotu bylo pouģ²v§no pŚibliģnŊ 400 ï 500 

organoidŢ (ļtyŚi aģ pŊt plnŊ narostlĨch jamek 24jamkov® destiļky). V pŚ²padŊ indukce 

poġkozen² DNA byl 5 h pŚed experimentem do m®dia pŚid§n 50ÕM etoposid (Sigma-

Aldrich). Pro detekci proteinŢ byly pouģity protil§tky: p44/42 MAPK ï ERK #4695 (Cell 

Signaling), p-p44/42 MAPK ï phosphoERK #4370 (Cell Signaling), p53 (1C12) #2524 

(Cell Signaling) a phospho-p53 (Ser15) #9284 (Cell Signaling). Jako kontrola nan§ġky byl 

pouģit VINCULIN detekovanĨ protil§tkou Vinculin (V284) #05-386 (Merck Millipore) 

nebo HSP90 detekovanĨ pomoc² Hsp90 (C45G5) #4877 (Cell Signaling). Postupov§no 

bylo podle protokolu uveden®ho v publikaci (Lukas et al., 2009). Mnoģstv² proteinu bylo 

odeļ²t§no z denzity dan®ho pruhu. Pro porovn§n² zmŊn v hladin§ch fosforylace byl urļen 

pomŊr mezi mnoģstv²m fosforylovan® formy proteinu a jeho celkovĨm mnoģstv²m (obŊ 

hodnoty byly normalizov§ny na mnoģstv² VINCULINU v dan®m vzorku). 

 

Imunohistochemie 

Myġi byly usmrceny v rŢznĨch ļasovĨch intervalech po gav§ģi. StŚevn² tk§Ŕ byla fixov§na 

12 h v 4% paraformaldehydu (Thermo Scientific) pŚi 4ÁC. Po fixaci byla udrģov§na v 70% 

etanolu pŚi 4ÁC. N§slednŊ byla tk§Ŕ nasycena paraf²nem v automatizovan®m pŚ²stroji na 

zpracov§n² tk§nŊ (Leica ASP200S), kterĨ tk§Ŕ nejprve odvodn² postupnou Śadou etanol, 

isopropanol, xylen (viz d§le). Nasycen§ tk§Ŕ byla zapuġtŊna do paraf²novĨch bloļkŢ 

s pouģit²m paraf²nov® stanice (Leica EG1150H). StŚevn² tk§Ŕ byla naŚez§na na 5 Õm Śezy 

pomoc² mikrotomu (Leica RM2255). řezy byly pŚeneseny na skl²ļka (VWR) a pŚes noc 

um²stŊny na plotnu o 42ÁC (Leica HI1210, Leica HI1220). N§slednŊ byly skladov§ny pŚi 

4ÁC aģ do dalġ²ho zpracov§n². Tk§Ŕov® Śezy byly deparafinizov§ny zavodŔovac² Śadou: 

xylen (Penta) 2x 8 min, isopropanol (Penta) 5 min, 100% etanol (Penta) 2x 5 min, 96% 

etanol 3 min, 70% etanol 3 min, dH2O 3 min. D§le byly Śezy vaŚeny v citr§tov®m pufru 

(10mM citr§t sodnĨ, pH 6) po dobu 20 min. N§sledovalo promyt² 2x 5 min v TBS (50mM 

Tris-HCl, 150mM NaCl, pH 7,6). Endogenn² peroxid§zy byly blokov§ny roztokem 0,3% 

H2O2 (Sigma-Aldrich) v metanolu (Penta) v pokojov® teplotŊ po dobu 25 min. řezy byly 

opŊt promyty 4x 5 min v TBS. Blokace endogenn²ch imunoglobulinŢ byla provedena 

roztokem 5% koz²ho s®ra s 1% BSA v TBS, se kterĨm se Śezy inkubovaly po dobu 1 h 
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v pokojov® teplotŊ. Prim§rn² protil§tka byla naŚedŊna v pomŊru 1:500 v roztoku 5% koz²ho 

s®ra s 1% BSA v TBS a Śezy s n² byly inkubov§ny 12 h ve 4ÁC. Pouģity byly n§sleduj²c² 

prim§rn² protil§tky: PCNA rabbit Abcam polyIgG; RFP (tdTomato) rabbit Rockland 

polyIgG. Po inkubaci s prim§rn² protil§tkou byly Śezy promyty 1x 5 min v 0,01% Tritonu 

X100 v TBS a d§le 4x 5 min v TBS. Biotinylovan§ sekund§rn² protil§tka byla naŚedŊna 

v pomŊru 1:750 v 5% koz²m s®ru v TBS a Śezy s n² byly inkubov§ny po dobu 1 h 

v pokojov® teplotŊ. Pouģita byla protil§tka Goat anti-Rabbit. Po inkubaci se sekund§rn² 

protil§tkou byly Śezy opŊt promyty 1x 5 min v 0,01% Tritonu X100 v TBS a 4x 5 min 

v TBS. Pro amplifikaci sign§lu byl pouģit Vectastain ABC kit obsahuj²c² avidin a 

biotinylovanou kŚenovou peroxid§zu. N§sledovalo opŊt promyt² 1x 5 min v 0,01% Tritonu 

X100 v TBS a 4x 5 min v TBS. Znaļen® proteiny byly detekov§ny pomoc² DAB (3,3Ë- 

diaminobenzidin, Vector laboratories). Do 90 ml 50mM Tris (pH 7,6) o teplotŊ 37ÁC bylo 

pŚid§no 30 mg DAB a 60 Õl 30% H2O2. Sign§l bylo moģn® pozorovat bŊhem 1 ï 3 min a 

reakce byla zastavena pomoc² dH2O. N§slednŊ byla j§dra bunŊk barvena hematoxylinem 

(Vector Laboratories) po dobu 30 s. Skla byla opl§chnuta dH2O a Śezy byly odvodnŊny 

postupnou Śadou etanol, isopropanol, xylen (opaļnĨ prŢbŊh zavodŔovac² Śady). řezy byly 

zality do Solacrylu a pŚikryty kryc²m skl²ļkem. K analĨze histologickĨch ŚezŢ byl pouģit 

mikroskop Leica DM6000 a software LAS X. 

 

Pouģit® vektory 

1. pXPR001 (lentiCRISPRv1, Addgene, #49535) ï Vektor k·duje Cas9 nukle§zu a je do 

nŊj moģn® vloģit tak® guide RNA (gRNA). Jde o lentivir§ln² vektor, kterĨ nese rezistenci 

proti puromycinu a ampicilinu. 

2. pART (pAR-turboRFP, publikov§no v (Kasparek et al., 2014)) ï Vektor slouģ² jako 

report®r. K·duje sekvenci pro GFP (green fluorescent protein) a RFP (red fluorescent 

protein). Sekvence k·duj²c² RFP je pŚeruġena a protein nen² exprimov§n. Mezi ļ§sti genu 

pro RFP je moģn® vloģit c²lovou sekvenci Cas9 nukle§zy. Pokud Cas9 sekvenci ġtŊp², 

s vysokou pravdŊpodobnost² se gen pro RFP spoj² (d²ky komplement§rn²m ¼sekŢm) a je 

pak moģn® pozorovat ļervenĨ fluorescenļn² sign§l. Vektor pART nese rezistenci vŢļi 

blasticidinu. 

3. pKMyc3-tdTomato (vektor dosud nebyl publikov§n) ï Tento vektor k·duj²c² gen pro 

tdTomato byl pouģit jako pozitivn² kontrola pŚi transfekci vektorŢ pXPR001 a pART do 

bunŊk HEK 293 FT (viz d§le). 
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4. LMNA_mScarlet-I_Donor (Addgene, #178092) ï Vektor nese gen pro mScarlet. Tento 

gen byl pŚeklonov§n do vektoru pXPR001, abychom mohli sledovat, kter® buŔky 

organoidŢ byly ¼spŊġnŊ transdukov§ny (viz d§le). 

5. pȹR82 (pCMV delta R8.2, Addgene, # 12263) ï Tento vektor k·duje geny gag, pol, tat 

a rev a byl vyuģit pŚi produkci lentivirŢ urļenĨch pro transdukci organoidŢ. 

6. pVSV-G (pCMV-VSV-G, Addgene, # 8454) ï Tento vektor k·duje obalovĨ protein viru 

a byl opŊt pouģ²v§n pŚi produkci virŢ urļenĨch pro transdukci. 

 

CRISPR/Cas9 editace genomu ï n§vrh a ovŊŚen² funkļnosti gRNA 

Pro editaci genomu organoidŢ byla vyuģita technologie CRISPR/Cas9. Pro kaģdĨ vybranĨ 

lokus byly navrģeny dvŊ gRNA pomoc² n§stroje ChopChop (https://chopchop.cbu.uib.no/) 

ï viz tabulka2. Navrģen® gRNA byly zaklonov§ny do vektoru pXPR001 (v²ce o 

molekul§rn²m klonov§n² n²ģe). Pro ovŊŚen² funkļnosti danĨch gRNA, byly navrģeny tak® 

shodn® c²lov® sekvence urļen® pro zaklonov§n² do report®rov®ho vektoru pART ï viz 

tabulka 3.Vektory pXPR001 a pART, do kterĨch byl ¼spŊġnŊ vloģen navrģenĨ insert, byly 

transfekov§ny do bunŊk HEK 293 FT metodou lipofekce. Na jednu jamku 24jamkov® 

destiļky byly nasazeny buŔky do vĨsledn® konfluence okolo 50 %. Kaģd§ transfekļn² 

smŊs obsahovala 1 Õl Lipofectaminu 2000 (Invitrogen) a 0,25 Õg DNA. SmŊs 

Lipofectaminu a DNA (v m®diu DMEM bez pŚ²davku FBS) byla inkubov§na v pokojov® 

teplotŊ po dobu 20 min. Transfekce pot® prob²hala 12 h, v celkov®m objemu 400 Õl 

kompletn²ho m®dia DMEM, pŚi 37ÁC a 5% CO2. BuŔky byly transfekov§ny buŅ obŊma 

vektory (pXPR001 : pART = 1:1) nebo pouze vektorem pART. Jako pozitivn² kontrola 

slouģily buŔky transfekovan® plazminem pKMyc3-tdTomato a negativn² kontrolou byly 

buŔky bez transfekce. Fluorescence bunŊk byla detekov§na pomoc² invertovan®ho 

mikroskopu Leica DMi8 s vyuģit²m softwaru LAS X. N§slednŊ byly buŔky sesb²r§ny do 

studen®ho HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution), obarveny pomoc² Hoechst (Sigma-

Aldrich) a sortov§ny metodou prŢtokov® cytometrie (LSRII, BD Biosciences, software BD 

FACSDiva). VĨsledn® grafy byly zpracov§ny v programu FlowJo. Z poļtu pozitivn²ch 

bunŊk byla vypoļ²t§na ¼ļinnost, s jakou doch§zelo k zac²len² dan® sekvence Cas9 

nukle§zou. VĨsledky jsou uvedeny v dodatkovĨch materi§lech. 
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mApc guide1 caccgAAAGCGTTTTGAGTGCCTTA 

mApc guide1_compl aaacTAAGGCACTCAAAACGCTTTc 

mApc guide4 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 aaacCGGTGATGTCAAAGAGTACTc 

mRNF43 p.G659 gRNA1 caccgAAGACCGCTGGGGTTAGGTT 

mRNF43 p.G659 gRNA1_compl aaacAACCTAACCCCAGCGGTCTTc 

mRNF43 p.G659 gRNA6 caccgCACCCCGCCGTTTTCTGTGT 

mRNF43 p.G659 gRNA6_compl aaacACACAGAAAACGGCGGGGTGc 

Tabulka 2. Navrģen® gRNA urļen® pro zaklonov§n² do vektoru pXPR001. 

mApc g1 pART gAAAGCGTTTTGAGTGCCTTATGGcgat 

mApc g1 pART_compl cgCCATAAGGCACTCAAAACGCTTTc 

mApc g4 pART gAGCATTGATGGAATGTGCTTTGGcgat 

mApc g4 pART_compl cgCCAAAGCACATTCCATCAATGCTc 

mRNF43 p.R145 gRNA1 pART GCCCGAATGGCTGGTGAGCGAGGcgat 

mRNF43 p.R145 gRNA1 pART_compl cgCCTCGCTCACCAGCCATTCGGGC 

mRNF43 p.R145 gRNA2 pART gAGTACTCTTTGACATCACCGAGGcgat 

mRNF43 p.R145 gRNA2 pART_compl cgCCTCGGTGATGTCAAAGAGTACTc 

mRNF43 p.G659 gRNA1 pART gAAGACCGCTGGGGTTAGGTTTGGcgat 

mRNF43 p.G659 gRNA1 pART_compl cgCCAAACCTAACCCCAGCGGTCTTc 

mRNF43 p.G659 gRNA6 pART gCACCCCGCCGTTTTCTGTGTGGGcgat 

mRNF43 p.G659 gRNA6 pART_compl cgCCCACACAGAAAACGGCGGGGTGc 

Tabulka 3. Navrģen® oligonukleotidy pro zaklonov§n² do report®rov®ho vektoru pART. 

 

Molekul§rn² klonov§n² 

Navrģen® gRNA byly vkl§d§ny do vektoru pXPR001; sekvence komplement§rn² 

k c²lov®mu m²stu byly zaklonov§ny do vektoru pART. Oba vektory byly rozġtŊpeny: 

pXPR001 byl ġtŊpen FastDigest Esp3; pART byl ġtŊpen pomoc² PvuI a EcoRV (10 U/ɛL, 

Thermo Scientific). Reakce obsahovaly: 1 Õl enzymu, 2 Õl 10x pufru, 3 Õg DNA a zbytek 

byl doplnŊn TK H2O do celkov®ho objemu 20 Õl. ĠtŊpen² prob²halo pŚi 37ÁC po dobu 

30 min ï 1 h. Do vĨsledn® reakce byly pŚid§ny 4 Õl 6x Loading Dye. RozġtŊpen® vektory 

byly detekov§ny v 7% agar·zov®m gelu (TAE). VĨsledn® pruhy byly z gelu vyŚez§ny a 

izolov§ny pomoc² NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit. NaġtŊpen® plazmidy byly 

defosforylov§ny. Reakce obsahovala 47,5 Õl plazmidov® DNA, 5,5 Õl 10x FastAP pufru a 

2 Õl FastAP enzymu (1 U/ɛL, Thermo Scientific). Zkumavky byly inkubov§ny 15 min pŚi 
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37ÁC a n§slednŊ 5 min pŚi 80ÁC. SoubŊģnŊ byl pŚipravov§n insert ï gRNA/c²lov§ sekvence 

(tabulka 2/tabulka 3). Nased§n² komplement§rn²ch oligonukleotidŢ a fosforylace prob²hala 

v 10Õl reakc²ch, kter® obsahovaly 1 Õl oligonukleotidu 1 (100 ÕM), 1 Õl oligonukleotidu 2 

(100 ÕM), 1 Õl 10x T4 ligaļn²ho pufru (Thermo Scientific), 0,5 Õl T4 polynukleotid kin§zy 

(10 U/ɛL, Thermo Scientific) a 6,5 Õl TK H2O; v cykl®ru pŚi programu: 37ÁC ï 30 min, 

95ÁC ï 5 min, postupn® sniģov§n² teploty na 25ÁC (rychlost² 5ÁC/min). Ligace vektoru a 

insertu prob²hala 15 min pŚi pokojov® teplotŊ a n§slednŊ 12 h ve 4ÁC. Kaģd§ ligaļn² reakce 

obsahovala 1 Õl 200x ŚedŊn®ho insertu, 1 Õl defosforylovan®ho vektoru, 1 Õl 10x T4 

ligaļn²ho pufru, 1 Õl T4 DNA lig§zy (5 U/ɛL, Thermo Scientific) a 6 Õl TK H2O. 

Ligaļn²mi reakcemi byl transformov§n bakteri§ln² kmen ENDURA. Namnoģen® plazmidy 

byly posl§ny na sekvenaci spoleļnosti SEQme ï primery: 

pXPR001#2162R 5Ë-CTACTATTCTTTCCCCTGCACTGTAC-3Ë 

FpART-seq  5Ë-CACCGCTAATTCAAAGCAACCG-3Ë 

U vektorŢ pXPR001 byla pŚ²tomnost insertu nav²c ovŊŚov§na pomoc² kontroln²ho ġtŊpen² 

enzymem PvuI. N§sledovalo testov§n² funkļnosti plazmidŢ popsan® vĨġe. Pro kaģd® m²sto 

byla vybr§na jedna gRNA, kter§ byla pouģita pŚi transdukci. 

Vektor pXPR001 byl d²ky d®lce genu Cas9 (4104 bp) pŚ²liġ velkĨ pro transdukci do 

organoidŢ. Proto byly izolov§ny organoidy z myġi, kter§ nesla alelu Rosa26-STOP-Cas9-

EGFP. Cas9 tak mohla bĨt z vektoru pXPR001 vyġtŊpena a byla nahrazena genem pro 

fluorescenļn² protein mScarlet (696 bp). Gen pro mScarlet byl z²sk§n z vektoru 

LMNA_mScarlet-I_Donor, pomoc² PCR s DNA polymer§zou Phusion (Phusion High 

Fidelity DNA Polymerase, 2 U/ÕL, Thermo Scientific). V PCR reakci byly pouģity tyto 

primery (pomoc² primerŢ jsme na okraje genu zanesli restrikļn² m²sta pro BamHI a NheI): 

    FmScarlet#BamHI    5Ë-TTTGGATCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGC-3Ë 

    RmScarlet#NheI    5Ë-GCCGCTAGCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3Ë 

PCR reakce obsahovala 1 Õl templ§tov® DNA (10 ng LMNA_mScarlet-I_Donor), 0,5 Õl 

Phusion, 5 Õl 5ÕM forward primeru, 5 Õl 5ÕM reverse primeru, 1 Õl 10mM dNTP, 10 Õl 

5x Phusion HF pufru a 27,5 Õl TK H2O. V cykl®ru byl spuġtŊn n§sleduj²c² program: 

98ÁC/30 s, (98ÁC/10 s, 66,1ÁC/30 s, 72ÁC/20 s) x 30, 72ÁC/5 min, 12ÁC/Ð. VĨsledn§ 

reakce byla pŚeļiġtŊna pŚes NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit. Bylo provedeno 

ġtŊpen² insertu (mScarlet) a vektorŢ pXPR001 nesouc²ch jiģ jednotliv® gRNA. Kaģd§ 

reakce obsahovala 3 Õg DNA, 0,5 U BamHI, 0,2 U NheI (Thermo Scientific) a Tango pufr. 

Reakce, ve kterĨch byl ġtŊpen vektor, nav²c obsahovaly 0,5 U FastAP enzymu. Reakce 

byly doplnŊny TK H2O do objemu 20 Õl. ĠtŊpen² prob²halo 12 h pŚi 37ÁC. NaġtŊpen® 
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fragmenty byly rozdŊleny pomoc² elektrofor®zy v 1% agar·zov®m gelu. PŚ²sluġn® pruhy 

byly z gelu vyŚ²znuty a izolov§ny pomoc² NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit. 

Jednotliv® vektory byly s mScarlet ligov§ny pomoc² T4 DNA lig§zy. VĨslednĨmi 

ligaļn²mi reakcemi byla transformov§na bakteri§ln² kultura ENDURA, vektory byly 

namnoģeny a sekvenov§ny. 

 

Transformace, izolace plazmidov® DNA 

ObecnŊ byla pro namnoģen² vektorŢ vyuģ²v§na kompetentn² bakteri§ln² kultura TOP-10. 

BŊhem molekul§rn²ho klonov§n² byl pouģ²v§n bakteri§ln² kmen ENDURA, kterĨ je m®nŊ 

n§chylnĨ k rekombinac²m. Bakterie byly transformov§ny metodou teplotn²ho ġoku 

(4ÁC/15 min, 42ÁC/45 s, 4ÁC/2 min). Transformovan® bakterie byly namnoģeny v LB 

m®diu a vysety na agarov® plotny obsahuj²c² pŚ²sluġn® antibiotikum. Jednotliv® kolonie, 

kter® vyrostly bŊhem 12 h pŚi 37ÁC byly namnoģeny v LB m®diu s obsahem antibiotika. 

Plazmidov§ DNA z nich byla izolov§na pomoc² NucleoSpin Mini kit for plasmid DNA 

preparation (Macherey-Nagel) nebo NucleoBond Xtra Midi kit for transfection-grade 

plasmid DNA (Macherey-Nagel). 

 

Infekce organoidov® kultury adenoviry s Cre rekombin§zou 

Byly izolov§ny organoidy z myġ² o genotypu Rosa26-STOP-Cas9-EGFP x Braf V600E. 

Pro indukci rekombinace a zaļ§tek exprese BRAF V600E, Cas9 a EGFP byly organoidy 

infikov§ny adenoviry, kter® nesly gen pro Cre rekombin§zu. Z§sobn² roztok 

koncentrovan®ho viru obsahoval 8x1013 PFU/ml. Pro infekci bylo pouģito MOI 4000 

v pŚ²padŊ tenkostŚevn²ch organoidŢ a MOI 2000 v pŚ²padŊ organoidŢ izolovanĨch 

z tlust®ho stŚeva. Poļet bunŊk v infikovan® kultuŚe byl definov§n na z§kladŊ informac² 

publikovanĨch v (Bartfeld and Clevers, 2015). 24 h pŚed infekc² rostly organoidy v m®diu 

WENR obohacen®m o 10mM nikotinamid (Sigma-Aldrich) a 10ÕM Y-27632. Z kaģd® 

kultury bylo infikov§no asi 400 organoidŢ (ļtyŚi plnŊ narostl® jamky 24jamkov® destiļky). 

Organoidy byly sebr§ny do PBS, centrifugov§ny (300g, 5 min), zbaveny Matrigelu a 

mechanicky rozruġeny. VĨsledn§ peleta, kter§ obsahovala velk® fragmenty organoidŢ, byla 

resuspendov§na v TrypLE Express (Gibco) a inkubov§na ve 37ÁC po dobu asi 5 min. 

Reakce byla ukonļena pŚid§n²m kompletn²ho m®dia ve chv²li, kdy smŊs obsahovala 

fragmenty o velikosti 5 ï 10 bunŊk. N§sledovala centrifugace (900g, 5 min), po kter® byly 

shluky bunŊk resuspendov§ny v m®diu WENR + nikotinamid + Y-27632. Do m®dia byl 

pŚid§n naŚedŊnĨ roztok adenovirŢ v PBS. Fragmenty organoidŢ byly s viry centrifugov§ny 
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(600g, 32ÁC, 1 h) na 48jamkov® destiļce. N§slednŊ byly inkubov§ny pŚi 37ÁC a 5% CO2 

po dobu 4 h. Infikovan® fragmenty organoidŢ byly pŚeneseny do zkumavky a 

centrifugov§ny 5 min pŚi 900g. Peleta byla resuspendov§na v Matrigelu. Organoidy byly 

kultivov§ny na 24jamkov® destiļce v m®diu WENR + nikotinamid + Y-27632. 

Nikotinamid, Y-27632 a WNT (pokud se jednalo o tenkostŚevn² organoidy) byly z m®dia 

postupnŊ odeb²r§ny s ohledem na vitalitu organoidŢ. 

 

Sort infikovanĨch bunŊk organoidŢ pomoc² FASC 

Infekce adenoviry nebyla 100% a organoidy obsahovaly buŔky, kter® byly negativn² na 

EGFP (a tedy i na Cas9 a BRAF V600E). Abychom kulturu na zelenŊ sv²t²c² buŔky 

nabohatili, byly organoidy naġtŊpeny, a jejich jednotliv® buŔky byly sortov§ny pomoc² 

FACS (fluorescence-activated single cell sorting). Dva dny pŚed sortov§n²m byly 

organoidy kultivov§ny v m®diu WENR + 10mM nikotinamid + 10ÕM Y-27632. D§le byly 

zpracov§v§ny obdobnŊ jako pŚi pŚedchoz² infekc² adenoviry. Postup se liġil od inkubace 

v TrypLE Express. Fragmenty organoidŢ v nŊm byly inkubov§ny po dobu 15 min, 

abychom z²skali jednobunŊļnou suspenzi. Po inaktivaci enzymatick® reakce v TrypLE 

Express byly buŔky centrifugov§ny (900g, 5 min) a n§slednŊ resuspendov§ny v PBS 

obohacen®m o 0,5 nM Wnt Surrogate, nikotinamid a Y-27632. Suspenze bunŊk byla 

filtrov§na. Pot® co buŔky proġly pŚ²strojem (Influx, BD Biosciences), byly sb²r§ny do 10% 

Matrigelu v PBS s pŚ²davkem 5 nM Wnt Surrogate, nikotinamidu a Y-27632. Sortovan® 

buŔky byly centrifugov§ny (900g, 5 min, 4ÁC) a peleta byla resuspendov§na ve 100% 

Matrigelu. Po transdukci rostly organoidy nŊkolik dn² v m®diu WENR + nikotinamid + Y-

27632. 

 

Lentivirov® transdukce organoidŢ + selekce 

Pro vytvoŚen² kultury organoidŢ, kter§ by kromŊ mutace v genu Braf V600E nesla tak® 

mutaci v jednom z genŢ Apc nebo Rnf43, byly navrģeny gRNA, kter® byly zaklonov§ny do 

vektoru pXPR001. Z vektoru byla n§slednŊ vyġtŊpena sekvence pro Cas9 nukle§zu a byl 

m²sto n² vloģen gen pro fluorescenļn² protein mScarlet. 

Viry byly produkov§ny v buŔk§ch HEK 293 FT. K transfekci byl vyuģit Lipofectamine 

2000. Na 10cm kultivaļn² misku porostlou buŔkami ze 70 % bylo aplikov§no 30 Õl 

Lipofectamine a 12,5Õg DNA v m®diu DMEM bez pŚ²davku FBS (celkovĨ objem 5 ml). 

Do bunŊk byly vn§ġeny vektory pXPR001, pȹR82 a pVSV-G v pomŊru 2:2:1 (tedy 5 Õg 

pXPR001, 5 Õg pȹR82 a 2,5 Õg pVSV-G). Jako kontrola byly pouģity buŔky bez 
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transfekce. BuŔky byly s transfekļn² smŊs² inkubov§ny po dobu 5 h. Pot® jim bylo m®dium 

vymŊnŊno za kompletn² DMEM s pŚ²davkem FBS. Produkce virŢ prob²hala pŚi 37ÁC a 5% 

atmosf®Śe CO2 po dobu 72 h. M®dium obsahuj²c² viry bylo kr§tce centrifugov§no (500g, 

10 min), aby se stoļily mrtv® buŔky. Supernatant byl pot® sm²ch§n s Lenti-X Concentrator 

(Clontech) v pomŊru 3:1 a inkubov§n ve 4ÁC aģ do doby pouģit² viru. V den transdukce byl 

roztok centrifugov§n na 1500g, 4ÁC, 45 min. Stoļen§ peleta obsahuj²c² virov® ļ§stice byla 

resuspendov§na v transdukļn²m m®diu: WENR + 10mM nikotinamid + 10ÕM Y-27632 + 

8 Õg/ml Polybrene (Sigma-Aldrich). 

PŚed transdukc² byly organoidy kultivov§ny v m®diu WENR + nikotinamid + Y-27632 po 

dobu dvou dn². V den transdukce byly organoidy sebr§ny do PBS a zpracov§ny stejnŊ jako 

pŚi infekci adenoviry. Po naġtŊpen² pomoc² TrypLE Express a centrifugaci, byly fragmenty 

organoidŢ resuspendov§ny v transdukļn²m m®diu. Suspenze s naġtŊpenĨmi organoidy byla 

n§slednŊ sm²ch§na s m®diem obsahuj²c²m lentiviry. Fragmenty organoidŢ byly s viry 

centrifugov§ny (32ÁC, 600g, 1 h) a n§slednŊ inkubov§ny pŚi 37ÁC a 5% CO2 po dobu 6 h. 

Po inkubaci byla suspenze centrifugov§na (900g, 5 min) a peleta byla resuspendov§na 

v Matrigelu. PŚibliģnŊ dva dny po transdukci rostly organoidy v m®diu WENR + 

nikotinamid + Y-27632 (doba mohla bĨt prodlouģena v z§vislosti na jejich stavu). M®dium 

bylo n§slednŊ vymŊnŊno za WENR + Y-27632 + puromycin (1 ï 2 Õg/ml v z§vislosti na 

stavu organoidŢ a moģnosti prŢbŊģn® kontroly). Po uplynut² cca jednoho tĨdne byla 

koncentrace puromycinu sn²ģena na 0,2 Õg/ml a v t®to koncentraci rostly organoidy d§le 

po celou dobu jejich kultivace. Dva dny po transdukci bylo tak® zah§jeno sniģov§n² 

koncentrac² proteinŢ R-spondin a WNT (WNT byl odeb²r§n pouze v pŚ²padŊ editace Apc). 

Po 14 dnech jiģ transdukovan® organoidy rostly v m®diu EN/WEN (pouze EN v pŚ²padŊ 

c²len² do genu Apc). Jako kontrola byly paralelnŊ zpracov§ny organoidy, kter® nebyly 

transdukov§ny viry. 

 

Izolace genomov® DNA, sekvenace ļ§sti lokusŢ Rnf43 a Apc 

Pro izolaci genomov® DNA bylo pouģito pŚibliģnŊ 150 ï 200 organoidŢ (dvŊ plnŊ narostl® 

jamky 24jamkov® destiļky). Ke stoļen® peletŊ organoidŢ bylo pŚid§no 150 Õl lyzaļn²ho 

pufru (100mM NaCl, 10mM Tris, 25mM EDTA, 0,5% SDS) a 3 Õl protein§zy K 

(20 mg/ml, Thermo Scientific). Takto pŚipraven® vzorky byly inkubov§ny 12 h pŚi 56ÁC. 

K lyz§tu bylo pŚid§no 500 Õl isopropanolu, vzorek byl prom²ch§n a centrifugov§n 

(12000g, 15 min). Peleta byla opl§chnuta 1 ml 70% etanolu, znovu centrifugov§na 

(12000g, 5 min), vysuġena pŚi 55ÁC a rozpuġtŊna v pufru Tris/EDTA (10:1). N§slednŊ byla 
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zmŊŚena koncentrace izolovan® DNA na spektrofotometru Nanodrop (ND-1000, Thermo 

Scientific). Pro kaģdĨ vzorek bylo pŚipraveno 80 Õl PCR reakce, kter§ obsahovala 40 Õl 2x 

Elizyme HS Robust Mix Red, 8 Õl 5ÕM forward primeru, 8 Õl 5ÕM reverse primeru, 8 Õl 

izolovan® DNA (8 Õl obsahovalo 1 ï 1,5 Õg DNA) a 16 Õl 2,5mM betainu (Sigma-

Aldrich). 80 Õl reakce bylo rozdŊleno do zkumavek po 10 Õl a vloģeno do cykl®ru. Byl 

spuġtŊn program: 95ÁC ï 2 min, (95ÁC ï 15 s, 55-65ÁC ï 15 s, 72Á - 20 s) 35x, 72ÁC ï 

2 min, 12ÁC ï st§l§ teplota. V PCR reakci byly pouģity n§sleduj²c² primery: 

 FmApc_gRNA4  5Ë-GGCTTCACCTGTGACCTCTC-3Ë 56,9ÁC 

 RmApc_gRNA4_1  5Ë-CACCACGCTCAAGTTAACGA-3Ë 

 FmRNF43-145_gRNA2 5Ë-CAACTGCTGGTCACTGCCTA-3Ë 55,7ÁC 

 RmRNF43-145_gRNA2_1 5Ë-GTGGGAGCTACTTGCTGGAG-3Ë 

 FmRNF43-659_gRNA1 5Ë-ACAGAACGCAGCGGTTACTT-3Ë 58,8ÁC 

 RmRNF43-659_gRNA1_1 5Ë-CCCTGAACACTCACCAGGTT-3Ë 

Podle vĨsledku pŚedchoz² zkuġebn² PCR reakce, kter§ byla analyzov§na pomoc² gelov® 

elektrofor®zy, byl PCR produkt buŅ rozdŊlen v 2% agar·zov®m gelu, vyŚ²znut a z gelu 

izolov§n pomoc² NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit; nebo byl celĨ objem PCR reakce 

rovnou pŚeļiġtŊn pomoc² stejn®ho kitu (toto byla situace, kdy na gelu bylo velk® mnoģstv² 

fragmentŢ, kter® by neġly snadno vyŚ²znout). PCR produkt byl vloģen do vektoru pGEM-T 

Easy (Promega, 50ng/ɛl) pomoc² TA klonov§n². Ligaļn² reakce obsahovala 7,5 Õl 

pŚeļiġtŊn®ho PCR produktu (insert), 0,5 Õl pGEM-T Easy, 1 Õl 10x ligaļn²ho pufru T4 a 

1 Õl T4 DNA lig§zy. V pŚ²padŊ kontroln² reakce byl insert nahrazen TK H2O. Ligace 

prob²hala ╔ 1,5 h pŚi pokojov® teplotŊ a 12 ï 48 h ve 4ÁC. Vektorem byl transformov§n 

bakteri§ln² kmen TOP10. Transformovan® buŔky byly vysety na agarov® plotny 

s ampicilinem (Sigma-Aldrich) a kultivov§ny 12 h ve 37ÁC. Z kaģd® misky bylo 

odp²chnuto 12 koloni², kter® byly namnoģeny v LB m®diu s ampicilinem. Vektorov§ DNA 

byla izolov§na pomoc² NucleoSpin Mini kit for plasmid DNA preparation. Koncentrace 

DNA byla zmŊŚena na spektrofotometru Nanodrop. Sekvence insertu byla urļena 

spoleļnost² SEQme. Spoleļnosti bylo zasl§no 500 ï 1000 ng DNA v objemu 5 Õl a pro 

sekvenaci byl vybr§n univerz§ln² primer M13R (5Ë-CAGGAAACAGCTATGACC-3Ë). Pro 

zpracov§n² vĨslednĨch sekvenc² byl vyuģit software DNASTAR. 

 

Statistika 

Pro statistickou analĨzu vĨsledkŢ byl pouģit StudentŢv t-test.  
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5 VĨsledky 
Naġim c²lem bylo sledovat chov§n² bunŊk nesouc²ch mutaci Braf V600E, a to jak ļasnŊ po 

jej²m vzniku, tak v jej² dlouhodob® pŚ²tomnosti. Naġe pozorov§n² tak mŊla v®st k lepġ²mu 

porozumŊn² toho, jakou vĨhodu onkogenn² varianta kin§zy BRAF pŚin§ġ² pŚi vzniku 

ļasnĨch stŚevn²ch l®z², ze kterĨch potenci§lnŊ mohou vznikat karcinomy. V neposledn² 

ŚadŊ jsme chtŊli vytvoŚit model, kterĨm bychom simulovali akumulaci sekund§rn²ch 

mutac² a mohli tak urļit jejich vĨznam pŚi vzniku ļi rozvoji stŚevn²ch l®z², kter® nesou 

mutantn² variantu BRAF. 

Naġim hlavn²m experiment§ln²m modelem byly organoidy izolovan® z tenk®ho a tlust®ho 

stŚeva myġi. V experimentech bylo z§sadn² sledovat vliv mutace v kr§tk®m ļasov®m 

intervalu po tom, co se v buŔce objev². Pro determinaci ļasu, ve kter®m doch§z² ke vzniku 

mutace Braf V600E, byla pro izolaci organoidŢ pouģita zv²Śata o genotypu Braf V600E x 

Villin -CreERT2. V r§mci experimentŢ byly pouģ²v§ny dva rŢzn® ļasy rekombinace: 

1. Rekombinace dva dny pŚed experimentem in vitro 

2. Rekombinace nŊkolik mŊs²cŢ (cca 7 mŊs²cŢ) pŚed experimentem in vivo 

V pŚ²padŊ prvn² skupiny organoidy exprimovaly BRAF WT. Rekombinace a zaļ§tek 

exprese BRAF V600E byl indukov§n pomoc² 4-hydroxytamoxifenu. Tato skupina mŊla 

simulovat situaci, kdy je v buŔk§ch onkogen BRAF V600E pŚ²tomen pouze po kr§tkou 

dobu. Druhou skupinu tvoŚily organoidy izolovan® z myġ², ve kterĨch byla aktivace Cre 

rekombin§zy indukov§na jiģ nŊkolik mŊs²cŢ pŚed izolac² organoidov® kultury. V pŚ²padŊ in 

vivo rekombinace byly myġi gav§ģov§ny tamoxifenem. 

Pro doplnŊn² experimentŢ vyuģ²vaj²c²ch myġi s genotypem Braf V600E x Villin -CreERT2 

byly izolov§ny organoidy tak® z myġ² o genotypu Braf V600E x Villin -Cre. Tyto myġi maj² 

v genomu k·dovanou neregulovatelnou Cre rekombin§zu, kter§ je st§le aktivn² a po celĨ 

ģivot tak exprimovaly BRAF V600E. 

5.1 Exprese BRAF V600E zpŢsobuje navĨġen² fosforylace ERK 
Jako prvn² jsme chtŊli urļit, jak se pŚ²tomnost BRAF V600E projev² na aktivitŊ MAPK 

dr§hy. Porovn§vali jsme tedy hladinu aktivaļn² fosforylace kin§zy ERK1/2. Hladina 

nefosforylovan® a fosforylovan® formy ERK1/2 byla detekov§na pomoc² western blotu. 

Dva dny po indukci rekombinace in vitro byla hladina fosforylovan® kin§zy ERK1/2 

v organoidech izolovanĨch z tenk®ho a tlust®ho stŚeva navĨġena oproti nerekombinovan® 

kontrole (obr§zek 14). VĨsledn® rozd²ly nebyly signifikantn², v jednotlivĨch 
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experimentech nicm®nŊ vykazovaly stejnĨ vzorec chov§n² (vĨsledky samostatnĨch 

experimentŢ je moģn® naj²t v dodatkovĨch materi§lech). 

Hladina fosforylace ERK1/2 byla mŊŚena tak® u kultury organoidŢ, u kterĨch byla 

rekombinace indukov§na in vivo nŊkolik mŊs²cŢ pŚed vlastn²m experimentem. Ve 

standardn²ch podm²nk§ch byl experiment zopakov§n pouze jednou, ale i zde bylo moģn® 

pozorovat m²rnĨ n§rŢst fosforylovan® formy ERK1/2. BŊhem druh®ho opakov§n² byl na 

5 h do m®dia pŚid§n etoposid, kterĨ mŊl vyvolat poġkozen² DNA (tyto podm²nky pro n§s 

byly zaj²mav® pŚedevġ²m z hlediska dalġ²ch analyzovanĨch vzorkŢ ï viz kapitola 5.6). 

Tak® za tŊchto podm²nek byla detekov§na vyġġ² hladina fosforylovan® kin§zy ERK1/2 u 

organoidŢ exprimuj²c²ch BRAF V600E. SouhrnnĨ vĨsledek obou experimentŢ lze vidŊt na 

obr§zku 15. Grafy pro jednotliv§ opakov§n² jsou uvedeny v dodatkovĨch materi§lech. 

V pŚ²padŊ dlouhodob® pŚ²tomnosti onkogenn² varianty BRAF, kdy byly organoidy 

izolov§ny z myġ² Braf V600E x Villin -Cre, jsme takt®ģ pozorovali zvĨġenou hladinu 

fosforylace ERK1/2 oproti kontrole, a to jak u tenkostŚevn²ch, tak u tlustostŚevn²ch 

organoidŢ (obr§zek 16). 

 

 

Obr§zek 14. Dva dny po rekombinaci Braf V600E doch§z² k navĨġen² hladiny p-ERK 

Hladina fosforylovan® kin§zy ERK1/2 (p-ERK) se dva dny po zaļ§tku exprese BRAF 

V600E navĨġ² 3,4x v pŚ²padŊ tenkostŚevn²ch organoidŢ (S.I.) a 3x v pŚ²padŊ organoidŢ 

izolovanĨch z tlust®ho stŚeva (COL) myġi o genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2. 

Kontroln² kultura (BRAF WT) nebyla indukov§na pomoc² 4-hydroxytamoxifenu. Jako 

kontrola (CTRL) slouģily tak® organoidy s genotypem Braf V600E x Villin -Cre-, kter® 

nek·duj² Cre rekombin§zu. VĨslednĨ graf ukazuje prŢmŊr hodnot ze tŚ² samostatnĨch 

experimentŢ s chybovou ¼seļkou zn§zorŔuj²c² standardn² odchylku. MŊŚ²tko velikosti 

proteinŢ je v kDa. 
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Obr§zek 15. NŊkolik mŊs²cŢ po rekombinaci Braf V600E je hladina p-ERK navĨġena 

Hladina fosforylovan® kin§zy ERK1/2 (p-ERK) byla oproti kontrole navĨġena tak® 

v pŚ²padŊ, kdy byl BRAF V600E pŚ²tomen po dobu nŊkolika mŊs²cŢ. V pŚ²padŊ 

tenkostŚevn²ch organoidŢ (S.I.) o genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2 

rekombinovanĨch in vivo doġlo k navĨġen² 1,5x, ve vzorku tlustostŚevn²ch organoidŢ 

(COL) 1,3x. PŚestoģe ze souhrnn®ho grafu zobrazuj²c²ho prŢmŊr hodnot nelze kvŢli 

velkĨm odchylk§m vĨsledek s jistotou odeļ²st, v jednotlivĨch opakov§n²ch jsme m²rnĨ 

n§rŢst fosforylace pozorovali (viz dodatkov® materi§ly). Jednotkou mŊŚ²tka velikosti 

proteinŢ jsou kDa. 

 

Obr§zek 16. K rekombinaci spojen® se zvĨġen²m hladiny p-ERK doch§z² i v pŚ²padŊ 

pŚ²tomnosti neregulovateln® Cre rekombin§zy 

Na obr§zku je vĨsledek detekce mnoģstv² fosforylovan® formy kin§zy ERK (p-ERK) u 

organoidŢ izolovanĨch z myġ² Braf V600E x Villin -Cre. U tenkostŚevn²ch organoidŢ (S.I.) 

hladina vzrostla 2,3x, u organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva (COL) vzrostla hladina 

fosforylace 1,8x. Graf ukazuje prŢmŊr hodnot ze dvou samostatnĨch mŊŚen² a je doplnŊn o 

chybov® ¼seļky zn§zorŔuj²c² standardn² odchylku. MŊŚ²tko velikosti proteinŢ je v kDa. 
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5.2 BRAF V600E vede ke zvĨġen® proliferaci bunŊk organoidŢ 
Naġim dalġ²m c²lem bylo vizualizovat dŊl²c² se buŔky organoidŢ a urļit, zda se proliferace 

zdravĨch a mutovanĨch organoidŢ liġ². DŊl²c² se buŔky byly znaļeny pomoc² EdU (5-

ethynyl-2'-deoxyuridine). Jde o analog tymidinu, kterĨ se zabudov§v§ do novŊ 

syntetizovan® DNA bŊhem replikace a n§slednŊ je detekov§n vazbou fluoroforu. 

Organoidy byly s EdU inkubov§ny vģdy po dobu 45 min. AnalĨza vĨslednĨch sn²mkŢ 

uk§zala, ģe organoidy, u kterĨch byla indukov§na produkce BRAF V600E, obsahovaly 

vŊtġ² procento dŊl²c²ch se bunŊk, neģ tomu bylo u organoidŢ s BRAF WT. K navĨġen² vġak 

zŚejmŊ doch§zelo v jinĨch ļasovĨch intervalech u organoidŢ izolovanĨch z tenk®ho a 

tlust®ho stŚeva. U tenkostŚevn²ch organoidŢ jsme pozorovali signifikantn² n§rŢst 

proliferace dva dny po rekombinaci in vitro (p = 0,0064). V ļase nŊkolik mŊs²cŢ po 

rekombinaci se rozd²l zmenġil a organoidy nesouc² mutaci obsahovaly pŚibliģnŊ stejn® 

procento dŊl²c²ch se bunŊk jako WT organoidy. U organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva 

jsme naopak nepozorovali ģ§dnĨ n§rŢst proliferace v ļase dva dny po rekombinaci, 

proliferace vġak vzrostla po nŊkolika mŊs²c²ch (p = 0,0267, obr§zek 17).  

 

Obr§zek 17. Proliferace bunŊk tenkostŚevn²ch a tlustostŚevn²ch organoidŢ se zvyġuje 

v rŢznĨch ļasech po rekombinaci alely Braf V600E 

Proliferace bunŊk organoidŢ produkuj²c²ch BRAF WT a V600E se v rŢznĨch ļasech po 

rekombinaci mŊnila. U tenkostŚevn²ch organoidŢ (S.I.) byl pozorov§n n§rŢst (1,3x) v poļtu 

dŊl²c²ch se bunŊk v ļase dva dny po rekombinaci. U organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho 

stŚeva (COL) jsme vzrŢst (1,7x) pozorovali aģ po nŊkolika mŊs²c²ch. Grafy zobrazuj² 

prŢmŊr namŊŚenĨch hodnot se standardn² odchylkou. V prvn²m grafu jsou zahrnuty tŚi 

technick® replik§ty, druhĨ graf zobrazuje souhrnnĨ vĨsledek dvou samostatnĨch mŊŚen². 

PŚi kaģd®m opakov§n² byla v jednotlivĨch vzorc²ch mŊŚena proliferace tŚ² aģ sedmi 

organoidŢ. P-hodnota u vyznaļenĨch sloupcŢ je 0,0064 a 0,0267 (v tomto poŚad²). 
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5.3 BRAF V600E mŊn² morfologii tenkostŚevn²ch organoidŢ 
BŊhem kultivace stŚevn²ch organoidŢ zaļal bĨt pomŊrnŊ brzy patrnĨ fenotyp mutace Braf 

V600E, a to minim§lnŊ u organoidŢ izolovanĨch z tenk®ho stŚeva. TenkostŚevn² organoidy 

za norm§ln²ch okolnost² vytv§Śej² vĨbŊģky analogick® krypt§m stŚeva. V pŚ²padŊ, ģe nesou 

onkogenn² variantu kin§zy BRAF, se vġak tento typickĨ vzhled v kultuŚe v ļase mŊn² a 

postupnŊ se tenkostŚevn² organoidy zakulacuj², aģ vzhledem pŚipom²naj² sp²ġe organoidy 

izolovan® z tlust®ho stŚeva. Tento fenotyp byl pozorov§n jak u organoidŢ izolovanĨch 

z myġi o genotypu Braf V600E x Villin -Cre, tak u tŊch kter® mŊly variantu Villin -CreERT2 

a byla u nich indukov§na rekombinace in vivo nŊkolik mŊs²cŢ pŚed samotnou izolac². 

KromŊ toho maj² mutantn² tenkostŚevn² organoidy oproti kontroln² kultuŚe tak® vyġġ² 

tendenci ke ztr§tŊ kompaktnosti a ļastŊji vytv§Śej² m®nŊ uspoŚ§dan® shluky bunŊk, kter® se 

pŚichycuj² na dno kultivaļn² jamky (obr§zek 18). Do tohoto st§dia se v naġem pŚ²padŊ 

dostaly pouze organoidy Braf V600E x Villin-CreERT2, pravdŊpodobnŊ z dŢvodu 

dlouhodobŊjġ² in vitro kultivace. 

ZmŊnu fenotypu ġlo dobŚe pozorovat tak® na fotografi²ch z konfok§ln²ho mikroskopu, kdy 

byly sn²m§ny organoidy nabarven® pomoc² EdU a DAPI (4ǋ,6-diamidin-2-fenylindol). 

KromŊ toho, ģe jsme vidŊli ztr§tu typickĨch vĨbŊģkŢ, pozorovali jsme tak® zmŊnu 

v uspoŚ§d§n² kmenovĨch ļi pŚechodnŊ se dŊl²c²ch bunŊk. Zat²mco u WT tenkostŚevn²ch 

organoidŢ jsou dŊl²c² se buŔky lokalizov§ny do vĨbŊģkŢ obdobnĨch krypt§m, 

v pŚ²tomnosti BRAF V600E jsou tyto buŔky rozm²stŊny rovnomŊrnŊ po povrchu 

organoidu (obr§zek 18). 

U organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva jsme ģ§dn® vĨrazn® zmŊny ve fenotypu 

nepozorovali. Z ļ§sti to mŢģe bĨt d§no jejich morfologi², jelikoģ i za norm§ln²ch okolnost² 

vytv§Śej² kulovit® ¼tvary. Nepozorovali jsme u nich nicm®nŊ ani ztr§tu kompaktnosti, jako 

tomu bylo u organoidŢ tenkostŚevn²ch. 
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Obr§zek 18. Dlouhodob§ pŚ²tomnost BRAF V600E je spojena se zmŊnou morfologie 

tenkostŚevn²ch organoidŢ 

Obr§zek ilustruje zmŊnu morfologie tenkostŚevn²ch organoidŢ v pŚ²tomnosti BRAF V600E 

oproti kontrole. Vlevo vid²me fotografie ze svŊteln®ho mikroskopu, kde je dokumentov§n 

vzhled organoidŢ rostouc²ch v kapce Matrigelu. TenkostŚevn² organoidy exprimuj²c² 

BRAF WT tvoŚ² kompaktn² ¼tvary, a pŚestoģe jsou nŊkter® z nich kulat®, vŊtġinou si 

udrģuj² svou typickou morfologii. V pŚ²padŊ, kdy produkuj² onkogenn² variantu BRAF, 

vzhled kultury se znatelnŊ mŊn² a je velmi obt²ģn® naj²t organoid, kterĨ by tvoŚil 

charakteristick® vĨbŊģky. VŊtġina organoidŢ se v tomto pŚ²padŊ zakulat² nebo se jejich tvar 

jinak deformuje. V prav® ļ§sti obr§zku jsou fluorescenļn² sn²mky z konfok§ln²ho 

mikroskopu, kde ļervenĨ je sign§l EdU, modrĨ je sign§l DAPI. KromŊ rozd²ln® 

morfologie tenkostŚevn²ho organoidu je zde patrn§ tak® zmŊna v lokalizaci dŊl²c²ch se 

bunŊk. S.I. = tenkostŚevn² organoidy, COL = organoidy izolovan® z tlust®ho stŚeva. 

 

5.4 BuŔky s mutac² Braf V600E se nedŊl², jsou vġak ve stŚevu 

myġi pŚ²tomn® i osm dn² po rekombinaci 
Pozorov§n² zmŊn v morfologii organoidŢ vedlo k ot§zce, zda by pŚ²tomnost mutace Braf 

V600E nemohla mŊnit interakce mezi buŔkami stŚevn²ho epitelu. Abychom zjistili, jak se 

buŔky nesouc² tuto mutaci chovaj² v r§mci epitelu stŚeva myġi, provedli jsme 

imunohistochemick® barven² tk§ŔovĨch ŚezŢ. Myġi byly gav§ģov§ny 1 mg tamoxifenu a 

pot® usmrceny v rŢznĨch ļasovĨch intervalech. Pro vizualizaci bunŊk, u kterĨch doġlo 

k rekombinaci, jsme vyuģili myġi Braf V600E x Rosa26-STOP-tdTomato x Villin -

CreERT2. BRAF V600E tak byl detekov§n nepŚ²mo pomoc² protil§tky proti tdTomato. 

Jako kontrola slouģily myġi, kter® nenesly gen pro Cre rekombin§zu. 

Jeden ļi dva dny po gav§ģi bylo moģn® vidŊt menġ² okrsky bunŊk, kter® se barvily na 

tdTomato. V nŊkterĨch pŚ²padech probŊhla rekombinace i v buŔk§ch krypty, jindy byl 

sign§l zachycen pouze ve vĨġe lokalizovanĨch diferencovanĨch buŔk§ch. CelkovŊ vġak 
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k rekombinaci doġlo sp²ġe v n²zk®m procentu bunŊk. ĠestĨ, sedmĨ a osmĨ den po gav§ģi 

byl vġak sign§l ukazuj²c² na pŚ²tomnost BRAF V600E detekov§n ve znaļn® ļ§sti stŚevn²ho 

epitelu (obr§zek 19). Epitel stŚeva se kompletnŊ obnov² v prŢmŊru bŊhem tŚ² aģ pŊti dnŢ 

(Darwich et al., 2014). Po delġ² dobŊ bychom tedy potenci§lnŊ mŊli detekovat pŚ²tomnost 

report®ru tdTomato pouze v buŔk§ch PanethovĨch, kmenovĨch a d§le v buŔk§ch, kter® 

vznikly dŊlen²m kmenov® buŔky, v n²ģ doġlo k rekombinaci. Vzhledem k n²zk®mu rozsahu 

rekombinace v ļase jeden a dva dny po gav§ģi je pomŊrnŊ m§lo pravdŊpodobn®, ģe by 

rekombinace probŊhla v dostateļn®m mnoģstv² kmenovĨch bunŊk, aby k tak velk®mu 

rozġ²Śen² sign§lu mohlo doj²t. BuŔky produkuj²c² BRAF V600E tak moģn§ nejsou v r§mci 

pŊti dnŢ odlouļeny do lumen stŚeva, stejnŊ jako se to dŊje u bunŊk zdravĨch, ale zŢst§vaj² 

ve stŚevn²m epitelu po delġ² dobu. PŚestoģe naġe pozorov§n² k tomuto z§vŊru smŊŚuj², pro 

potvrzen² t®to hypot®zy by bylo potŚeba vŊnovat se konkr®tn² problematice v²ce a doplnit 

experimenty o dalġ² kontroly. 

Zaj²malo n§s rovnŊģ, jestli se buŔky produkuj²c² BRAF V600E budou in vivo dŊlit v²ce neģ 

buŔky zdrav®. Tk§Ŕov® Śezy jsme proto barvili tak® protil§tkou proti PCNA (proliferating 

cell nuclear antigen), kterĨ slouģil jako znak proliferace. Srovn§n²m paraleln²ch ŚezŢ bylo 

zjiġtŊno, ģe buŔky exprimuj²c² BRAF V600E se nedŊl², pokud nejde o buŔky lokalizovan® 

v kryptŊ (obr§zek 20). Proliferaci jsme u tŊchto bunŊk nedetekovali ani v jednom ļasov®m 

bodŊ po indukci rekombinace (testov§ny byly dny jedna, dva, ġest, sedm, osm). Na jednom 

z ŚezŢ jsme si vġimli zvl§ġtn²ch prŢŚezŢ kryptami, kter® se barvily protil§tkou proti 

tdTomato (obr§zek 21). Tyto krypty byly na prŢŚezu rozvŊtven® a mohly by bĨt 

povaģov§ny za znak ļasnĨch ser§tn²ch l®z². Z§roveŔ se vġak mohlo jednat pouze o jev 

danĨ ¼hlem pŚ²sluġn®ho Śezu. Na paraleln²m Śezu barven®m protil§tkou proti PCNA jsme 

ģ§dnĨ sign§l nepozorovali. Pokud v tŊchto buŔk§ch ke zvĨġen® proliferaci doġlo, musela 

bĨt tato odpovŊŅ bŊhem sedmi dnŢ umlļena. JinĨm zaj²mavĨm znakem, kterĨ bylo moģn® 

pozorovat, byla ļast§ pilovitost klkŢ, kter® se barvily protil§tkou znaļ²c² pŚ²tomnost 

tdTomato a tedy i BRAF V600E. PŚ²klad pilovit®ho vzhledu klkŢ je vyobrazen na 

obr§zku 21. 
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Obr§zek 19. BuŔky exprimuj²c² onkogenn² variantu Braf jsou v epitelu stŚeva 

pŚ²tomn® i osm dn² po rekombinaci 

Histologick® Śezy byly barveny hematoxylinem a protil§tkou proti tdTomato. BuŔky, kter® 

jsou pozitivnŊ barveny na tdTomato, znaļ² nepŚ²mo tak® produkci BRAF V600E. Jeden 

(1D) nebo dva dny (2D) po gav§ģi se barvily pouze menġ² ļ§sti stŚevn²ho epitelu a pouze 

v nŊkterĨch pŚ²padech probŊhla rekombinace tak® v oblasti krypty (moģn® vidŊt na sn²mku 

1D BRAF V600E). V ļase ġest (6D), sedm (7D) a osm (8D) dn² po gav§ģi, kdy by jiģ mŊlo 

doj²t ke kompletn² obnovŊ diferencovanĨch bunŊk epitelu, vid²me st§le rozs§hl® barven². 

V nŊkterĨch pŚ²padech lze sign§l vystopovat aģ k buŔk§m na dnŊ krypty, coģ znamen§, ģe 

jsou dan® diferencovan® buŔky potomky bunŊk kmenovĨch, v nichģ doġlo k rekombinaci. 

Jindy vġak tuto paralelu vysledovat nelze. PŚ²tomnost sign§lu i osmĨ den po gav§ģi myġ² 

naznaļuje, ģe by buŔky produkuj²c² BRAF V600E mohly v epitelu setrv§vat po delġ² dobu 

neģ je obvykl® pro zdrav® buŔky. MŊŚ²tko = 200 Õm. 
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Obr§zek 20. Exprese Braf V600E nevede k viditelnĨm zmŊn§m v proliferaci bunŊk 

stŚevn²ho epitelu 

Srovn§n² paraleln²ch histologickĨch ŚezŢ barvenĨch protil§tkou proti tdTomato (BRAF 

V600E) a PCNA (proliferace). Diferencovan® buŔky, kter® jsou pozitivn² na sign§l 

tdTomato, se nebarvily protil§tkou proti PCNA (dobŚe viditeln® na klc²ch tenk®ho stŚeva). 

Exprese BRAF V600E in vivo tedy nevede k viditelnĨm rozd²lŢm v proliferaci. MŊŚ²tko = 

200 Õm. 
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Obr§zek 21. Morfologick® znaky spojen® s expres² Braf V600E 

V lev® ļ§sti obr§zku vid²me Śez kryptami tlust®ho stŚeva, kde nŊkter® z nich vykazuj² 

zvl§ġtn² morfologii. Tyto rozvŊtven® krypty se barvily na pŚ²tomnost tdTomato (report®r 

BRAF V600E), proliferace vġak u nich detekov§na nebyla (PCNA). V lev® ļ§sti jsou 

zachyceny klky, kter® jsou rovnŊģ lemov§ny buŔkami produkuj²c²mi BRAF V600E. Tyto 

klky maj² pilovit® okraje, kter® bylo moģn® pozorovat tak® na jinĨch Śezech tenk®ho stŚeva. 

MŊŚ²tko = 200 Õm. 

 

5.5 AnalĨza mutaļn²ch spekter lidskĨch kolorekt§ln²ch 

karcinomŢ s mutac² BRAF V600E 
V kapitole 2.5 byl zm²nŊn mechanismus vzniku stŚevn²ch n§dorŢ, jehoģ charakteristickĨm 

znakem je akumulace rŢznĨch onkogenn²ch mutac² (Vogelstein et al., 2013). AŠ uģ se 

jedn§ o cestu od adenomu ke karcinomu nebo malign² zvrat ser§tn²ch l®z², vģdy plat², ģe 

n§dor nese v²ce neģ jednu onkogenn² mutaci. Abychom l®pe pochopili, jak§ je role BRAF 

V600E pŚi vzniku ļi rozvoji ļasnĨch l®z², rozhodli jsme se toto postupn® sb²r§n² mutac² 

modelovat in vitro, v kultuŚe organoidŢ. Prvn²m krokem k tomuto c²li bylo vybrat 

kandid§tn² geny, jejichģ vliv bychom v r§mci modelu testovali. Po prvotn²m studiu 

literatury a dostupnĨch internetovĨch datab§z²ch (cBioPortal for Cancer Genomics 

(Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013), DepMap Portal (Broad Institute, 2021)) jsme se 

nejprve rozhodli zamŊŚit na dr§hu p53 a PI3K. 

Modelem pro studium efektu kombinace naruġen² MAPK a p53 dr§hy se pro n§s stala myġ 

o genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2 x Wip1 T2. WIP1 (wild-type p53-induced 

phosphatase 1) nebo tak® PPM1D (protein phosphatase magnesium-dependent 1 delta) je 



54 
 

fosfat§za, jej²mģ substr§tem je p53. Defosforylace na c²lovĨch m²stech vede k inaktivaci 

p53, Wip1 je tedy protoonkogen (Bulavin et al., 2002). 

Kombinaci naruġen² MAPK a PI3K dr§hy jsme experiment§lnŊ netestovali, rozhodli jsme 

se vġak vyuģ²t sekvenļn² data pacientskĨch vzorkŢ, kter® nesly mutaci v BRAF a PIK3CA 

pro to, abychom urļili dalġ² kandid§tn² geny. Porovn§vali jsme ¼daje z 22 vzorkŢ 

kolorekt§ln²ch adenokarcinomŢ, kter® byly zveŚejnŊny v datab§zi PanCancer Atlas (TCGA 

Research Network, 2018; dostupn® na cBioPortal). Vġech 22 vzorkŢ obsahovalo mutaci 

v genech BRAF a PIK3CA. Onkogenn² BRAF V600E byl pŚ²tomnĨ v 15 vzorc²ch (68 %), 

ve zbylĨch sedmi vzorc²ch se nach§zely jin®, vŊtġinou rovnŊģ z§mŊnov®, mutace. 

PŢvodn²m z§mŊrem bylo vysledovat urļitou kombinaci mutac², kter§ by se ve vzorc²ch 

mohla opakovat. Byla proto vytvoŚena tabulka mutovanĨch genŢ, jeģ byly vybr§ny 

s ohledem na ļetnost vĨskytu v jednotlivĨch pacientskĨch vzorc²ch obsahuj²c²ch mutaci 

BRAF V600E (obr§zek 22). Ģ§dnou konkr®tn² sestavu mutac² se n§m identifikovat 

nepodaŚilo. Informace o ļetnosti vĨskytu a kombinac²ch konkr®tn²ch mutac² jsme nicm®nŊ 

pro vĨbŊr kandid§tn²ch genŢ d§le vyuģili. 

Zaj²mav§ pro n§s byla pŚ²tomnost mutac² v genu RNF43, jeģ se nach§zela v dev²ti vzorc²ch 

(41 %). Osm z dev²ti vzorkŢ, kter® nesly mutantn² RNF43, pŚitom obsahovalo variantu 

BRAF V600E. RNF43 je n§dorovĨ supresor, kterĨ negativnŊ reguluje Wnt signalizaci. 

Nejedn§ se o protein, kterĨ by byl pŚ²mou souļ§st² kanonick® Wnt signalizace, vytv§Ś² 

vġak negativn² zpŊtnou vazbu, d²ky kter® je signalizace v buŔce aktivov§na pouze po 

kr§tkou dobu po zachycen² ligandu WNT (Koo et al., 2012). Na ļastou koincidenci mutac² 

v genech BRAF a RNF43 v r§mci ser§tn²ch l®z² stŚevn²ho epitelu bylo pouk§z§no jiģ dŚ²ve 

(Sekine et al., 2020). Ģ§dn§ dosud publikovan§ studie vġak tuto konkr®tn² kombinaci 

mutac² experiment§lnŊ netestovala. 

V analyzovanĨch pacientskĨch vzorc²ch se rovnŊģ nach§zely mutace v genu APC, a to 

konkr®tnŊ v 11 pŚ²padech (50 %). Z tŊchto 11 mutovanĨch vzorkŢ vġak jen ļtyŚi nesly 

variantu BRAF V600E, zbylĨch sedm patŚilo ke skupinŊ pacientŢ s jinou mutac² kin§zy 

BRAF. N§dorovĨ supresor APC je pŚ²mo zapojen do kanonick® Wnt signalizace (shrnuto v 

Clevers, 2006). Mutace v genech Braf a Apc byly spoleļnŊ na myġ²m modelu jiģ dŚ²ve 

studov§ny (Reischmann et al., 2020). Do experimentŢ jsme je i pŚesto zahrnuli jako ide§ln² 

kontrolu pro aktivaci Wnt signalizace. 

Pro testov§n² vlivu sekund§rn²ch mutac² na pozad² Braf V600E jsme tedy vybrali geny pro 

WIP1 (negativnŊ reguluj²c² dr§hu p53), RNF43 a APC (inhibuj²c² signalizaci Wnt). Pro 

srovn§n² cBioPortal uv§d² jako nejļastŊji mutovan® geny v r§mci skupiny kolorekt§ln²ch 
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karcinomŢ nesouc²ch mutaci v kin§ze BRAF geny v tomto poŚad²: TP53, APC, TTN, 

RNF43, PIK3CA, SYNE1, FBXW7, MUC16, KMT2D, RYR1, FAT1, ATM, ARID1A, 

CSMD3, FAT4, PTPRS, SMAD4, MDN1, OBSCN, CBP a dalġ² (cBioPortal for Cancer 

Genomics, 2022; cel® n§zvy genŢ jsou uvedeny v seznamu zkratek). 

Pro vytvoŚen² organoidov® kultury, kter§ nese mutace v genech Rnf43 a Apc, jsme vyuģili 

technologii CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats/CRISPR-associated protein 9). V r§mci genŢ bylo potŚeba vybrat konkr®tn² m²sta, 

do kterĨch bude nukle§za Cas9 c²lit zmŊny. K tomu byla vyuģita datab§ze COSMIC (Tate 

et al., 2019) a n§mi zpracovan® ¼daje o mutaļn²ch spektrech 22 n§dorŢ nesouc²ch mutace 

v BRAF a PIK3CA (konkr®tn² varianty mutac² pŚ²tomn® v tŊchto vzorc²ch jsou uvedeny v 

tabulce 4). Pro RNF43 jsme vybrali dvŊ c²lov§ m²sta, a to v oblasti aminokyselin 145 a 

659. Kodon aminokyseliny 145 se nach§z² na konci exonu 4 a tato oblast je podle datab§ze 

COSMIC jednou z nejvĨznamnŊjġ²ch Ăhotspot2ñ m²st v r§mci genu RNF43 (Sanger 

Institute, 2022). Druh§ oblast, v okol² aminokyseliny 659, byla vybr§na s ohledem na 

vĨsledky analĨzy mutac² pŚ²tomnĨch ve zm²nŊnĨch 22 pacientskĨch vzorc²ch 

kolorekt§ln²ho adenokarcinomu. Jak je moģn® vidŊt v tabulce 4, z dev²ti vzorkŢ, u kterĨch 

byla detekov§na mutace v genu RNF43, doġlo v ġesti pŚ²padech k posunu ļtec²ho r§mce, 

d²ky kter®mu vznikl v genu pŚedļasnĨ STOP kodon. Z tŊchto ġesti pŚ²padŢ bylo pŊt, kter® 

mŊli mutovanĨ pr§vŊ kodon aminokyseliny 659 (celkem byla tato konkr®tn² mutace 

pŚ²tomn§ u 23 % analyzovanĨch pacientskĨch vzorkŢ). Vġechny pŚ²tomn® mutace RNF43 

G659Vfs*41 se tak® vyskytovaly v kombinaci s BRAF V600E. Proto jsme pro editaci 

vybrali pr§vŊ tuto oblast, um²stŊnou v exonu 9, pŚestoģe COSMIC ji jako Ăhotspotñ 

neuv§d² (Sanger Institute, 2022). U APC jsme se rozhodli c²lit na konec exonu 14, jehoģ 

editace by mŊla odpov²dat zaveden®mu modelu myġi ApcCKO (Kuraguchi et al., 2006). 

                                                           
2 Wŀƪƻ αƘƻǘǎǇƻǘά ǎŜ ƻȊƴŀőǳƧŜ ƳƝǎǘƻ Ǿ ƎŜƴƻƳǳΣ ǾŜ ƪǘŜǊŞƳ ŘƻŎƘłȊƝ ƪŜ ǾȊƴƛƪǳ ƳǳǘŀŎƝ ǎŜ ǎƛƎƴƛŦƛƪŀƴǘƴŠ ǾȅǑǑƝ 
ŦǊŜƪǾŜƴŎƝ ƴŜȌ ƧŜ Ǿ ǇǊǻƳŠǊǳ ōŠȌƴŞΦ 
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Obr§zek 22. Kombinace genŢ mutovanĨch v pacientskĨch vzorc²ch kolorekt§ln²ho 

adenokarcinomu, kter® nesly mutovanou variantu BRAF a PIK3CA 

Bylo vybr§no 20 kandid§tn²ch genŢ, podle ļetnosti s jakou byly mutov§ny v pacientskĨch 

vzorc²ch kolorekt§ln²ho adenokarcinomu s mutacemi v BRAF (V600E) a PIK3CA. 

NepodaŚilo se n§m naj²t ģ§dnou urļitou kombinaci mutac², kter® by byly v n§dorech 

ļastŊjġ². Zaujala n§s vġak opakovan§ pŚ²tomnost mutace v genu RNF43, kterĨ jsme 

n§slednŊ vybrali pro testov§n² v kombinaci s mutac² BRAF V600E. Pro srovn§n² jsme se 

rozhodli zahrnout do dalġ²ch experimentŢ tak® mutace v genu APC, kter® se v pacientskĨch 

vzorc²ch rovnŊģ vyskytovaly, ale pŚekrĨvaly se sp²ġe s ostatn²mi typy mutac² BRAF. Ļ²sla 

v tabulce oznaļuj² pŚ²tomnost (1) ļi nepŚ²tomnost (0) mutace genu v dan®m vzorku. 
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PacientskĨ vzorek Mutace v BRAF Mutace v RNF43 Mutace v APC 

TCGA-3L-AA1B L597V - R876*, R1450* 

TCGA-AA-3715 
V600E, K205Q, 

P403Cfs*9 
A689T A1107V 

TCGA-AA-3821-01 V600E - - 

TCGA-AA-3877 V600E - - 

TCGA-AA-3947 V600E P441Hfs*2, G659Vfs*41 E1513*, D849Ifs*12, T619N 

TCGA-AA-A01P V600E A752T - 

TCGA-AD-5900 V600E - S1206G 

TCGA-AD-A5EJ V600E G659Vfs*41, S475Y - 

TCGA-AM-5821 V600E - S1465Wfs*3, F801Lfs*19 

TCGA-AU-6004 V600E G659Vfs*41 - 

TCGA-CA-6717 S637P - 

R1450*, R1920*, R348*, 

S1392*, R2816*, S2307L, 

R805Q, R302Q, D1569A 

TCGA-CA-6718-01 R178* - T1556Nfs*3, R1114* 

TCGA-CK-4951-01 V600E G659Vfs*41 - 

TCGA-CK-6747-01 D594N V299Gfs*143 T1556Nfs*3 

TCGA-CM-6171-01 V600E - - 

TCGA-DM-A1HB-01 V600E - - 

TCGA-DM-A28C-01 D594N - R499* 

TCGA-EI-6917-01 H540Q - 
R1114*, L1488*, R332Q, 

A3T, I718S 

TCGA-F4-6570-01 V600E - - 

TCGA-F5-6814-01 F294L, R389C - 

R1114*, R2237*, R2204*, 

S1400*, S2026Y, S294F, 

S948Y, K2695N 

TCGA-G4-6586-01 V600E R296H - 

TCGA-G4-6628-01 V600E 
G659Vfs*41, E293K, 

K125N 
- 

Tabulka 4. Typy mutac² vyskytuj²c² se v jednotlivĨch pacientskĨch vzorc²ch 

V r§mci 22 pacientskĨch vzorkŢ, kter® nesly mutace v genech BRAF a PIK3CA, byly 

identifikov§ny tyto konkr®tn² zmŊny v sekvenci proteinŢ BRAF, RNF43 a APC. PŚ²tomny 

byly mutace missence (z§mŊnov®), nonsence (vznik STOP kodonu) a zmŊny ļtec²ho r§mce 

zpŢsoben® insercemi nebo delecemi. 
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5.6 Aktivaļn² mutace WIP1 na pozad² Braf V600E vede ke 

zvĨġen² fosforylace ERK 
Izolovali jsme organoidy z myġ² o genotypu Braf V600E x Villin -CreERT2 x Wip1 T2 po 

sedmi mŊs²c²ch od indukce rekombinace. Gen WIP1 u tohoto myġ²ho kmenu obsahuje 

mutaci v exonu 6, kter§ vede ke zkr§cen² C-koncov® ļ§sti proteinu a jeho stabilizaci 

(Burocziova et al., 2019). BŊhem izolace stŚevn²ch krypt jsme v tlust®m stŚevŊ myġi naġli 

n§dor velikosti asi 4 mm. Tento n§dor bohuģel nebyl dokumentov§n, ale byla z nŊj zvl§ġŠ 

pŚipravena organoidov§ kultura, kterou jsme tak® zaŚadili do dalġ²ch experimentŢ. 

Porovn§vali jsme hladinu fosforylace kin§zy ERK pomoc² western blotu. Experiment jsme 

prov§dŊli ve dvou opakov§n²ch, jeden ve standardn²ch podm²nk§ch a druhĨ po 5h inkubaci 

s etoposidem. SouhrnnĨ graf je uk§z§n na obr§zku 23. PŚestoģe lze n§rŢst ve fosforylaci 

ERK ze souhrnn®ho grafu vyļ²st, za odliġnĨch podm²nek se vĨsledky liġily a n§rŢst jsme 

pozorovali pouze v jednom pŚ²padŊ. Proto jsou na obr§zku 24 uvedena tak® jednotliv§ 

opakov§n². Za standardn²ch podm²nek fosforylace ERK u organoidŢ s mutacemi Braf 

V600E a Wip1 T2 vzrostla oproti kontroln² kultuŚe, kter§ nesla pouze mutaci v kin§ze 

BRAF. Tento vĨsledek naznaļuje, ģe existuje urļit® propojen² mezi signalizacemi p53 a 

MAPK, a ģe onkogenn² mutace v genu Wip1 MAPK signalizaci ovlivŔuje. V podm²nk§ch, 

kdy byl organoidŢm do m®dia pŚid§n etoposid, kterĨ mŊl vyvolat poġkozen² DNA, a tedy i 

aktivovat signalizaci p53, jsme tento n§rŢst v hladinŊ fosforylace kin§zy ERK 

nepozorovali. Mysl²me si, ģe je to d§no pr§vŊ existenc² urļit®ho uzlu, kterĨ obŊ signalizace 

propojuje. 

Porovn§vali jsme tak® zmŊny ve fosforylaci proteinu p53. WIP1 je fosfat§za, jej²mģ c²lem 

jsou pr§vŊ fosforylovan® aminokyseliny tohoto n§dorov®ho supresoru. U organoidŢ 

nesouc²ch stabilizuj²c² mutaci Wip1 bychom tedy oļek§vali pokles relativn²ho mnoģstv² 

fosforylovan® formy p53. Na obr§zku 25 je toto sn²ģen² skuteļnŊ moģn® pozorovat, a to u 

organoidŢ izolovanĨch z tenk®ho i tlust®ho stŚeva. U organoidŢ izolovanĨch z n§doru 

tlust®ho stŚeva podle vĨsledn®ho grafu ke zmŊnŊ fosforylace nedoch§z², je to ovġem 

zŚejmŊ zpŢsobeno pouze ġpatnĨm odeļten²m denzity dan®ho pruhu (na obr§zku vid²me, ģe 

byl gel na okraji nejsp²ġ poruġen, vŊtġina pruhu je vġak slabġ² neģ u kontroln²ho vzorku). 

Zaj²mav§ je rovnŊģ skuteļnost, ģe podle vĨsledn®ho grafu byl pokles fosforylace p53 

zaznamen§n tak® u organoidŢ produkuj²c²ch pouze BRAF V600E. 
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Obr§zek 23. Kombinace mutac² Braf V600E a Wip1 T2 navyġuje hladinu p-ERK 

SouhrnnĨ graf, kterĨ zahrnuje vĨsledky z pokusŢ provedenĨch za rŢznĨch podm²nek, 

ukazuje, ģe kombinace mutac² Braf V600E a Wip1 T2 vedlo ke zvĨġen² hladiny fosforylace 

kin§zy ERK oproti situaci, kdy organoidy produkovaly pouze BRAF V600E. V pŚ²padŊ 

tenkostŚevn²ch organoidŢ (S.I.) bylo mnoģstv² fosforylovan® formy ERK (p-ERK) 

navĨġeno 1,4x oproti kontrole, v pŚ²padŊ organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva (COL) 

doġlo k navĨġen² 1,6x (1,4x u organoidŢ izolovanĨch z n§doru). V grafu jsou vyneseny 

prŢmŊry hodnot s chybovou ¼seļkou zobrazuj²c² standardn² odchylku. Jednotkou mŊŚ²tka 

velikosti proteinŢ jsou kDa. 
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Obr§zek 24. Efekt sekund§rn² mutace ve Wip1 je ovlivŔov§n okoln²mi podm²nkami 

Obr§zek ukazuje vĨsledky detekce fosforylace ERK ve standardn²m m®diu ENR/WENR 

(vlevo) a v m®diu s etoposidem (vpravo). PŚ²tomnost mutace Wip1 T2 zŚejmŊ ovlivŔuje 

MAPK signalizaci u organoidŢ, kter® maj² mutovanou kin§zu BRAF. V pŚ²tomnosti obou 

mutac² (Braf V600E, Wip1 T2) se relativn² hladina fosforylace ERK navyġuje oproti 

situaci, kdy organoidy produkuj² pouze BRAF V600E. Tento efekt vġak pozorujeme pouze 

v pŚ²padŊ, kdy organoidy rostly ve standardn²ch podm²nk§ch. Po indukci poġkozen² DNA, 

kter® by mŊlo ovlivŔovat dr§hu p53, tento efekt miz² a v pŚ²padŊ tenkostŚevn²ch organoidŢ 

doch§z² dokonce k m²rn®mu poklesu hladiny fosforylace. Grafy zobrazuj² relativn² 

mnoģstv² fosforylovan® formy kin§zy ERK (p-ERK). S.I. = tenkostŚevn² organoidy, COL = 

organoidy izolovan® z tlust®ho stŚeva. MŊŚ²tko velikosti proteinŢ je v kDa. 
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Obr§zek 25. PŚ²tomnost Wip1 T2 sniģuje hladinu p-p53 

Porovn§n²m hladin fosforylovan® formy proteinu p53 (p-p53) bylo potvrzeno, ģe se 

fosforylace v pŚ²tomnosti aktivovan® WIP1 opravdu sniģuje. Pokles byl po vĨpoļtu 

zaznamen§n rovnŊģ u organoidŢ, jejichģ jedinou onkogenn² mutac² je Braf V600E. V grafu 

jsou vyneseny vĨsledky ze dvou opakov§n² (jednotliv§ opakov§n² je moģn® naj²t 

v dodatkovĨch materi§lech). Vynesen® hodnoty pŚedstavuj² prŢmŊr a chybov§ ¼seļka 

zn§zorŔuje standardn² odchylku. S.I. = tenkostŚevn² organoidy, COL = organoidy 

izolovan® z tlust®ho stŚeva. MŊŚ²tko znaļ²c² velikost proteinŢ je v kDa. 

 

5.7 Mutace inhibuj²c² p53 dr§hu neovlivŔuje vĨraznŊ 

proliferaci organoidŢ s BRAF V600E 
U organoidŢ nesouc²ch kombinaci mutac² Braf V600E a Wip1 T2 jsme mŊŚili tak® zmŊny 

v proliferaci bunŊk metodou inkorporace EdU do DNA. VĨsledkem bylo pŚekvapivŊ pouze 

m²rn® navĨġen² proliferace v pŚ²padŊ tenkostŚevn²ch organoidŢ. U organoidŢ izolovanĨch 

z tlust®ho stŚeva doġlo naopak k m²rn®mu poklesu pod²lu dŊl²c²ch se bunŊk. VĨslednĨ graf, 

kterĨ zahrnuje dvŊ opakov§n², je uveden na obr§zku 26 (vĨsledky jednotlivĨch opakov§n² 

je moģn® naj²t v dodatkovĨch materi§lech). Na obr§zku jsou uk§z§ny tak® ilustraļn² 

fotografie z konfok§ln²ho mikroskopu, na kterĨch jsou zachyceny organoidy, kter® 

nenesou ģ§dnou mutaci, nesou pouze mutaci v kin§ze BRAF nebo maj² kombinaci mutac² 

Braf V600E a Wip1 T2. Na fotografi²ch je moģn® si vġimnout zmŊny v morfologii 

tenkostŚevn²ch organoidŢ, kter® produkuj² BRAF V600E. 
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Obr§zek 26. Sekund§rn² mutace Wip1 T2 neovlivŔuje vĨraznŊ proliferaci bunŊk 

AnalĨza proliferace bunŊk uk§zala, ģe procento dŊl²c²ch se bunŊk organoidŢ, kter® 

produkovaly BRAF V600E a nav²c nesly aktivaļn² mutaci ve Wip1, se pŚ²liġ nemŊn² oproti 

kultuŚe, kter§ m§ mutovanĨ pouze Braf. V pŚ²padŊ tenkostŚevn²ch organoidŢ (S.I.) se 

proliferace zvĨġila pouze 1,2x. U organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva (COL) se 

procento dŊl²c²ch se bunŊk sn²ģilo na 0,8 n§sobek mnoģstv², kter® jsme pozorovali u 

skupiny s onkogenn² mutac² v Braf. Kultura organoidŢ izolovanĨch ze stŚevn²ho n§doru 

mŊla proliferaci m²rnŊ zvĨġenou, hodnota byla vġak jen 1,1 n§sobkem oproti t®, kterou 

jsme namŊŚili ve skupinŊ s WT variantou WIP1.V grafu jsou vyneseny hodnoty ze dvou 

opakov§n². V kaģd®m opakov§n² bylo procento dŊl²c²ch se bunŊk urļov§no u tŚ² aģ sedmi 

organoidŢ. Vyneseny jsou prŢmŊry vĨslednĨch hodnot, doplnŊn® o standardn² odchylku. 

P-hodnota u vyznaļenĨch sloupcŢ je 0,0267. V lev® ļ§sti obr§zku jsou fluorescenļn² 

sn²mky organoidŢ, kter® byly barveny pomoc² DAPI (modrĨ sign§l), a v pŚ²padŊ, ģe se 

jejich buŔky dŊlily, maj² ve sv® DNA inkorporov§n EdU (ļervenĨ sign§l). 

 

5.8 Mutace inhibuj²c² p53 dr§hu napom§h§ rŢstu a mŊn² 

vzhled kultury tenkostŚevn²ch organoidŢ s BRAF V600E 
Vliv mutace Wip1 T2 na proliferaci organoidŢ produkuj²c²ch BRAF V600E se neuk§zal 

jako pŚ²liġ vĨraznĨ. I pŚesto se vġak vzhled kultury tenkostŚevn²ch organoidŢ s touto 

sekund§rn² mutac² znaļnŊ zmŊnil. Organoidy nesouc² obŊ mutace rostou daleko l®pe neģ 

organoidy mutovan® pouze v genu Braf. Tyto organoidy tak® tvoŚ² kompaktn² ¼tvary a 

nepŚichycuj² se na dno kultivaļn² jamky. Typick§ morfologie tenkostŚevn²ch organoidŢ se 

u nich vġak neobnovuje a st§le tvarem pŚipom²naj² sp²ġe organoidy izolovan® z tlust®ho 

stŚeva (obr§zek 27). Pozorov§n² zmŊn ve vzhledu organoidov® kultury ukazuje na moģnou 

souhru mezi onkogeny BRAF V600E a WIP1 T2, kter® by spoleļnŊ mohly hr§t ¼lohu i pŚi 

rozvoji ļasnĨch stŚevn²ch l®z². Mutace inhibuj²c² p53 dr§hu vġak v tomto pŚ²padŊ 



63 
 

nezvyġuje proliferaci bunŊk. Je moģn®, ģe by pŚ²tomnost WIP1 T2 mohla podporovat 

pŚeģ²v§n² bunŊk s mutovanĨm proteinem BRAF. Tuto hypot®zu bychom v budoucnu mohli 

otestovat napŚ. detekc² apoptotickĨch bunŊk. 

 

Obr§zek 27. Sekund§rn² mutace Wip1 T2 mŊn² vzhled kultury tenkostŚevn²ch 

organoidŢ exprimuj²c²ch Braf V600E 

V horn² ļ§sti obr§zku jsou sn²mky ze svŊteln®ho mikroskopu, na kterĨch jsou vidŊt kultury 

tenkostŚevn²ch organoidŢ s mutac² Braf V600E. V pŚ²padŊ, ģe se tato mutace vyskytuje 

v kombinaci s onkogenn² variantou fosfat§zy WIP1, organoidy rostou l®pe a tvoŚ² 

kompaktn² ¼tvary. V pŚ²tomnosti obou mutac² se st§le udrģuje kulovitĨ tvar organoidŢ, 

kterĨ se zd§ bĨt pro mutaci Braf V600E typickĨ. Rozd²ly v morfologii tenkostŚevn²ch 

organoidŢ jsou vidŊt tak® ve spodn² ļ§sti obr§zku, na fluorescenļn²ch sn²mc²ch 

z konfok§ln²ho mikroskopu (modr§ = DAPI, ļerven§ = EdU). 

 

5.9 Editace genŢ Apc a Rnf43 pomoc² CRISPR/Cas9 vedla 

k posunu ļtec²ho r§mce nebo deleci ¼sekŢ DNA 
Jedn²m z naġich c²lŢ bylo vn®st do DNA organoidŢ, kter® nesou alelu Braf V600E, 

sekund§rn² mutace v genech Apc a Rnf43. Pro editaci genomu organoidŢ jsme zvolili 

technologii CRISPR/Cas9. MŊli jsme k dispozici vektor pXPR001, kterĨ k·doval gen pro 
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Cas9 nukle§zu a m²sto pro vloģen² sekvence guide RNA (gRNA). Tento vektor se do 

organoidŢ vn§ġel lentivirovou transdukc². Gen pro Cas9 m§ d®lku 4104 bp a vektor, kterĨ 

by jej obsahoval, by se d²ky sv® velikosti hŢŚe zabaloval do virovĨch ļ§stic. Velikost 

vektoru by tak® negativnŊ ovlivnila efektivitu transdukce bunŊk organoidŢ, kter§ je sama o 

sobŊ obt²ģn§. Proto jsme gen pro Cas9 nukle§zu z vektoru vyġtŊpili a izolovali jsme 

organoidy z myġi o genotypu Rosa26-STOP-Cas9-EGFP x Braf V600E. Tyto organoidy 

k·duj² gen pro Cas9 pŚ²mo ve sv®m genomu a pro editaci tak bylo potŚeba do bunŊk vn®st 

pouze gRNA. Do vektoru pXPR001 jsme m²sto genu pro nukle§zu vloģili gen pro 

fluorescenļn² protein mScarlet, kterĨ m§ velikost 696 bp. D²ky t®to fluorescenļn² znaļce 

jsme pak mohli snadno sledovat buŔky, u kterĨch doġlo k transdukci vektoru s danou 

gRNA. 

Navrģeny byly dvŊ rŢzn® sekvence gRNA pro kaģd® c²lov® m²sto. Po vloģen² do vektoru 

pXPR001 byly pomoc² transfekce pŚeneseny do bunŊk HEK FT a byla testov§na ¼ļinnost, 

s jakou jsou schopny nukle§zu nav§dŊt do c²lov®ho m²sta (viz CRISPR/Cas9 editace 

genomu v kapitole 4). Sekvence, kter§ vedla k editaci dan®ho genu s vyġġ² ¼ļinnost², byla 

n§slednŊ pouģita pro transdukci do organoidŢ. 

Organoidy byly infikov§ny adenoviry, kter® nesly gen pro Cre rekombin§zu, ļ²mģ doġlo 

k zah§jen² exprese Cas9, EGFP (enhanced green fluorescent protein) a BRAF V600E. D§le 

byly organoidy disociov§ny na jednotliv® buŔky a sortov§ny pomoc² FACS (fluorescence-

activated single cell sorting), abychom je nabohatili na buŔky, ve kterĨch doġlo 

k rekombinaci (tyto buŔky produkovaly EGFP). N§sledovala transdukce vektorŢ s gRNA a 

selekce editovanĨch bunŊk organoidŢ skrz puromycinovou rezistenci k·dovanou vektorem 

pXPR001. T²mto postupem jsme vytvoŚili tŚi nov® kultury stŚevn²ch organoidŢ, kter® 

exprimuj² BRAF V600E a maj² editov§n genom v jednom ze tŚ² vybranĨch m²st: 

1. editace genu Apc 

2. editace genu Rnf43 ï oblast aminokyseliny 145 

3. editace genu Rnf43 ï oblast aminokyseliny 659. 

Abychom organoidy selektovali ¼ļinnŊji a ovŊŚili tak® jejich vlastnosti, nechali jsme je 

d§le rŢst v m®diu, kter® neobsahovalo vġechny komponenty nezbytn® pro rŢst bŊģnĨch 

organoidŢ. Vġechny editovan® organoidy d§le rostly v m®diu, do kter®ho nebyl pŚid§n R-

spondin. Organoidy, kter® byly editov§ny v lokusu Apc, nav²c rostly v m®diu bez WNT. 

VĨsledn® kultury po zhruba mŊs²ļn² selekci jsou uk§z§ny na obr§zku 28. Po selekci byly 

editovan® lokusy sekvenov§ny, abychom zjistili zmŊny, kter® jsme do danĨch genŢ vnesli. 
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Obr§zek 28. Organoidy produkuj²c² BRAF V600E, jejichģ genom byl upravov§n 

pomoc² CRISPR/Cas9 

Genom organoidŢ produkuj²c²ch BRAF V600E byl editov§n pomoc² CRISPR/Cas9. Byly 

tak vytvoŚeny kultury, kter® nesou sekund§rn² mutace v genech pro n§dorov® supresory 

APC a RNF43. Transdukovan® buŔky organoidŢ byly selektov§ny pomoc² puromycinu 

(1 ï 2 Õg/ml po dobu jednoho tĨdne, pot® 0,2 Õg/ml, rezistenci nese plazmid pXPR001). 

Po transdukci byl z m®dia postupnŊ odeb²r§n R-spondin (APC, RNF43) a WNT (APC). Na 

obr§zku jsou zachyceny organoidy, kter® byly selektov§ny pŚibliģnŊ po dobu jednoho 

mŊs²ce. Fluorescenļn² sign§l EGFP (zelen§) znaļ² buŔky, kter® produkuj² nukle§zu Cas9 a 

BRAF V600E. BuŔky, v nichģ lze detekovat sign§l mScarlet (ļerven§), nesou st§le vektor 

pXPR001, pomoc² kter®ho byla do organoidŢ vn§ġena gRNA. Zobrazen je tak® pŚekryv 

sign§lŢ EGFP/mScarlet a sn²mku poŚ²zen®ho v proch§zej²c²m svŊtle (PS). S.I. = tenk® 

stŚevo, COL = tlust® stŚevo, mŊŚ²tko = 100 Õm. 

 

5.9.1 Z§sah do genu Apc vedl ke kr§tkĨm delec²m v exonu 14 a vzniku 

STOP kodonu kvŢli posunu ļtec²ho r§mce 

Z organoidŢ, kter® po transdukci proġly selekc², byla izolov§na genomov§ DNA. Ļ§st 

genu, do kter® jsme c²lili nukle§zu Cas9, byla namoģena v PCR reakci, zaklonov§na do 

vektoru pGEM-T Easy a odesl§na k sekvenaci. Pro editovanou ļ§st genu Apc bylo ¼spŊġnŊ 

ovŊŚeno celkem 22 sekvenc². Detekov§ny byly ļtyŚi druhy zmŊn. Ty jsou uk§z§ny na 

obr§zku 29. NejļastŊjġ²m typem mutace, kter§ v organoidech vznikla, byla delece 4 bp 

v exonu 14, kter§ vedla k posunu ļtec²ho r§mce a vzniku STOP kodonu na zaļ§tku 

exonu 15. Tato mutace byla nalezena u dev²ti vzorkŢ (41 %), kter® vġechny poch§zely 

z tenkostŚevn²ch organoidŢ. V r§mci DNA izolovan® z tlustostŚevn²ch organoidŢ byla 

nejļastŊji detekov§na delece dlouh§ 20 bp. Tato mutace byla nalezena v sedmi sekvenc²ch 

(32 %) a rovnŊģ d²ky n² vznikl STOP kodon na zaļ§tku exonu 15. Ve tŚech (13,5 %) 

pŚ²padech vznikl STOP kodon na zaļ§tku exonu 15 d²ky deleci 13 bp. Tento typ mutace 

byl detekov§n pouze v pŚ²padŊ organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva, stejnŊ jako tomu 

bylo u pŚedeġl® delece 20 bp. JedinĨ typ mutace, kterĨ byl zjiġtŊn jak u organoidŢ 

izolovanĨch z tenk®ho stŚeva, tak u organoidŢ, kter® byly izolov§ny z tlust®ho stŚeva, byla 

delece dlouh§ 11 bp, u kter® STOP kodon vznikl jiģ na konci editovan®ho exonu 14. Tato 

zmŊna byla pozorov§na u jednoho sekvenovan®ho vzorku DNA z tenkostŚevn²ch 

organoidŢ a u dvou vzorkŢ DNA izolovan® z tlustostŚevn²ch organoidŢ (celkem 13,5 % 

pŚ²padŢ). Vġechny sekvenovan® vzorky nesly urļitĨ typ mutace, kter§ vedla ke zkr§cen² C-

koncov® ļ§sti proteinu, a editace v tomto lokusu byla tedy ¼spŊġn§. 
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Obr§zek 29. Do genu Apc byly vneseny mutace posunuj²c² ļtec² r§mec 

U organoidŢ po transdukci vektoru s pŚ²sluġnou gRNA vznikly v genu Apc ļtyŚi typy 

mutac². Ve vġech pŚ²padech doġlo k deleci, kter§ mŊla za n§sledek posun ļtec²ho r§mce a 

vznik STOP kodonu v exonu 14 nebo 15. Zastoupen² jednotlivĨch mutac² nebylo 

rovnomŊrn®: 41 % pŚedstavovala delece 4 bp, 32 % delece dlouh§ 20 bp, 13,5 % 

sekvenļn²ch reakc² odhalilo deleci dlouhou 13 bp a zbylĨch 13,5 % neslo deleci 11 bp (na 

obr§zku v tomto poŚad²). R§meļkem jsou vyznaļena m²sta, ve kterĨch doġlo ke vzniku 

STOP kodonu. Napravo od sekvence je tak® uvedeno, jestli byla dan§ mutace detekov§na 

v organoidech izolovanĨch z tenk®ho (S.I.) nebo tlust®ho stŚeva (COL). 

 

5.9.2 RozġtŊpen² DNA v lokusu Rnf43(145) mŊlo za n§sledek kr§tk® i 

rozs§hl® delece, kter® ne vģdy vedly k posunu ļtec²ho r§mce 

Mutace, kter® byly vneseny do genu Rnf43 v oblasti kodonu pro aminokyselinu 145, se 

znaļnŊ liġily u DNA izolovan® z organoidŢ tenkostŚevn²ch a tlustostŚevn²ch. V celkov®m 

poļtu 22 sekvenc² bylo nalezeno devŊt rŢznĨch zmŊn, z ļehoģ pouze jedna byla pro obŊ 

skupiny organoidŢ spoleļn§. Vnesen® mutace byly rovnŊģ velmi rozmanit®. V nŊkterĨch 

pŚ²padech doġlo ke kr§tkĨm delec²m ļi inserc²m, kter® ne vģdy vedly k posunu ļtec²ho 

r§mce, jindy byly deletov§ny rozs§hl® ļ§sti genu. 

V r§mci DNA izolovan® z tenkostŚevn²ch organoidŢ bylo detekov§no ġest rŢznĨch mutac². 

NejļastŊji se jednalo o delece dlouh® 3 bp, kter® zkracovaly exon 4, nevedly ale k posunu 

ļtec²ho r§mce (pŊt sekvenc² ve dvou rŢznĨch variant§ch, 23 % z celkov®ho poļtu 22 

sekvenc²). V jednom pŚ²padŊ (4,5 %) byly deletov§ny 3 bp, mimo to vġak doġlo k z§mŊnŊ 

jednoho nukleotidu a vzniku STOP kodonu na konci exonu 4. Ve dvou pŚ²padech (9 %) 

byla sekvenac² zjiġtŊna rozs§hl§ delece, kter§ zahrnovala 817 bp. Ve vzorc²ch tak byly 

deletov§ny cel® exony 4 a 5. Jedna sekvence (4,5 %) obsahovala deleci dlouhou 215 bp, 

d²ky kter® chybŊla vŊtġina exonu 4. V dan® sekvenci bylo nav²c poruġeno sestŚihov® m²sto 

na 5Ëkonci tohoto exonu. Dalġ²m typem mutace, kterou jsme identifikovaly v organoidech 
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izolovanĨch z tenk®ho i tlust®ho stŚeva, byla inzerce 1 bp, kter§ vedla k posunu ļtec²ho 

r§mce a vzniku STOP kodonu na konci exonu 4. Tato zmŊna byla nalezena v pŊti 

sekvenovanĨch vzorc²ch a tvoŚila tak 23 % z celkov®ho poļtu sekvenac². 

V genomov® DNA organoidŢ izolovanĨch z tlust®ho stŚeva byly identifikov§ny celkem 

ļtyŚi rŢzn® zmŊny. KromŊ jiģ zm²nŊn® inzerce, byla v pŊti sekvenc²ch (23 %) objevena 

delece dlouh§ 12 bp, kter§ nemŊnila ļtec² r§mec, pouze zkracovala exon 4. Dalġ² dva 

sekvenovan® vzorky (9 %) nesly deleci o d®lce 5 bp a vznikal u nich STOP kodon na 

konci exonu 4. Posledn² mutac², kter§ byla pŚ²tomn§ v jedn® sekvenci (4,5 %), byla delece 

4 bp, kter§ opŊt vedla k posunu ļtec²ho r§mce a vzniku STOP kodonu na zaļ§tku exonu 5. 

Ve vġech sekvenovanĨch vzorc²ch jsme identifikovali pŚ²tomnost mutace, editace lokusu 

Rnf43(145) byla tedy rovnŊģ ¼spŊġn§. Souhrn uvedenĨch mutac² je zobrazen na 

obr§zku 30. 

Z vĨļtu vġech typŢ identifikovanĨch mutac² je patrnĨ rozd²l mezi vybranĨm lokusem 

v genu Apc a Rnf43. Zat²mco u Apc doch§zelo vģdy pouze ke kr§tkĨm delec²m a posunŢm 

ļtec²ho r§mce, v genu Rnf43 nach§z²me delece malĨch i velkĨch ¼sekŢ DNA a ve velk®m 

procentu pŚ²padŢ je zachov§n ļtec² r§mec. I v pŚ²padech, kdy ke zmŊn§m ļtec²ho r§mce 

nedoch§z², mŢģe bĨt funkce proteinu pozmŊnŊna nebo zcela naruġena. Jak si uk§ģeme 

d§le, pŚ²tomnost tŊchto mutac² ovlivnila schopnost pŚeģ²v§n² organoidŢ v m®di²ch 

deficientn²ch na R-spondin. 
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