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Abstrakt:

Karcinom pankreatu (KP) je velmi zdvazné onemdacrs @tiletym prezitim menSim
nez 5 %. V sotasné dob neexistuje zadny spolehlivy nastroj pro diagnéRi\Kjehoc¢asnych
stadiich. Pacienti v deébdiagnézy tak byvajtasto v pokréilém stadiu onemoemi a l&€ba
nemiva vyrazny &inek. Z €chto divodi se klade stéle &Si diraz na nalezeni vhodnych
molekularnich znak ato zejména pro zlepSeni diagnézy a odhad pmygndednim
z takovych naginych znak jsou miRNA. Jejich analyza v tkani pankreatu je alozity
proces. Hlavnim wvodem je velmi malé mnoZstvi vzorku ziskaného t@tdovou biopsii
adale pak samotny charakter pankreatické &karee které  byva  aggnost
molekularg-genetickych vyséeni vyrazg nizSi v porovnani s ostatnimi tkdmi. DalSim
negativnim faktorem je ztiaa heterogenita tkéndiky které se zastoupeni nadorovychdbun
v riznych ¢astech vzorkuwtasto liSi. A tak vhodna volba postupu izolace nojeh kyselin
(NK) a néslednych analyzéetre kvantifikace nadorovych bk ve vzorku je pro spravné
stanoveni hladin miRNA zcela ktiva.

Tato prace je za#ilena na optimalizaci celého postupu stanoveni hladiRNA
Z bioptickych vzork pankreatické tk&hzahrnujici izolaci NK, kvantifikaci nadorovych bikn
pomoci stanoveni mutaci v genu KRAS, syntézu cDNanalyzu hladin vybranych miRNA
metodou qPCR. Dil kroky byly hodnoceny na zaklaannoZzstvi ziskanych NK a Wiku a
kvality PCR produki amplifikovanych z DNA a cDNA templat Funkénost celého postupu
pak byla o¢ifena analyzou genu KRAS, dvou miRNA (miR-21 a miRY1& referetiniho genu
RNU6b na souboru 110 bioptickych vzérls GsgsSnosti 100 % (KRAS a miR-21), 99 %
(RNU6Bb) a93% (miR-10b). Pofl® se tedy vyvinout a aiit O¢inny postup

pro rutinni kvantifikaci miRNA z bioptickych vzotkikané pankreatu.

Kli ¢ova slova:
Karcinom pankreatu, EUS-FNB, biopsie tenkou jehloniRNA, optimalizace, chronick&
pankreatitida, izolace RNA, izolace DNA, gRT-PCRetdroduplexni analyzaKRAS

diagnostika, prognoza.



Abstract:

Pancreatic cancer (PC) is extremely severe maligihiarase with a five-year survival
of less than 5%. Currently there is no reliabld foo the diagnosis of PC in its early stages.
At the time of clinical symptoms most patients amean advanced stage of the disease
and the treatment does not usually have a signifieffect. For these reasons emphasis is
gradually shifting to the search for the suitablelenular markers for improvement
of the diagnosis and assessment of the survivagnmsis with respect to a possibility
of surgical treatment. MiRNA represent one of thesmpromising markers, although, their
examination in pancreatic tissue is a complicatedgss. One of the reasons is the very small
amount of the source material coming from a finedhe biopsy. A second cause of problems is
the subtle character of the pancreatic tissue tieguh significantly lower yields of molecular
genetic analysis when compared to other epithéales. An additional negative factor is
heterogeneity of the tissue resulting in disprapaodte representation of tumor cells within the
sample. A suitable choice of procedures for isotatbf nucleic acids (NA) and subsequent
analysis including quantification of tumor cellscistical for accurate evaluation of the miRNA
levels.

This work is focused on optimization of the enfim®cess from the initial acquisition
of the sample from pancreatic tissue biopsy anthtiem of NA, tumor cells quantification
based on mutation detection in KRAS gene, cDNA Isgsis and, finally, measurement of
levels of selected miRNAs by qPCR. The partial stepre evaluated based on the quantities
of nucleic acids and the yield and quality of tl@RPproducts amplified from DNA and cDNA
templates. The efficiency of the complete procedues verified by a successful analysis
of the KRAS gene, two miRNAs (miR-21 and miR-10hyia reference gene RNU6b on a set
of 110 biopsy samples with a success rate of 10R®AS and miR-21), 99% (RNUG6Db)
and 93% (miR-10b). This confirmed a successful graent and validation of an efficient
procedure for reliable quantification of miRNAs ifnobiopsy tissue samples of the pancreas
applicable in routine clinical practice.

Keywords:
Pancreatic cancer, EUS-FNB, fine needle biopsy,N¥iRoptimization, chronic pancreatitis,
RNA isolation, DNA isolation, gqRT-PCR, heterodupkaxalysisKRAS diagnostics, prognosis.
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1 Uvod

Rakovina slinivky BiSni neboli karcinom pankreatu (KP) je jednim zob@yvarjSich
onemocini vibec. Navzdory satasnym medicinskym pokrékn v diagnostice a &bé
malignich onemoami, neexistuje Zadny spolehlivy nastroj ani molékai znak, ktery by
s dostaténou specifitou a citlivosti diagnostikoval KP v @ltasnych stadiich. K tomu
ve Spatném zdravotnim stavu &dé nemiva vyrazny dginek. Timto se KP stava tén
nevyl&itelnym onemocénim s velmi rychlym pibéhem, kdy ¥tSina pacierit umira jiz
béhem rékolika tydni aZ mésial od stanoveni diagnéz¢.eska republika zaujiméa ve vyskytu
KP prvni s¥tove @icky, atak se nas tato problematika bohuzel velncelgka (BOYLE
a FERLAY 2005, SIEGElet al.2013, www.uzis.cz).

Hlavnim cilem v boji proti tomuto onemasmi je zlepSeni diagnostiky a odhadu
progndzy, a to fedevsim nalezenim vhodnych molekularnich andkdnim z velmi slibnych
molekularnich znakjsou miRNA, 21-23 nukleotiddlouhé jedndetzcovée nekodujici RNA
regulujici translaci mRNA. MIRNA jsou potenciondlnvyuzitelné jak k diagnostice
a ke stanoveni prognozy, tak i ke sledovafbgmu onemoceéni, predikci odpo¥di na I&bu
nebo navrhu novych éébnych terapii.

Existuje jiz fada studii, které dokazaly, Ze jsoékteré miRNA rozdil& exprimovany
v maligni oproti zdravé nebo z#hvé tkani pankreatu. Také se obijevilo jiZkolik praci
poukazujicich na prognosticky vyznarkterych miRNA. NaprostadSina tchto studii vSak
pracuje se vzorky tké&nz resekovaného tumoru. Vzhledem k tomu, Ze jeméio pacient
indikovano k operaci, nemaji vzorky resekgtilis velké vyuziti v klinické praxi.

Velmi Zadouci je proto vyvinuti efektivni metodikyo stanoveni miRNA z bioptického
odkeru tkare tenkou jehlou (FNB,Fine Needle Biop3ypod kontrolou endoskopické
ultrasonografie (EUS), kteryje¢hbr¢ pouZzivan k diagnostice KP pomoci cytologického
vySeteni. EUS-FNB je mozné provétdbez ohledu na stadium onemaei) je pongrné malo
invazivni avyhodou je moznost opakovaného ¢odlb Detekce miRNA v bioptickych
vzorcich vSak vzhledem k minimalnimu mnozstvi odeBr tkag predstavuje skutmé
nelehky dkol. Navic 0s8nost molekularnich vySeni pankreatické tké&nbyva nizsi
Vv porovnani s ostatnimi tk&mi, a tak spravna volba postupu izolace nukleovigbelin
a naslednych analyzéetné pouzitych komeich souprav je kibva. Limitované mnozstvi
ziskané tkak vSak nema za nasledek pouze problémy s genetichgialiyzami, ale Zfuje

i cytologickou interpretaci. LoZisko n&doru je velgasto zammovano s loZziskem zétu,
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zejména chronickou pankreatitidou, kterd je vyraamizikovym faktorem vzniku KP a byva
chapéna jako prekancer6za. Navic je nador obvyétetlazou tkani ohranien. Cytologie
proto ¢asto neni schopna s jistotowiticharakter buék a histologické vyséeni vzhledem
k malému mnozstvi ziskané tkaneni mozné, coz vede i k nemoznosti vid&etmrangéit
loZzisko nadoru. Kvantifikaci miRNA v bioptickych wecich pankreatu tedy zngemnuje
fakt, Ze neni jasné, kolik skdt® nadorovych bukk vzorek obsahuje
(ELOUBEIDI et al.2003, HEZELet al.2006, KLOPPEL a ADSEY 2009,
BOURNETet al.2011).

Z téchto divodi jsme jedna z pouhyattyi laboratdi na celém ssté, ktera se zabyva
kvantifikaci  exprese miRNA  ze  vzatk EUS-FNB pomoci gRT-PCR
(SZAFRANSKA et al.2008, TORRISANIet al.2009, ALlet al.2012). Doposud jsme vSak
jedinou laboratti, kterareSi problém s charakterem vzorku. Tato prace nggaeugedchozi
studii nasi laborate, ve které bylo zjigho, Ze detekci mutace v get{RAS (V-Ki-ras2
Kirsten rat sarcoma viral oncogengomolog) Ize se 100% specifitou diagnostikovat KP
(SALEK et al.2007). Kombinace detekce mutaciKRAS s analyzou exprese miRNA

tak @inasi noveé a jedirméreSeni této problematiky.
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2 Prehled literatury
2.1 MIiRNA

2.1.1 Obecna charakteristika a historie objevu miRNA

Prvni miRNA (lin-4) byla objevena vroce 1993 labimfi Victora Ambrose
alaboratti Garyho Ruvkuna, které se zabyvaly studiem tg€waenorhabditis elegans
(LEE et al.1993, WIGHTMAN et al.1993). MiRNA lin-4 a jeji mechanismugigobeni byl
vS8ak po dlouhou dobu povazovan za biologickou zntEt specifickou pouze
pro Caenorhabditiselegans Proto dalSi miRNA, let-7, byla objevena az v ra2@00,
atonejen u tohoto organismmuale také u mnoha dalSich dfyhwvcetrg c¢loveka
(REINHART et al.2000).

MIiRNA, znamé také pod nazvem mikroRNA, jsou endagemekddujici
jednofettzcové RNA o délce 21 — 23 nukleatjdjejichz hlavni funkci je posttranskeipi
regulace genové exprese. Vyskytuji se tzngch organism zftiSe Zziva@&icha a rostlin
(AMBROS et al.2003), ataké u dkterych tSich DNA viti, nagiklad u viru
Epstein-Barrové a lidského cytomegaloviru (KIM aMA2006). MiIRNA, podoba jako
siRNA (Small Interfering RNA pati mezi kratké nekodujici RNA (SncRNA,
Small Non-Coding RNA tedy takové RNA, které nejsou translatovany aotin
(HUTVAGNER a ZAMORE 2002, ESTELLER 2011). Na rozdil siRNA jsou v3ak
MIiRNA vylu¢né kdédovany jadernou DNA, jsou vzdy endogennihiovquu, jsou znéné
mezidruho¥ sekverné konzervované a vznikaji z jediietzcovych prekurzorovych RNA,
které vytvdeji vlasenkové struktury (AMBRO& al.2003).

Hlavni funkci miRNA je regulace genové exprese digye komplementatit
ke specifickym sekvencim mRNA, coZ obvykle vedenldovani gel prostednictvim
transl&ni represe nebo cilové degradace (BARTEL 2009).d€ahiRNA miZe regulovat
az stovky cilovych mRNA. Pomoci miRNA je ovli&ma exprese vice nez poloviny gen
v lidském genomu, detré téch, které hraji zasadni roli v procesech vyvojeppapzy,
proliferace a diferenciace, a které se podilejiregulaci imunitniho systému, kmenovych
burék a nddorové transformace (HANSENal.2011).

V souwasné dobje znamo térr 2600 lidskych miRNA a peet nov identifikovanych

neustale ndista (mirbase.org).
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2.1.2 Geny pro miRNA

U clovéka se geny pro miRNA nachazeji na vSech chromozbmdecome
chromozomu Y. Az 50 % se vyskytuje v poddbastii (pravdpodobr vzniklych genovou
duplikaci), které jsouiepisovany jako polycistronni primarni transkripffayvajici polovina
gemi pro miRNA se nachazi vdaném miisgenomu samostatn(KIM a NAM 2006,
SLABY et al.2012).

Sekvence mIRNA se mohou nachazet d’buv intergenovych, exonovych
nebo intronovych oblastech. Intergenové (mezigengehy pro miRNA jsou fgpisovany
jako 4 — 5 kilobazi dlouhé primarni transkriptyasrg definovanym startovacim nukleotidem
a polyadenylénim signadlem. U exonovych geénmohou byt miRNA pepisovany diky
jednomu promotoru spaleému s genem, kde se nachazeji. V tomitipaot pak ¢asto
vznikem miRNA dochéazi k cilenému wolvani daného genu. MIRNA, jejichz geny lezi
v intronovych oblastech, mohou byt r@Zn prepisovany s genem \gudchozim exonu
a nasled& mohou byt vy&tpeny spolu s intronem, anebo mohou mit viastni ptoma sdilet
jej s ostatnimi miRNA v klastru. Speciélninigpdem intronovych génpro miRNA jsou
takzvané miRtrony, tedy intronyfesré odpovidajici sekvenci prekurzorové miRNA
(viz 2.1.3 Biogeneze miRNA) (OLENA a PATTON 2010).

2.1.3 Biogeneze miRNA

Kroky biogeneze uclovéka (Obr. 2.1) nejsou pro vSechny miRNA univerzalni,
ato diky variabilni transkripci specifickych regthich proteii pasobicich v jejich
matur&ni draze. Jeden primarni transkript miRNA (tzv.-piRNA) dlouhy reékolik tisic
pari bazi pak mize dat vzniku az Sesti miRNA (WINTE® al.2009).

MiRNA jsou v naprosté &tSirg pripadh prepisovany RNA polymerazou Il (sté&jnak
jako mRNA a ¥tSina snRNA), jejich transkripty jsou opamny cepickou na 5° konci,
polyadenylanim signalem na 3' konci, a mohou séasinit sesthu a editace. Bkteré
MIiRNA jsou gepisovany pomoci RNA polymerazy Ill, ato zejména jejichz geny
se nachéazeji v 5' oblasti tRNA genAlu sekvenci a MWIR Nlammalian Wide Interspersed
Repeat promotorovych oblasti. Transkripce gemro miRNA je regulovana stejnymi
mechanismy jako u ostatnich ger{nagiklad transkrignimi faktory, methylaci CpG
ostravki, modifikacemi chromatinu, enhancery apod.) (LEEEal. 2004,
WINTER et al.2009).
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Vznikla pri-miRNA je dvoutettzcova vlasenka, na kterou se vaze jaderny protein
DGCRS8 piGeorge syndrome Critical Region),8ktery se poté spoji s ribonukleazou Il
(RNasa IIl) Drosha aspale¢ tak vytvdeji tzv. mikroprocesorovy komplex (Obr. 2.1)
(FALLER a GUO 2008). Mikroprocesorovy komplex &ti pri-miRNA na prekurzorovou
strukturu miRNA (tzv. pre-miRNA) dlouhoufiplizné 70 nukleotid. Mechanismus je
takovy, Ze DGCR8 navazany na pri-miRNA orientujegakgickou RNazovou doménu
proteinu Drosha k mistu&teni (toto misto je vzdalendiplizné 11 nukleotid od viasenky).
Drosha poté 8pi oba rettzce pri-miRNA. Vyslednym produktem je pre-miRNA
s dvou-nukleotidovymigsahem na 3‘ konci (GREGORat al.2006).

gen pro miBNA jadro _I cvtoplazma

5 (ANA Pol Il /il l“ms}mpce

._.:-;-lll|-|||III||-|IITQ
B pre-miBRINA

EDED | sy

Ll iii
) 5 Tg 5
l degradace

ma.tu_rm'a;lai mliIRNA .
degradace cllovée mENA l deadenvlacemRINA

represe translace

Obr. 2.1. Schématické znazofni hlavni biogenické drahy miRNA Zigrhi (upraveno podle
WINTER et al.2009).

Dvou-nukleotidovy pesah na 3‘ konci vlasenky pre-miRNA je poté rozgoen
transportnim  proteinem Exportinem 5 (Obr. 2.1), rkteansportuje pre-miRNA
do cytoplazmy. Exportin vSak k i&mému transportu p@buje také maly protein Ran
s GTPazovou aktivitou, kteryje stasti transportniho komplexuRAs-related Nuclear
protein) (MURCHISON a HANNON 2004).
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V cytoplazn¢ dochazi kvazb pre-miRNA na multi-proteinovy komplex
endonukleazy Dicer (RNasa lll), proteiny Argonautorodiny a RNA vazebné proteiny -
TRBP HIV-1 TAR RNA Binding Proteina PACT (Fotein Activator of the interferon
induced protein kinage(WINTER et al.2009). Dicer interaguje s 3' koncem pre-miRNA
a sedihne jeji smyku. To, kde bude pre-miRNA sé&gZena, oviiiuje jeji celkova délka,
velikost jeji smyky a nekomplementarni nukleotidové péry v jejichouiettzcovych
oblastech (LUND a DAHLBERG 2006). Vysledkem s$#émt Dicerem jsou dvaetzce
maturované miRNA, které se ozw@ jako “guide strand” (vedouci) a “passenger rudfa
Zatimco vedouctettzec Zistava inkorporovan v multi-proteinovém komplexlnuhyiettzec
ozna&ovany ,hwzdickou je uvolren a degradovan. WJeni vedoucihorettzce probiha
na zaklad stability parovani bazi na jeho 5° konci, kdy jedeucifettzec tim méa
stabilnim. Zpravidla vznika z jedné pre-miRNA poueeleniettzec maturované miRNA
(Obr. 2.1), avSak vdkterych tkanich, $ maligni transformaci¢i v zavislosti na vyvojovém
stadiu, nemusi dojit k zaniku druhéhiettzce a mnozstvi maturovanydettzci miRNA
a miRNA* maze byt Gznorodé. Kazdyetzec, pokud je znam, je v nomenkiawzngen
koncovkou “-3p“ nebo “~5p* indikujici blizSi pozi&i 3‘ konci, respektive 5° konci, vlasenky
(GRIFFITHS-JONES:t al.2006).

2.1.4 Variabilita miRNA

Raznorodost vyslednych miRNA, kraimvySe zmigné regulace transkripce, Séstl
a vykéru maturovanéhdetézce, zajiguje také editace. Jde o tlav¢ specifické zpracovani
sekvence pri-miRNA a/nebo pre-miRNA, iidgad enzymem ADAR Adenosin Deaminase
that Acts on RNA vedouci k tvorb riznych maturovanych miRNA, a ty pak mohaisgbit
na rozdilné mRNA. ADAR konvertuje adenosiny na ings které preferuji parovani
S cytosiny, a proto jejich parovani s uracylemiasgbi mensi stabilitu dvotettzcové
pri-miRNA nebo pre-miRNA a ovlivni zpracovani enzynDrosha a Dicer (FALLER
a GUO2008). Timto zpsobem vznikaji tzv.izomiRs, tedy podobné miRNA istm
specifickymi modifikacemi (substituce nukleatjd délkova variabilita), které jeStvice
zvysuji celkovou rozmanitost a rozsafispbeni &chto malych nekddujicich RNA. IsomiRs
mohou mit vliv na zpracovani svych prekurzorovytiuldur enzymy Drosha a Dicer, a tim
mohou vést i krozdilnosti stabilityfettzci nebo rozdilnému mistu  s&bu
(MORIN et al.2008).
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Variabilitu biogeneze afunkce mIRNA owiuvji také jedno-nukleotidové
polymorfismy v jejich sekvencich. Ty mohou mit zasledek blokaci, snizeni nebo zvyseni
schopnosti zrani pri-miRNA na pre-miRNA, redukcragovani pre-miRNA na maturovanou
miRNA ¢ zménu preference maturovanyééiszol (SLABY et al.2012).

V databazi miRNA — miRBase — tak nalezneme mnolkeesei pochazejici z jedné
mMiRNA, které se [iSi délkou, sekvenci a preferenddouciho rettzce (MIRNA-3p
a miRNA-5p) (Obr. 2.2) (mirbase.org).

Stem-loop sequence hsa-let-7a-1

605954 reads, 2.43e+04 reads per million, 77 experiments

Deep
sequencing

B reads

Obr. 2.2. Sekvence pre-miRNA hsa-let-7a-1 (hsa — homo sapgapiens) ve sfru od 5'konce

ke 3' konci a za¥ry sekvenovani maturované hsa-let-7a-1-5p (vlevdsaalet-7a-1-3p (vpravo)
znazorrné sloupcovymi grafy vyjadjicich p@et precteni daného nukleotidu u maturované sekvence
(mirbase.org).

2.1.5 Regulani funkce miRNA

MIRNA muze svou funkci vykonavat pouze s navazanym komphexgoteir,
tzv. RISC RNA Induced Silencing ComplexiRISC zahrnuje proteiny, které pomohly
k sestizeni vlasenky pre-miRNA a odtrzepassenger strandnimo jiné tedy enzym Dicer,
proteiny Argonautové rodiny a RNA vazebné proteiRySC s inkorporovanou miRNA je
znam pod nazvem miRISC (v literétuse také rizeme setkat s pojmem miRNRIiCroRNA
RiboNucleoProtein complgx(RANA 2007, PRATT a MACRAE 2009).

MIRISC se vaZze na nedokonale komplementarni mi8ta MR oblasti mRNA, vazba
na 5 UTR nebo kodujici oblasti je vzacna (ZR@Mal.2008, KROLet al.2010). Uplna
komplementarita miRNA a cilové mRNA umaje degradaci mRNA (ndiklad jeji
destabilizaci nebo prdsdnictvim indukce jeji deadenylace), neluplna kompletarita ma
za nasledek inhibici translace (CARTHEW a SONTHERIE009, EULALIOet al.2009).
Zatimco Uplna komplementarita miRNA s mRNA je tydiai rostlin (HE a HANNON 2004,
BRODERSENet al.2008), ziv@&isné miRNA jsou s cilovymi transkriptyéiSinou pouze
parcialre komplementarni. Obvykle se jedna o 6 - 8 nukléotitbuhé Useky na 5° konci
miRNA (LEWIS et al.2003, LEWISet al.2005).
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2.1.6 Degradace miRNA

Biologicky polatas, degradace a regémé mechanismy metabolismu jednotlivych
MiRNA nejsou piliS prozkoumany, nicménje vSeobech uznavano, Ze jsou to vysoce
stabilni molekuly. V skterych tkanich dosahuje jejich biologicky p&hs mnoha hodin,
nebo az din (VAN ROOlJet al.2007, GATFIELDet al.2009). MIiRNA, které nejsou
navazany na mRNA, jsou rychleji degradovany nez kigré jsou v komplexu s RISC.
Degradace maturovanych miRNA je zajitd pomoci exoribonukleaz ve &m
od 5' k 3' konci, nebo malych RNA degradujicich tedz ve srru od 3' k 5* konci, jak bylo
popsano Waenorhabditiselegansrespektive u rostlin. V ziwiSném genomu jsou kddovany
podobné enzymy, avSak jejich funkce nebyla prozdiitbe popsana v konkrétnim vztahu
k miRNA (KEDDE et al.2007, GROSSHANS a CHATERJEE 2010).

2.1.7 MIiRNA a nadorova onemocréni

Dukazi o funkcich miRNA v regulaci kancerogeneze neustdibyva. Nekteré
mMiRNA reguluji hladiny protoonkogé&n¢i tumor supresorovych géna dopady jejich
zmenéné exprese v tumorové oproti zdravé tkani jsoupiak maligni transformaci zasadni.
ZvySend translace onkogenuide byt zgisobena konkrétni miRNA, jejiz exprese je v nddoru
vyrazré snizena. V literatie se diky vlastnostem takovychto miRN#asto setkavame
s pojmem “tumor supresorové mMiRNA®“. Analogicky eujs také “onkogenni miRNA®,
které naopak inhibuji translaci tumor supresorovgehi a v nadoru se vyskytuji ve zvySené
hlading (viz Obr. 2.3). Na z&kladstudii miRNA v fiznych nddorovych tkanich je v s@asné
doke znam profil exprese sad ti@/ych miRNA, které byly potvrzeny wholika nezéavislych
studiich a mohou tedy slouzit jako potencionalni daravé znaky
(NANA-SINKAM et al.2010).
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2.2 Karcinom pankreatu

Onkologicka onemocmi jsou vyznamnym problémem iegného zdravi. Velmi
znepokojujici je fakt, Ze vyskyt nadorovych onemminstale roste. V Evra@pje bithem
Zivota diagnostikovana rakovina jedrtétirg lidi a je @icinou az jedné&tvrtiny vSech amrti
(SANT et al.2003).
regulujicich metabolické atravici pochody. Jejiemocrni jsou proto velmivazna.
Karcinom pankreatu (KP) je nadorové onemwdn které kromi zvySujici se incidence
v populaci vykazuje vysokou mortalitu, ato i #igadech ¢asného zjigni malignity.
V dnedni dob medicinskych pokrak a novych diagnostickych moznostiistdva stale
onemocgnim s velmi zavaznou prognozou i navzdory znalosteofekulari-biologickych
proces zapojenych v jeji patogenezi (SALEX05).

2.2.1 Epidemiologie a prognoza karcinomu pankreatu

PrestoZze KP nezaujimda svou incidenciegni s¥étové picky, je jednim
z nejzakeéngjSich malignich onemoéni. KP je charakteristicky vysokou umrtnosti,
ktera se tért rovna své incidenci. Prognéza je prakticky bezjre onemoceéni ma velice
rychly a fatalni pitbeéh. Divodem je pedevsimc¢asna tvorba metastaz, absence a nespecifita
piiznaki, atim tedy i pozdni stanoveni diagnézy. Pepediobnost giletého geziti
se odhaduje na 5,1 %figemz WtSina pacierit umird uz v prvnim roce od stanoveni
diagnézy (BOYLE a FERLAY 2005, SIEGHEt al.2013, www.uzis.cz).

V piepaitu na obyvatele j€eska republika v incidenci KP prvni v EveofObr. 2.4)
a druha na s\&. Standardizovana incidence j&R 20,8 mui a 17,9 Zen na sto tisic miyz
respektive zen. Kazdaotoe je u nds zaznamenanéep 2 000 novychifpadi a téng 1 900

s st

(Www.uzis.cz).
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Obr. 2.4. Vyskyt karcinomu pankreatu v Evr®p roce 2008 fepaitany na 100 000 obyvatel. Graf
také ukazuje, Ze je K&astjSi u muz (www.cancerresearchuk.org).

2.2.2 Klasifikace karcinomi pankreatu

Z histologického hlediska @ieme KP rozélit na duktalni adenokarcinomy
(pancreatic ductal adenocarcinoma = PDAC) (96,3 @g¥tické (2 %) a neuroendokrinni
tumory (1 %), lymfomy a metastazy nadginych lokalizaci (0,7 %) (JEMAlet al.2003).

Klinicka TNM klasifikace podle UICC (Internationblnion Against Cancer) roztlje
tumory pankreatu (pod zkratkou C25) d&kaolika ttid na zaklad charakteristik primarniho
nadoru, pitomnosti metastaz v regionalnich miznich uzlin&pfitomnosti vzdalenych
metastaz (Tab. 2.1) (www.uzis.cz). Celkovze takovouto klasifikaci popsat stadium
onemocgni, tzv.staging kde stadium IV je hodnoceno jako nejzavg&in(Tab. 2.2).

Tab. 2.1.TNM Kklasifikace KP (upraveno podigww.uzis.c3.

TO neni pitomen
Tis karcinomin situ
TX nelze hodnotit
Charakteristika primarniho nadoru Tt omezen na pankregs2 cm
T2 omezen na pankreas > 2 cm
T3 Sk se i mimo pankreas
T4 zasah_uje déruncus coelicacuseboa. meseteric
superior*
» ; o NO nejsou pitomny
Pr/lto['nnost .mfatastaz v regionalnich NX nelze hodnotit
miznich uzlinach .
N1 pritomnost
MO nejsou pitomny
Pritomnost vzdalenych metastaz MX nelze hodnotit
M1 pritomnost

* Visceralni neparovédive lisni aorty
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Tab. 2.2.Stadia onemoemi u KP —staging(upraveno podl&ww.uzis.c3.

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium |A T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium I1A T3 NO MO
Stadium IIB T1,T2,T3 N1 MO
Stadium I T4 jakékoliv N MO
Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1

Podle anatomické lokalizace rozliSujeme karcinonigvi (C25.0), &la (C25.1)
nebo ocasu (C25.2) pankreatu, pankreatického vyvo@L25.3) (viz Obr. 2.5)
a Langerhansovych oétiki u endokrinniho karcinomu (C25.4), z nichZz &asgji

se vyskytuje karcinom v oblasti hlavy pankreatu MMSA et al.2008, www.uzis.cz).

zluénik

+ tenke stievo
1

Obr. 2.5. Anatomie slinivky BiSni (upraveno podle obrazku ,Normal Pancreas Angto
www.cancer.gov).
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2.2.3 Molekularni podstata karcinomu pankreatu

Vznik a rozvoj nadorového onemaan je rékolikastupiovym procesem, kdy dochazi
ke kumulaci chyb v DNA vyvolanychiagobenim fyzikalnich, chemickyati biologickych
mutage.

Pro KP byly vypracovany studie, které popisuji ppsbu akumulaci genetickych
a cytologickych zréin. Na tomto zakla#l byl navrzen model klasifikace rozvoje KP
ozna&ovany jako model pankreatické intraepitelialni rlesig (PanIN). Ten charakterizuje
rozvoj KP dle postupnych zin burek do 4 stadii (Obr. 2.6). PanIN-1A a PanIN-1B
piedstavuji Zzadnouci lehkou atypii bugk, PanIN-2 zn& mirnou atypii s tvorbou
vicejadernych  buwk aPanIN-3 d&Zkou atypii ainvazivitu tk&  slinivky
(HRUBAN et al.2001). Na molekularni arovni se na rozvoji onemménpodili mutace
v regul&nich a kodujicich genech, genové amplifikatiedelece, ztraty heterozygozity
(LOH), ptipadreé dochazi také ke z¢gnam ploidity. V Gvodnich fazich PanIN-1A a PanIN-1B
dochazi ke vzniku mutaci v protoonkogeHRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homologk aktivaci a zvySené expresi protoonkogeétiiR2 (Human Epidermal
growth factor Receptor)2a zvySené expre$iGF-BP (Fibroblast Growth Factor - Binding
Protein). Ve stadiu PanIN-2 dochazi kinaktivaci tumor regorového genuCDKN2A
(Cyclin-Dependent Kinase iNhibitor 2Akodujiciho protein pl6 a zttatheterozygozity
na kratkém raménku chromozomu 9. Ve stadiu Pantddé&hazi k inaktivaci dalSich tumor
supresat, jako jeTP53(Tumor Protein p58 BRCA2(BReast CAncer 2, early onsaiDPC4
(Deleted in Pancreatic Carcinoma, locus, 4aké SMAD nebo SMAD4, a ztratdm
heterozygozity na chromozomech 6, 17 a 18 (LI 2003, MINARIK a MINARIKOVA
2005). Model pankreatické intraepitelialni neoptaje v sodasné dob rozsiovan o dalSi
geny¢i miRNA (viz 2.3.2 Diagnostika karcinomu pankregtamoci miRNA).

Mormal PanlMN-1A PaniN-1B FanlM-2 PanliMN-3
Her-2/neu p16 P53, DPC4
K-ras BRCAZ2

FGF-BP | LOH9p | | LOH 18q, 17p 6q |

Obr. 2.6. PanIN model vyvoje karcinomu pankreatu (TASSI alWV&ETEIN 2006).
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U negasgjSich typi KP - duktalnich adenokarcindm se nejastji vyskytuji mutace
v genechKRAS ato u 71 %,TP53u 52 %,CDKN2A u 23 %,DPC4 u 22 %,ARID1A
(AT-Rich Interactive Domain-containing protein )14 7 % aAPC (Adenomatous Polyposis

Coli) u 6 % pipad: (databdze COSMIC, cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

2.2.4 Rizikoveé faktory vzniku karcinomu pankreatu

Nejsilngjsim rizikovym faktorem pro vznik KP je&k. VCR je KP zastoupen
az z 80 % u pacietnts wkem nad 60 let (Obr. 2.7). Vzhledem ke stoupajicprismérnému
véku nasSi populace se da v blizkych letechekavat dalSi nést jeho incidence
(SALEK 2005, www.uzis.cz).

C25 — ZH slinivky bifiZni - Incidence

wEkowd struktura populace pacientd
208

157 [

10¥ C

% pripadi dle vEkovlch kategoril

0x - T T T T T T T L
& .‘0,'\" "5,\9 @,'L“‘ ,f’:‘ﬁ @:5" #:5"5 o @,‘bh‘ éo,fng @ﬁ’“ @56‘5 ‘1‘0:&" ﬂ,g;f'} @}b"‘ &~

Analuzovand data: M=50226 httg A a0 oz Zdroj dat: 0ZIS ER

Obr. 2.7. Incidence karcinomu pankreati'R dle wku (DUSEK et al.2005).

Z faktormi vnéjSiho prostedi je nejsildjSim a nejsnaze ovlivnitelnym faktorem Keni
cigaret. Kodeni ma vyrazny vliv na zvySené riziko rozvoje KRayekpodobré kvuli
pusobeni  N-nitrosamih obsazenych v cigaretovém kgu které se dostavaji
do pankreatického vyvodu. Velmasto byl v této souvislosti diskutovan také vlikaiolu,
ale v sodasné dob se zda, Ze ysobi na vznik KP né&fmo prostednictvim vyvolani
chronického z&tu — chronické pankreatitidy, kterd riziko vznikgrazre zvySuje (viz dale).
Mezi dalSi mozné hypotézy exogennich rizikovychdakvzniku KP mizeme z#adit Zivotni
styl (zpisob stravovani, obezita) a expozici kadmiu a chr¢OBELBOWERet al.1997,
NEOPTOLEMOSet al.2004, SALEK 2005).

Z endogennich faktér je nejvy3Sim rizikem chronickd pankreatitida (CHP)
Vlivem CHP jsou poSkozené tky pankreatu i probihajicim hojeni citli§jSi k nistovym
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faktorim, které mohou usnadnit jejich nadorovou transfaima& dalSim endogennim
rizikovym faktofim pati snizena glukézova tolerance u cukrovky, stav ¢ast&ném
chirurgickém odstrami Zaludku a &které ddicné faktory (nafiklad hereditarni
pankreatitida, cysticka fibr6za a familiarni adedzai polyp6za) (FISHER 2001,
GHADIRIAN et al.2003, SALEK 2005).

2.2.5 Diagnostika a l&ba karcinomu pankreatu

Diagnostika KP je velmi obtizna a v sasné dob neexistuji spolehlivé nastroje,
které by odhalily toto onemoéni vc¢asnych stadiich. Ta jsouétginou asymptomaticka
a v dol projevujicich se nespecifickych¢asto podckovanych piznaki jako je Unava,
hubnuti, nechutenstvi, bolestidha ¢i Zloutenka zpsobena atlakem dvanactniku, byva
onemockni jiz v pokrailém stadiu. Ostathtuto problematiku odrazi také statistické udaje,
kdy pres 56 % zji&inych malignit je diagnostikovano az ve stadiu I8yt v dols, kdy jsou
piitomny i vzdalené metastazy, oproti necelym 5 %tadiu | (BAKKEVOLD et al.1992,
WWW.UZiS.CZz).

Metodami prvni volby pro stanoveni diagnézy jsolraaovaci metody. Nejtve
se jedna o vyssni pomoci ultrazvuku, naslethf€T (Computed Tomographynebo MRI
(Magnetic Resonance Imaging nakonec EUS (Endoskopicka UltraSonografie). eifgéi
pomoci EUS riZze definitivre potvrdit ndlez, obzvla&tpokud se doplni o biopsii vzorku
tenkou jehlou (FNB,Fine NeedleBiopsy). Vyhodou EUS je zachyt i malych lozZisek,
ktera nejsou patrn&iginych zobrazovacich metodach.

Diagnosticky vyznam laboratornich vy&ati je nevypovidajici. Z nadorovych zihak
se nejastji vysettuji mucinové antigeny CA 19-9, CA 242, CA 50 a CA4, ale vzhledem
k jejich pongrné nizké specifici i senzitivie maji vyznam spiSeip sledovani progrese
onemocgni nez i diagnostice (JIANGet al.2004, ZAVORAL 2005,
HLAVSA et al.2008).

Co se tye l&by KP, zasadninfeSenim je resekce tumoru nasledovana adjuvantni
terapii gemcitabinem. Ten se podava i v pokyoh stadiich, pipadré v kombinaci
s radioterapii nebo cilenou ¢kibu erlotinibem. DalSi volbou je rezim FOLFOXIRI
(kombinace 5-fluorouracilu, oxaliplatiny, irinotaka a kyseliny listové). V pokeiych
stadiich je také ezité potl@&eni symptomi, jako je napiklad drenaz Zléovych cest
pii Utlaku dvanéctniku nebo podavani analgetik (BUR&Ilal.1997, SLATERet al.2010).
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2.3 MIRNA a karcinom pankreatu

2.3.1 MiIRNA ovliv iujici dilezité procesy maligni transformace tkas pankreatu

Souasné publikované édecké clanky zabyvajici se miRNA a ovli¢énim proces
vedoucich k maligni transformaci u KP sét&nou opiraji o z&ry zin vitro studii
na bugcnych liniich ziskanych z malignich btln KP s gipadré inaktivovanymi
studovanymi geny. Jedna se zejména o studie zdbi\sg vlivem miRNA na postup

bung¢nym cyklem, reparaci DNA, apoptozu, invazivitu, exggnezi a metastazovani.

= Postup buréénym cyklem a proliferace

Kontrolni body arychlost fibéhu burgénym cyklem jsou dlezitymi regulatory
burg¢né proliferace. Nekontrolovatelna proliferace &urje jednim z kikovych proces
vedoucich k maligni transformaci. V souvislosti B Kyly provedeny studie, které nazojp
vliv nékterych miRNA majicich potencial proliferaci regud.

Nedavno publikované studie poukazaly na schopneékblika miRNA negative
pusobit na tumor supresorové geny, které regulujitypourgcnym cyklem. Nagiklad
onkogenni miR-21 ovlituje tumor supresoPTEN (Phosphatase and TENsin homdlog
jez brani proliferaci nadorovych btkha reguluje frekvencideni. U KP dochazi ke zvySené
expresi miR-21,¢imzZ je snizovana tumor supresorova funkg€EN (PARK et al.2009).
Dalsim pgikladem onkogennich miRNA tgobicich na tumor supresoryéastnicich
se regulace bwiného cyklu jsou miR-221, miR-192 a miR-424-5p (Wthl.2013,
ZHAO et al.2013).

Naopak wkteré tumor supresorové miRNA mohou oxilivat expresi protoonkogén
fidicich progresi bugnym cyklem. Takovouto miRNA je né&glad tumor supresorova
miR-143, ktera cili protoonkogerKRAS au KP byla nalezena ve snizené hladin
(HU et al.2012). Dale Ize uvést tumor supresorové miR-20R-t#4, miR-126, let-7-d
(HU et al.2012, JIAOet al.2012, XUet al.2013, WANGet al.2014).

= Reparace DNA a apoptoza

Pokud dochézi za normalnich okolnosti k poSkozemMAD nagiklad vlivem
genotoxického stresu, nastava wbe Siroké spektrum prodesedoucich ke korieé opra

posSkozenych Usék anebo k programované khitné smrti — apoptéze. Pokud vSak dojde
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k abnormalitam funkce tumor supresarebo protoonkogen mize byt cela kaskada oprav
DNA a apoptdzy naruSena aitbty ziskaji maligni potencial.

Casto studovany gen hrajici roli v apoptéze a repdd&lA je tumor supresof P53
(proteinovy produkt p53). Protein p53 reguluje korapoptézy a reparace DNA takeé
angiogenezi abwinou senescenci (RAVER-SHAPIR& al.2007). Globalni analyzy
exprese identifikovalyadu miRNA, které jsou s@asti transkripni drahy zprosedkované
proteinem p53 a podili se tedy na jeji regulacdndese zejména o tumor supresorovou
miR-34a a protoonkogenni miR-155. MiR-34a poziiveguluje apoptozu a DNA reparaci
a negative bure¢ny cyklus a angiogenezi. Tato miRNA je u tkdGP vice nez dvojnasobn
shizena vzhledem k normalni duktalni epitelialdnikéi neni exprimovanadbec diky deleci
jeji kodujici oblasti (CHANGet al.2007, HABBEet al.2009, KENTet al.2009). MiR-155
cili pro-apoptoticky genTP53INP1 (Tumor Protein p53-Inducible Nuclear Protein) 1
aktivovany pomoci p53. ZvySené hladiny miR-155 u K&k zamezuji apoptdze
(GIRONELLA et al.2007, CHANGet al.2007).

Apoptozu ovliviuji prostednictvim cileni jinych transkripttaké snizené hladiny
miR-203 nebo zvySené hladiny miR-150* (tentettzec maturované mMIiRNA ma
za normalnich okolnosti v boe zanikat) a miR-630 (Het al.2012, FARHANAet al.2013,
XU et al.2013).

= Tvorba metastaz a invazivita nadofi

Schopnost tvorby metastaz ainvaze tumorovychélbue vyznamnym faktorem,
ktery ovliviiuje progresi nadorového onemeénn Dilezitym krokem &chto zmén je
diferenciace buk, tzv. epitelidlg-mezenchymalni tranzice (EMT). U epitelialnich typ
nadoi dochazi k pemen¢ epitelidlnich budk na buiky mezenchymalni, které mohou mimo
jiné projit skrze bazalni membranu a invadovat davkihoreciste. Hlavnim znakem EMT je
ztrata mezibugtnych kontakdi, ktera koreluje se snizenou expresi transmembémov
proteinu E-kadherinuBHpithelial cadherin zastupujiciho @lezitou roli v bugéné adhezi.
E-cadherin je potkgen u rkolika typa rakoviny, etné KP, a to pomoci jeho repre§aZEB1
(Zinc finger E-box-Binding homeobo®y &SIP1 (Smad-Interacting Protein,ltaké ZEB2
SMADIP). ZEB1 aSIPl1 jsou tak aktivatory EMT (VANDEWALLEet al.2005,
AIGNER et al.2007, BRACKENet al. 2008 SPADERNAet al. 2008LI A. et al.2010).

Bylo prokadzano, Zelenové rodiny miR-200 (miR-200a, b, ¢, miR-141, r4iR9)
a proteiny ZEB1 a SIP1 vzajesghmegativié reguluji mechanismus &movazebné sniky
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kontroly EMT. Obect plati, Ze sniZeni exprese miRNA z rodiny miR-200Zen vyvolat
epitelidlre-mezenchymalniigchod. Podobna data byla publikovana i pro miR-2@&lavno
byly nalezeny dalSi miRNA, miR-208 a miR-15a, kteegiimo podili na EMT. Po nadimeé
expresi miR-208 a miR-15a doslo ke zvySené exgdtelsadherinu, coZ naztaje, Ze tyto
mMiRNA podporuji EMT (BRACKENet al.2008, BURKet al. 2008 GREGORYet al.2008,
KORPAL et al.2008, PARKet al.2008, WELLNERet al.2009, GUOet al.2014,
LIU et al.2014, LUet al.2014, MIAOet al.2014).

DalSi studie wuvadi, ze stvorbou metastaz ainitaniv KP souvisi také
protoonkogenni miR-21, ktera cili tumor supresorovy gen RECK
(REversion-inducing-Cysteine-rich protein with Kazalotif§. ZvySené hladiny miR-21
zabraiuji translaci genuRECK ktery za normalnich okolnosti zabuge migraci a invazi
burgk. DalSimi miRNA, které vedou k migraci a invazink prostednictvim deregulace
proteini s timto jevem souvisejicich, jsou tidgad tumor supresorové miR-143 a miR-124
a protoonkogenni miR-10a  a miR-146a (PABIKal.2009, WEISS:t al.2009,
LI'Y. et al.2010, HUet al.2012, OHUCHIDAet al.2012, WANGet al.2014).

2.3.2 Diagnostika karcinomu pankreatu pomoci miRNA

N

u KP je jednim z nejvysSich gisowasného zkoumani v souvislosti s timto onengoan.
VSechny miRNA, které se u KP objevily v abnormémmidadinach oproti zdravé tkani
¢i chronické pankreatitiélnebo koreluji se stupgm PanIN, maji potencionalni diagnosticky

vyznam, a tak se v posledni @éatavaji velmi slibnymi znaky KP.

= Chronické pankreatitida a zdrava tkan versus KP

Mnoho wdeckych tyni se zabyva aberantnimi expresemi miRNA v tumordéhit
pankreatu oproti zdravé tkani nebo chronické paatkies, jelikoZ riziko vzniku karcinomu
slinivky je u osob trpicich CHP zvySeno az 16kré@halyza aberanth exprimovanych
miRNA by mohla dopomoct kipsrEjSi diagnostice dasnému zachytu KP
(LOWENFELSet al.1999).

Dosud bylo odhaleno velké mnozstvi miRNA rozdilexprimovanych viznych
tkanich pankreatu. Mezi rigstji uvadkene, u kterych bylo potvrzeno, Ze jsou exprimovany
ve zvySené hladih u KP, pati miR-21 (BLOOMSTONet al.2007, LEEet al.2007,
DILLHOFF et al.2008, @ WANGet al.2009, PREISt al.2011, BAUERet al.2012,
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JAMIESONet al.2012, LIU R.et al.2012, FRAMPTONet al.2014), miR-155

(BLOOMSTONet al.2007, SZAFRANSKAet al.2007, WANGet al.2009,
GREITHERet al.2010, KONGet al.2011, JAMIESONet al.2012), miR-196a
(BLOOMSTONeEet al.2007, SZAFRANSKAet al.2007, WANGet al.2009,

KONG et al.2011, LIU Jetal.2012, SCHULTZet al.2012b, SZAFRANSKZAet al.2008),
miR-221  (BLOOMSTONet al.2007, LEEet al.2007, = KAWAGUCHI et al.20013)
amiR-222 (BLOOMSTONet al.2007, LEEetal.2007, @ SZAFRANSKAet al.2007,
GREITHERet al.2010, JAMIESONet al.2012).

= Korelace s vyvojem KP

V souwasné dob bylo nalezeno &kolik miRNA, jejichz hladiny se prudce &ni
v prabéhu rozvoje KP, respektiveaznych stadii PanIN (viz 2.2.3 Molekularni podstata
karcinomu pankreatu) (HRUBARL al.2001). Vyznamné z#my hladin miRNA koreluji
zpravidla s pokrélejSimi stadii — PanIN-2 a PanIN-3. ZvySendl sniZzenou expresi

u vybranych miRNA korelujicich s PanIN shrnuje T2I3.

Tab. 2.3. Friklady miRNA, jejichZ exprese seémi s rostoucimi stadii PanIN GniZzen&i 1 zvySena
exprese miRNA) .

Hladina
mMiRNA miRNA  Reference
let-7a ) DU RIEU et al.2010
miR-10b 1 XUE et al.2013
miR-146a ) YU et al.2012, XUEet al.2013
miR-21 ) DU RIEU et al.2010, RYUet al.2010, YUet al.2012, XUEet al.2013
miR-148a l HANOUN et al.2010
miR-155 ) GIRONELLA et al.2007, RYUet al.2010,YUet al.2012
miR-196a ) XUE et al.2013
miR-196b ) YU et al.2012, XUEet al.2013
miR-217 ! YU et al.2012, XUEet al.2013
miR-221 1 DU RIEU et al.2010
miR-222 1 YU et al.2012, DU RIEUet al.2010
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» Prognostické miRNA u karcinomu pankreatu

Odhad prognézy a odpeédi na I&€bu ma u KP obrovsky vyznam. Pacienti s timto
onemocgnim byvaji casto ve Spatném zdravotnim stavu &&é nemiva vyrazny dinek.
Proto je teba velmi dkladré zvaZovat, zejména wipad neresekabilnich Iézi, zda zvolit
chemoterapii¢i symptomatickou l&u s ohledem na maximalni moznou kvalitu Zivota
pacienta. Mnoho praci v oblasti KP a miRNA je prpt@w zantfeno na vyuZziti miRNA
jako prognostickych prediktdr MiRNA, u kterych byly prokdzany prognostické \lassti,
jsou uvedeny v Tab. 2.4.

Tab. 2.4.Prognostické miRNA|(sniZzenal zvySena exprese).

Hladina miRNA
mMiRNA u horsi progn6zy Reference
let - 7g* ! SCHULTZet al.2012a
miR-7 ! SINGH et al.2013
miR-10b 0 NAKATA et al.2011, PREISt al.2011
miR-21 0 GIOVANNETTI et al.2010, HWANGet al.2010,
JAMIESONet al.2012, PAPACONSTANTINOLEt al.2013

miR-30d ! JAMIESONet al.2012
miR-31 ! PAPACONSTANTINOUet al.2013
miR-34a ! JAMIESONet al.2012
miR-122 ! PAPACONSTANTINOUet al.2013
miR-124 ! WANG et al.2009
miR-142- 5p 0 OHUCHIDA et al.2011
miR-145 ! PAPACONSTANTINOUet al.2013
miR-146 0 Jl et al.2009

| PAPACONSTANTINOUet al.2013
miR-148a* ! SCHULTZet al.2012a
miR-155 0 GREITHERet al.2010, PAPACONSTANTINOLEt al.2013
miR-187 ! SCHULTZet al.2012a
miR-196a 0 BLOOMSTONet al.2007, KONGet al.2011
miR-200c ! YU et al.2010
miR-203 0 GREITHERet al.2010, IKENAGAet al.2010
miR-205 ! SINGH et al.2013
miR-210 0 GREITHEREet al.2010, PAPACONSTANTINOLEt al.2013
miR-212 0 SCHULTZet al.2012a
miR-218 ! ZHU et al.2014
miR-219 0 BLOOMSTONUet al.2007
miR-221 0 PAPACONSTANTINOUet al.2013
miR-222 0 GREITHEREet al.2010, PAPACONSTANTINOLEt al.2013
miR-675 0 SCHULTZet al.2012a
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2.3.3 Vliv miRNA na u¢inek &by a moznosti terapie

Nekteré z diagnostickych a prognostickych miRNA hraji také v reakci nadinnost
lécebnych terapii a samy tak nabizeji noveé terapettiokznosti. Bylo nagklad zjiS&no,
Ze nanomolarni koncentrace oligonukledtidmplementarnich k miR-21 a miR-221 redukuji
proliferaci nadorovych bugnych linii pankreatu a spolu $igpbenim gemcitabinu brani
jejich rastu. MiR-21 je chemorezistentni kidkim gemcitabinu, sniZzujeéinnost indukce
apoptézy a zamezuje dalSimistu. Ridani inhibitofi fosfoinositid-3-kindzy a serin/threonin
protein kinazy mTORrfammalian Target Of Rapamygiregulujicich mimo jiné bufgnou
signalizaci, proliferaci, motilitu a proteinovourggzu k buiikam, n€lo za vysledek zamezeni
rezistence miR-21 (konkréin pre-miR-21) avedlo tedy kindukci apoptézy vlivem
gemcitabinu. Cileni na miRNA Ize ndidad provést pomoci lentivirdlnich vektor(typ
retroviru), jak bylo popsano na miR-21, kde inhéiejimi antagonisty vedla k zastaveni
rastu tumoru a kindukci apoptézyin vitro i in vivo (PARKetal.2009,
GIOVANNETTI et al.2010, HWANGet al.2010, SICARDet al.2013).

Potencionalni lék triptolide gsobi na pankreatickou nadorovou itkiko inhibitor
proliferace a snizuje hladiny molekularniho chaperéiSP70. Mechanismus jehéinku je
takovy, Ze nefisobi na HSP70ipmo, ale prosednictvim zvySovani hladin miR-142-3p.
Navozena exprese miR-142-3p u nd@dpankreatu zfisobena &inkem ve vod rozpustné
formy prekurzoru triplotide (minnelideh vivo, sniZzuje expresi HSP70 jehdimou vazbou
na 3'UTR oblast transkriptu. Tato miRNA tedy snguyroliferaci, zfisobuje miR-142-3p
indukovanou bug&nou smrt a proto e byt pouzita jako vhodny cikidé¢ebnych terapiich
KP (MACKENZIE et al.2013).

DalSim terapeutickym cilem je proapototicka tumapresorova miR-34a, kteraiide
potenciald pasobit v sebeobna@v a determinaci kmenovych bekn nadoru pankreatu
(Jl et al.2009) a zastavujdist nadoru (KENTet al.2009).

MiR-10a, miR-143 a miR-146a hrajiciildzitou roli v invazivite a metastazovani KP
jsou rovréz potencialnim cilem nadorové terapie. MiR-10a sapjici HOXAL HOXB1
aHOXB3transkrigni faktory cili také na retinovou kyselinu. Pougitantagonist receptoru
retinové kyseliny nebo specifickych inhibitorje kompletg zastaveno metastazovani. DalSi
moznosti  je  pouziti frodnich  netoxickych latek isoflavén nebo DIM
(3,3'-diinodolylmethan), které zvySuji expresi miR6a atimto i blokuji invazivitu
a metastazovani bék KP (WEISSet al.2009, LI Y et al.2010, HUet al.2012).
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2.4 Metody detekce exprese miRNA u karcinomu pankreatu

Pro asgsnou analyzu miRNA a jejich hladin u KP jedivy druh, kvalita a mnoZzstvi
studovaného vzorku. Pro neinvazivni stanoveni diagra prognozy se z klinického hlediska
jevi nejlépe vzorek séra. Zde je vSak hlavnim ghotdm limitni mnoZstviitomné miRNA
a jeji specificita. Nktefi navrhli moznosti diagnostiky ze séra pomoci miRAlalSich
molekularnich znak nebo zjistili korelaci s prognézou sérovych miRNAiesto se
v sowasné dob opirame spiSe o vysledky ziskané ze zpracovastnilpankreatické tk&n
(DILLHOFF et al.2008, HOet al.2010, KONGet al.2011, MORIMURAEet al.2011).

Pankreatickou tka lze kEZn¢ odebrat per-opeta¢ nebo tenkojehlovou biopsii.
Pti resekci je odebranoétsi mnozstvi tka# ktera je dlouhodab uchovavana hlubokym
zmrazenim nebo fixaci. Pomoci histologickéhéenr pak Ize odebra&istou nadorovou tkg
coz je v pipadt expresnich analyz nezbytné. Btdiny pacieni vSak neni operace mozna
z divodu pokr@ileho stadia KP, a proto jsou v rutinni klinickéapr dostupsjSi vzorky
ziskané pomoci FNB. Vyhodou EUS-FNB je, Ze se warlohou odebirat i dkolikrat
od téhoz pacienta, aje tak moZno sledovatubglr jeho onemoami (vice
v 2.4.1 Problematika EUS-FNB).ié5to je v drtivé #Sin¢ pripadi vyuzivdno vzork

ziskanych fpi resekci tumoru. Srovnaniznych typi vzorki je uvedeno v Tab. 2.5.

Tab. 2.5.Porovnéni zfssobu odbru vzorki k detekci miRNA u karcinomu slinivky.

Sérum Tkéai ziskana i FNB Resekovana tkd
Invazivita mala stedni vysoka
hrs .
Mozna frekvence dny dny - tydny ¥tSinou zadny nebo pouze jeden &dp

odbéru

IMnozZstvi vzorku / cilovédostaténé /

MIRNA velmi malé malé / malé dostateé / dostatené

IMoZnost ziskanicisté

nadorové tkéné (bunek) ne ano (mikrodisekce) ano (makrodisekce, mikrodisgk

Z odebraného affpadre fixovaného vzorku je izolovana celkova RNA, kratR&lA
nebo mMIiRNA s naslednym igpisem pomoci reverzni transkripce (RT). Protode js
maturované miRNA velmi kratké a nemaji na svém @di polyA sekvenci, je postup RT
mMiRNA rozdilny nez @ klasické RT mRNA () (SHI a CHIANG 2005). Poté jsoefastji

voleny dva metodickéffstupy. Ri analyze velkého mnozstviiznych miRNA najednou je
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pouzivana mikraipova analyza na principu hybridizace s oligonuitho (MiRNA
microarray). Tato metoda ma sice poné vysoké naroky na mnozstvi RNA a vyhodnoceni
ziskanych dat (Tab. 2.6), je vSak pi mozno ziskat informace o hladinach az tisttRNA

v jedné analyze, coz lIze vyuzit rditgpad pivyhledavani miRNA s aberantni expresi
ve specifickém typu tka@n Druhym gistupem je vySébvani vybranych miRNA pomoci
gRT-PCR (PCR v redlnértase po fedchozi reverzni transkripci) s nadslednou normeilliza
pomoci refereénich ger (). Takto Ize nafiklad nefit aberantni hladiny jednotlivych
MIiRNA za &elem owieni souvislosti s progndzou, typem tkdam podobr. Negastji se

k normalizaci vyuziva kratkych RNA, jako jsou U6 QRIMURA etal.2011,
RYU et al.2010, PREISetal.2011, JAMIESONet al.2012, XUEet al.2013), U44
(OHUCHIDA et al.2011), 18S (LEEet al.2007, GREITHERet al.2010, PARKet al.2011),
setkavame se také snormalizaci pomodikterych miRNA, nafpiklad miR-16
(WANG et al.2009) a miR-54 (Ht al.2010).

Tab. 2.6.Porovnani metody gRT-PCR a miRNA microarrays (upna podle MEYERet al.2010).

gRT-PCR miRNA microarray
Princip PCR amplifikace Hybridizace
Doporu¢ené mnozstvi RNA 10 - 700 ng 100 - 10 000 ng
Limit detekce 10 - 22 mol 10 - 18 mol
Zpracovani dat 1 den vice nez dva dny
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Obr. 2.8. Schématické znéazofni pribéhu reverzni transkripce kratkych RNA a nasledné
kvantitativni PCR. Na 3‘ konec vyizolované RNA jejdiive pipojen polyA konec pomoci polyA
polymerazy. Nasleduje fipojeni adaptorové sekvence s oligoT a nukléotd (A, G nebo C)
aN (A, T, G nebo C) (sén 5'->3°). Pridanim reverzni transkriptazy dochazi k reverzangkripci.
Vnesenim adaptorové sekvence do cDNA ma kazdaspna RNA univerzalni sekvenci na svém
5' konci. Pouzitim priméru nasedajiciho v oblastiiverzalni sekvence cDNA ip nasledujici
kvantitativni PCR je zaji8ha specifita amplifikace cDNA fragméntJedn& se o reverzni primer -
sekvenci oligonukleotitl shodnou se sekvenci adaptoru. Pro kvantifikacciipké miRNA je tedy
sekvence druhého priméru shodna se sekvenci miRNA.

2.4.1 Problematika EUS-FNB

Jak jiz bylo popsano vysSe, aftbvzorku pomoci EUS-FNB je vyhodny #Awbdu
dostupnosti pro vSechny pacienty bez ohledu naiwtédejich onemocéni, moznosti
opakovaného odiu a niZzSi invazivity v porovnani s resekci tumomlavic nasledné
zdravotni komplikace jsou u paciéntelmi vzacné (ELOUBEIDEt al.2003). Res vSechny
tyto vyhody existuje na §t€ jen rekolik malo pracovis, které tyto druhy vzork vyuzivaji
pro analyzu molekularnich znaka’ uz na arovni DNA nebo exprese RNAuDI je hned

nekolik (viz dale).
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= QdliSeni nddorové od zattlivé tkdné u vzorka EUS-FNB

EUS-FNB je velmi pesnou metodou pro diagnostiku pacdiestpoderenim na KP,
zvlase pokud ostatni diagnostické metody selhaly. CidivRUS-FNB je 84 %, specifita az
97 %. Nevyhodou je pomé nizkd negativni predéki hodnota, ktera se pohybuje okolo
50 - 60 % (tzn. jak velka je pra&plbdobnost, Ze pacienti s negativnim vysledkem z EUS
opravdu nemaji KP). Navic az u 20 %ipad nelze stale diagnozu dit. Velmi ¢asto je
nadorova tkA zangnovana s loziskem zé&t, kterym n@ize byt ohrariena
(ELOUBEIDI et al.2003, BOURNETet al.2011).

Pro potvrzenici uréeni diagnozy je poté odebrana itkposuzovana cytologem
a pipadré také histologem. Zde vSak dochazi k dalSim probigns utenim diagnozy.

V piipact KP se spolu s nadoreméni i cely charakter pankreatu. Dokonce i nenadorové
buiky pankreatu rni svou morfologii, jsou viizném stadiu diferenciace a ve zvySenéemi
exprimuji fadu signalnich molekul. Tk&pankreatu je vlivem nadoru prostoupena rozsahlou
fibrézou a v okoli nadoru i v ostatni¢stech pankreatu sasto vyskytuji zagtliva loziska.
Tyto zmeEny jsou zaminitelné s chronickou pankreatitidou nebo jinym typdenigniho
zarstu. Z tchto divodi paki tk&i pankreatu k nejnatoéjSim typim vzorki z hlediska
patologické interpretace nalezu. ¥Ygadt fixovanych vzork po resekci Ize histologicky
ohrantit lozisko nadoru od okolni z&étlivé tkant a ziskat tak pro dalSi analyzystou
nadorovou tkA. U nativnich vzork z EUS-FNB a zmrazenych tkani pankreatu je to vSak
témef nemozné. Navic jsou vzorky z EUS-FNB tak malémrehdy pro histologické teni

ani nestai. Vysledky cytologie jsou wthto pgipadech takétasto nejednoziiaé a i
cytologickém vySéeni nelze ohranit loZisko nadoru (HEZElet al.2006, KLOPPEL

a ADSEY 2009).

Pro ziskanicisté nadorové tkanpomoci EUS-FNB jsou kladeny vysoké naroky
na zrénost a zkusenosti léka, ktery odBr provadi. Riziko odebrani neluglmadorové tka
je touto technikou vysoké zidodu nerozpoznaniiesného charakteru tk&mebo vlivem
prichodu jehly pes ¢asti slinivky, které ohratuji nador. V pipact nejasného vysledku
cytologie a nemoznosti histologicky &it pritomnost a fipadnou lokalizaci loziska nadoru
ve vzorku, nelze dit, zda se jedna o vzorek pochazejici z KP nebétaan

Diagnostiku lze ufesnit analyzou molekularnich zrgk ptipadré v kombinaci
s vysledky cytologie. Upravou izalaich postup pro tk& pankreatu Ize i z velmi malych
vzorkli FNB vyizolovat dostatek DNA pro detekci mutackganagiklad pro detekci mutaci
v genuKRAS Metoda detekce mutaci musi byt dostiakecitliva, aby zachytila i nepatrné

mnoZstvi mutované frakceriBbmna mutace KRASnNeni sice dostaljici k uceni gesného
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sloZeni vzorku, avSak poukazuje (specifita 100 gojritomnost nadorovych bk, jak bylo
zjisttno uresekovanych vzark KP (TADA et al.2002, TAKAHASHI et al.2005,
SALEK et al.2007, BOURNETet al.2009). Redchozi vyzkumy naSi labor&éo navrhly
kombinaci detekce mutaci KRAS se ztratami heterozygozity tumor suprés@DKN2A
aDPC4 vedouci ke zvySeni citlivosti metody diferencidlmiiagnostiky KP a CHP
(SALEK et al.2007). Jina prace nabizi moznost diferencialni mbatky pomoci analyzy
epigenetického unséni miR-148a zgsobeného hypermethylaci promotorové oblasti genu
této miRNA (HANOUNet al.2010).

» Analyza expresi miRNA ze vzorki EUS-FNB

Tkan pankreatu obsahuje velké mnoZstvi enzymnukleaz, které &tuji izolaci
nukleovych kyselin (NK) a Zisobuji jejich pedtasnou degradaci. Kvalitu a mnozstvi NK Ize
ovlivnit fixaci, hlubokym zmrazenim nebo vioZenikamé do stabiliz&éniho roztoku ihned po
jejim odkEru a Upravou izoknich postup. Nadorova tka obsahuje nukleaz océco meén,
presto vSak problémy s izolaci NKigirvavaji a dochazi kjejich nadmé degradaci.
Vzhledem k mnoZzstvi ziskaného vzorku je ovéinn vyteZzek NK. Vyi&zek RNA je mnohdy
tak maly, Ze nelze poktavat v dalSich analyzach. \fipadt izolace miRNA je sice obava
Z jejich degradace zanedbatelna vzhledem k jejilloed avSak jejich vyEky také nejsou
vysoké. Maloktera laboratoje proto schopna miRNA ztohoto typu vzorku vyoait
v dostaténém mnoZstvi (SZAFRANSKAt al.2008, BOURNETet al.2011).

Vzhledem k vySe popsané problematice nemoznosegnirgesrejSiho zastoupeni
nadorovych bugk, nastava u analyz expresi miRNA, ale také dal$&hA, problém.
U vzorki je sice zndfena relativni hladina miRNA, ale nevi se, kolikalo@vymi buikami
je jejich abnormalni expreset@mbena, coz fize vést k nespravné interpretaci vyskedk

Neni proto divu, Ze tentocavyhodny, avSak problematicky &gob detekce expresi
mMiRNA je swtovym unikatem. Byly nalezeny pouzgyii laboratde, které se zabyvaji
kvantifikaci MiRNA ze vzork EUS-FNB (SZAFRANSKAet al.2008,
TORRISANI et al.2009, PREISt al.2011 ALI et al.2012, BRANDet al.2014).

Prvni z uvedenych studii ukdzala, Ze Ize kvantifdiomiRNA z EUS-FNB pomoci
gRT-PCR. | pesto, Ze do této pilotni studie bylo zahrnuto polizevzorki urcenych na
zaklad cytologického vyséeni, bylo ukazano, Ze lze odlisit maligni od benigane pomoci
analyzy exprese miR-217 spolu s miR-196a (SZAFRAKNS# al.2008). Stejnd laborato
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pon¥rné nedavno publikovala dalSi studii, ve které prok@azdiagnosticky vyznam &b
vybranych miRNA na skupin228 vzorki (BRAND et al.2014).

DalSi studie prokazala na podskupit? vzorki snizené exprese let-7 u PDAC, ale
také néeSila zastoupeni nadorovych Blrve vzorku (TORRISANEt al.2009).

Ponern¢ vysSi pdet vzorki EUS-FNB, ato konkréth4l, byl vyuZzit v dalSi studii.
Zde byly vzorky fixovany a weny pomoci histologie. Nakonec bylo pouzito 23 «adKP,
které obsahovaly vice nez 50 nadorovych dauna 12 vzork benigni tkas. Pomoci
hybridizace n&ipu bylo zjiS€no 228 miRNA, které byly aberaritexprimovany ve vzorcich
KP. Poté byla u 7 miRNA tato exprese potvrzena pmBRT-PCR (ALlet al.2012).

Na dilezitost uteni gesného charakteru b&knve vzorku upozornila jedina studie.
Jejim cilem bylo posoudit prostorove exprese miRNAP a utit, zda jsou zrény v expresi
jednotlivych miRNA specifické pouze pro itky nadoru nebo jsouiffomny i u jinych tyg
burgk v okoli nadoru. Bylo vyuzito kombinované ISHluprescence based In Situ
Hybridization) oligonukleotidi miRNA s IHC (munoHistoChemistjybarvenim specifickych
proteini. Do studie bylo Z@mzeno 95 pacieit s PDAC potvrzeného pomoci EUS
a 11 kontrolnich paciett Vybrana kandidatni miRNA — miR-10b - vykazovalgsi expresi
u maligni tkag, u pacieni ve stadiu | a Il vykazovala niZsi exprese nez zd¥@ich stadiich
a prokézala tedy korelaci s prognézou. Bylo &jiét Ze pouzitim této metody Ize velmi deb
rozliSit benigni od maligni tka&n zvysit diagnostickou fesnost EUS-FNB a stanovit
prognézu (PREI®t al.2011). Tato metoda kvantifikace miRNA nema vsakidp velky
potencial pro vyuziti v klinické praxi.

BohuzZel i ges sodasné pokroky v metodach molekularni biologie nebstale
publikovana studie, ktera by dokézala spolehibdliSit maligni tké& pankreatu ze vzoibk

FNB, nalezla vyznamné prognostické miRNA a bylazp@ina v klinické praxi.

2.5 VySetirované molekularni znaky

2.5.1 MiR-21-5p
Mezi nefastji studované miRNA v souvislosti s KP patmiR-21. MiR-21 je

kédovana samostatnym genawiR21 lokalizovanym na dlouhém raménku chromozomu
¢islo 17. Pre-miR-21 je dlouha 72 nukledtia samotnd maturovana forma ma 22 nukléotid
Tato miRNA byla jednou z prvnich identifikovanychwsich miRNA a je silg evoluné

konzervovana (www.mirbase.org).
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Jak jiz bylo popséano vipdchozich kapitolach, miR-21 je spojovana s prowesipuci
k maligni transformaci u KP. MiR-21 oviiuje proliferaci, frekvenci &eni, migraci a invazi
nadorovych bugk (PARK et al.2009). Tato miRNA je také velntiasto gednttem studia
expresi u KP, kdy se uvadi, Ze je exprimovana y8ewe hladi& oproti zdrave tkani
nebo CHP (BLOOMSTONMt al.2007, LEEet al.2007, DILLHOFFet al.2008,
WANG et al.2009, PREISt al.2011, BAUERet al.2012, JAMIESONet al.2012,
LIUR. et al.2012, FRAMPTONet al.2014). Objevuji se prace, které spojuji zvySenou
expresi miR-21 s rozvojem PanIN (DU RIEUal.2010, YUet al.2012, XUEet al.2013).
V neposledni fadkd se tato miRNA zd& byt ukezitym prognostickym znakem
(GIOVANNETTI et al.2010, HWANGet al.2010, JAMIESONet al.2012,
PAPACONSTANTINOUet al.2013). V souvislosti s miR-21 se vel@asto hovéi o jejim
vyuziti v terapii KP, protoZe je chemorezistentnikikhkim gemcitabinu, sniZuje¢innost
indukce apopt6ézy a zamezuje dalSimstu nadorovych butk (GIOVANNETTI et al.2010,
HWANG et al.2010).

2.5.2 MiR-10b-5p

MiR-10b pati do RNA genové rodinymiR-10 spolu s miR-10a, miR-51, miR-57,
miR-99 a miR-100. Gen pro miR-10b je dov¢ka lokalizovan na 2. chromozomu, jeji
prekurzorova struktura je dlouhd 110 nuklebtich jeji maturovand forma sestava
z 22 nukleotid (www.mirbase.org).

Bylo zjiStno, Ze tato miRNA je rozditnh exprimovana viznych typech tkani
pankreatu. V nadorové tkani se vyskytuje ve vys$ilgdinach nez u CHP nebo u zdravé
tkare (BLOOMSTONet al.2007, PREISt al.2011, NAKATA et al.2011). Jeji exprese je
také zvySena u CHP v porovnani s normalni tkahO@BMSTON et al.2007). MiR-10b je
spojovana rov¥ s PanIN, kdy se ve stadiich PanIN-2 a PanIN-3epwi jeji vyrazr
zvysSené exprese (XUé& al.2013). Se zvysujici se expresi miR-10b byla pozamavhorsi
progndza u paciefits KP (PREISt al.2011, NAKATA et al.2011).

2.5.3 Referentni gen U6 (RNUG6D)

U6 je mala nekddujici jaderna RNA (snRNA), kteraisastni sesthu spolu s malymi
jadernymi ribonukleoproteiny (snRNP). Jeji sekvejeerysoce konzervovana a v genomu
obratlova@ se nachazi v mnoha kopiich (BROW a GUTHRIE 1988§inou z&chto kopii je
u clovéeka i RNU6b (také RNU6-2 RNA, U6 small nuclear )2 lokalizovana
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na chromozomu 10. RNU6b vytiial07 bp dlouhy transkript, ktery se dieklada v protein
(www.ensembl.org).

RNUG6b pati mezi tzv."house-keeping geny“Tyto geny jsou péebné pro zachovani
zakladnich bugenych funkci nezbytnych pro existencirity, a proto se igdpoklada jejich
stabilni exprese ve vSechitidch organismu bez zavislosti na typu tkanyvojovém stadiu,
bunééném cykluéi vngjSich signalechHouse-keepingyeny se proto Siroce vyuZivaji jako
tzv. endogenni kontroly nebo refetengeny, a to zejméndimanalyzach expresi RNA.

Studie, ktera analyzovala 3&nych lidskych tkani @etrg pankreatu) a 60 nadorovych
linii, potvrdila, Ze RNUG6b je wthto vzorcich stabithexprimovan a dopotila jej tedy jako
vhodny referetni gen (APPLIED BIOSYSTEMS 2010). ProtoZe je traipk RNU6b
relativre kratky, velmicasto se uplauje @i analyzach hladin miRNA, které se pomo¢j n
normalizuji, nevyjimaje studii zabyvajicich se miRNi KP (MORIMURA et al.2011,
RYU et al.2010,PREISet al.2011, JAMIESONet al.2012, XUEet al.2013).

2.5.4 GenKRAS

Gen KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene hong)lge u c¢loveka
lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 12, aghkrasek pblizné 45 kbp a obsahuje
6 exori. KRAShraje velmi dlezitou roli v procesu butné signalizace. Protein Ras, jenZ je
produktem tohoto genu, je lokalizovan na kmiitstra plazmatické membrany a piat
mezi malé G proteiny. Jeho funkci je tedy véazat GkKRrym se zarove aktivuje.
V neaktivnim stavu se vyskytuje s navazanym GDP.

Fyziologické aktivaci Ras (Obr. 2.9fquchazi fenos signalu signalni molekulotes
membranovy receptor a pomocné proteiny. Signalrekoata (napiklad cytokin) se navaze
na specificky membranovy recept@imz dojde k jeho autofosforylaci a dimerizaci. Témt
receptor naslednvaze pomocné proteiny Shc@HC-transforming protein)1 Grb2 Growth
factor Receptor-Bound protein) 2 Sos $on Of SevenlessSos pai mezi GEF proteiny
(Guanine Exchange Factor)reavazanim na protein Ras indukuje jeho konf@mhamenu,
kdy dojde kuvolani GDP avazé GTP. Aktivhi Ras-GTP potéigdava signal dale,
nagiklad MAPK kaskadou Nlitogen Activated Protein Kinase cascadeebo drahou
zprostedkovanou fosfatidylinositol-3-kinazati Ral proteiny Ras-Like proteins Po gedani
signalu dojde oft k hydrolyze GTP na GDP pomoci GAPs proleiiGTPase Activating
Proteing a Ras je inaktivovan (BENESOVA 2007).
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Za patologickych okolnosti, tedy ndidad v pipact mutace v gentKRAS(ve &tSing
piipadi se jedna o bodové mutace v kodonech 12 a 13 eXambo mé# ¢asto v kodonu
61 exonu 3), je Ras permanehtraktivovany (Ras-GTP). Normalni proces btme
signalizace je timto naruSen a dochazi ke zvySesldguaci, napiklad blokovanim apoptozy
a podporou angiogeneze (BENESOVA 2007, LIKiGl.2012).

Somatické mutace v protoonkogeKIRAS se vyskytuji u vice nez 70 % duktalnich
adenokarcinorin pankreatu (ALMOGUER/et al.1988, SALEKet al.2007,

SALEK et al.2009, www.cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

@ signélni molekula

N e cytoplazmatickd membrina
299900990 | | 299099990000000998998899099 989
4+8“““ 8 “quéu34“4“4|“$““
g88-coP | - gg-cte 58-GDP
neaktivni Ras BENvSE R neaktivni Ras
transdukéni drahy

bunééna odpoved

bunééna proliferacea
diferenciace,inhibice apoptozy,
remodelace cytoskeletu,apod.

Obr. 2.9. Aktivace proteinu Ras vedouci k igné odpowdi (upraveno podle BENESOVA 2007).

» Detekce mutaci KRAS analyzou heteroduplexi

Pro detekci bodovych mutaci je vyuzivano mnoha thétagiklad DNA sekvenovani
nebo metod rozliSujicich mutované a nemutované yorACR amplifikat). Citlivou
a presnou metodou je analyza heteroduplgpomoci denatutai kapilarni elektroforézy
(DCE, Denaturaturing Capillary Electrophoregis

Heteroduplexova analyza ummje detekci mutaci ve vzorku sguichozi amplifikaci
daného Useku. Kazdy amplifikovany fragment neseng@mem zanesenou fluores¢en
znaku atzv. GC svorku, kterd zajisti, Ze fragmentyoudou i DCE zcela rozdeny.
Speciélni teplotni program v cykléru n#jee amplifikované fragmenty divokych

a mutantnich alel denaturuje vysokou teplotou #edas postupnym ochlazovanim teploty
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fragmenty renaturuje za vzniku homodugilex heteroduplek (Obr. 2.10). Vytvéena smis
homoduplex a heteroduplekje nasled& analyzovana pomoci DCE. DCE slouzi k separaci
fragmentt DNA s jejich ¢ast€nou denaturaci s pouzitimézného genetického analyzéatoru
(DNA sekvenatoru). Principem detekce fragnigetjejich pohyb v kapilée v prostedi gelu,
kdy jsou vystaveny elektrickému poli a pohybuji &e kladnému pélu v zavislosti
na své délce (delSi fragmenty se pohybuji pomadiynformaci. Nejprve jsou pomoci laseru
detekovany homoduplexy a naslédheteroduplexy, které se gelem pohybuji pomaleji,
ato vlivem jejich nekomplementarriiasti. Resné ptadi homoduplek zavisi na druhu
divokého a mutantniho typu (nididad GC pary jsou vice stabilni, a proto se tyagmenty
detekuji dive). V pripac, Ze vzorek neobsahuje mutované fragmenty, je detek pouze
jeden fragment divoké alely. Vyhodou této metodytge Ze lze zachytit i malé procento
mutované frakce. DalSi vyhodou je moznost kvalikbi kvantifikovat mutovanou frakci.
Kvalitativné toho Ize docilit srsi vzorku s kontrolni sési 0 znamém typu mutace, kdy je
vzorek a kontrola zré@na jinou fluorescemi znakou (Obr. 2.11).

Divoka Mutantni

Homoduplex Heteroduplex
alela alela plexy plexy
1 GC svorka | - - :, -
= = = = — =

= = = =

Denaturace
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Pomala renaturace
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Obr. 2.10.Zn&zorrni tvorby heteroduplax
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Obr. 2.11. Elektroforegram: detekce mutaci v gd(RASpomoci heteroduplexni analyzy.

Vzorek je zndeny 6-karboxyfluoresceinem (FAM) (modra), kontrolge zna&ena
karboxymethylrhodaminem (TAMRA)¢érna). Analyza prokazala mutaci v geMRAS kdy se
jednalo o stejny typ mutace, jako je pouZit v koltim PCR produktu.
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3 Cile prace

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace labamatto postupu pro kvantifikaci

mMiRNA u vzorki ziskanych pomoci EUS-FNB za&alem zpesréni diagnostiky a odhadu

progndzy karcinomu pankreatu.

Dil¢i cile:
1. Optimalizovat izolaci NK ze vzotkEUS-FNB.
2. Optimalizovat postup reverzni transkripce a qPCR.
3. Stanovit @innost a zjistit specifitu primér pro gPCR miR-21 a miR-10b
a refereniho genu RNUG6b.
4. Owerit optimalizované laboratorni postupy pro izoladéd Na skupig 110 vzork.

5. Analyzovat mutace v genlKkRAS u 110 vzork za &elem potvrzeni diagnozy

a odhadu zastoupeni nadorovych &uwe vzorku.

Owetit optimalizované laboratorni postupy pro kvantiitk RNU6b, miR-21
a miR-10b pomoci gRT-PCR u vzdrk nalezenou mutacikKRAS.

NavrhnoutieSeni pro kvantifikaci miRNA s ohledem na zastoipdorovych bugk

ve vzorku.
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4 Material a metodika

4.1 Pacienti

Do studie bylo z&azeno celkem 110 paciéns podegenim na KP. Ti byli vySéeni
v Ustredni vojenské nemocnici — Vojenské fakultni nemadicniPraze (UVN) na Oddeni
gastrointestinalni endoskopie. Vy&ati probihalo pomoci EUS se gasnou biopsii tenkou
jehlou potencialéa nddorové tkéh Dale byl ziskdn informovany souhlas pacientawzitim
vzorku pro ¥decké dely a shromaZovana dalsi klinicka data (Tab. 4.1). Zadny z padie
nebyl ged odirem vzorku léen ani operovan. Diagndéza byla stanovena rétka

v kombinaci s cytologickym vySetnim.

Tab. 4.1.Klinickopatologicka charakteristika paciént

Pocet pacienti 110
Pramérny vék 68 let
Pocet pacienti (procento z celkového péu 110 pacienti)
. Zen 58 (53 %
Pohlavi mu% 52 247 %;
CHP 16 (15 %)
Diagndza nestanovena 9 (8 %)

KP (PDAC) 85 (77 %)

Pocet pacienti (procento z celkového pétu 85 pacienti s diagnézou KP)

1A 4 (5 %)

Stadium 1B 8 (9 %)

onemocréni 11 38 (45 %)
v 35 (41 %)

hlava pankreatu 60 (71 %)
télo pankreatu 18 (21 %)
ocas pankreatu 7 (8 %)

Lokalizace
tumoru

4.2 Odbér a uchovavani vzorki

Chemikalie:
RNAlater® (Sigma-Aldrich, USA)

Bezprostedre po vySeteni pacienta byl ziskany vzorek viozen do stermil
mikrozkumavky, kterd obsahovala 1,5 ml RNAlater raabjiciho degradaci vzorku
RNazami. Kazdému vzorku bylo poté v nasSi labdrajaridéleno pracovni ozrgni
SL a pdadovécislo. Vzorky jsem dlouhoda@skladovala fi —20 °C.
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4.3 lzolace RNA

Pristroje:

Sterilni box DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan otySsko)

Digitalni tepelny blok s regula¢asu a teploty (VWR, USA)

Minitirepaka UV3 (VWR, USA)

Centrifuga 2416 s regula¢asu a otéek, 24 x 2ml mikrozkumavka (Eppendorf¢idecko)

Pred samotnou izolaci RNA jsem rozmrazené bioptickérky premistila do sterilni
1,5ml mikrozkumavky s ¥kem. Ridavani vSech roztdk a manipulaci se vzorkem jsem
provadtla pomoci sterilnich Spek s filtrem v prosedi sterilniho boxu. Kvantifikace RNA
byla provadna pomoci fluorometrie Mgr. Terezou Halkovou. Vy@a@nou RNA jsem

uchovéavala p -80 °C.

4.3.1 Izolace celkové RNA soupravou RecoverAll Total Nueic Acid

Isolation Kit
Chemikalie:
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambit®, USA)
- Digestion Buffer (pomocny pufr ke&teni protedzou)
- Protease (proteaza)
- Isolation Additive (izol&ni aditivum)
- Wash | Buffer (promyvaci pufr 1)
- Wash 2/3 Buffer (promyvaci pufr 2/3)
- DNase (DNéaza)
- DNase Buffer (DNazovy pufr)
Bezvody ethanol (Dr. Kulich Pharm@r)
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-Bio;R)

Nejdrive jsem k bioptickému vzorkurigala 100 pl pomocného pufru a 4 pl proteazy.
Tuto smés jsem promichala pipetou a inkubovala 15 mintit50 °C a pesr® 15 minut
pii 80 °C. Nasled# jsem pidala 120 pl izolaniho aditiva a 275 pl ethanolu. Lyzat jsem
peilivé promichala pipetou. 100 ul lyzatu jsem poté napiymda do sterilni 1,5ml
mikrozkumavky s wikem pro naslednou izolaci DNA (viz 4.4 1zolace DN&\ybytek lyzatu

aplikovala na kolonku umisgtou ve sbrné zkumavce. Lyzat jsem
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centrifugovala 30 sekundid0 000 x g. Obsah 8mé zkumavky jsem odstranila. Na
kolonku jsem aplikovala 700 pl promyvaciho pufra éentrifugovala 30 sekundi@d0 000 x

g. Nasledn jsem odstranila obsah &hé zkumavky. Dale jsem na kolonku napipetovala
500 pl promyvaciho pufru 2/3, centrifugovala 30 wsek @ 10 000 x g a obsah &me
zkumavky odstranila. Znovu jsem na kolonku napipai@ 500 pl promyvaciho pufru 2/3,
centrifugovala 30 sekundipl0 000 x g a obsah &mé zkumavky odstranila. Kolonku jsem
nasledg jesS€ jednou centrifugovala 30 sekundi @0 000 x g. Poté jsem sitipravila
ve sterilni 1,5ml mikrozkumavce DN&azovou &mslozenou z 50 pl vody, 4 pl DNazy
a 6 ul DNazového pufru pro jeden vzorek. 60 pl pgobané a kratce centrifugované
DNazové smssi jsem aplikovala na kolonku a inkubovaka teplo€ 25°C po dobu 30 minut.
Po uplynulé inkubaci DNazy na kolonce jsem na kkiloaplikovala 700 pl promyvaciho
pufru 1 a centrifugovala 30 sekun#l PO 000 x g a poté odstranila obsakraB zkumavky.
Dale jsem na kolonku napipetovala 500 pl promywagitifru 2/3, centrifugovala 30 sekund
pii 10 000 x g a obsah &mé zkumavky odstranila. Znovu jsem na kolonku pefmvala
500 ul promyvaciho pufru 2/3, centrifugovala 30 wek @i 10 000 x g a obsah &mé
zkumavky odstranila. Kolonku jsem j&Sednou centrifugovala 1 minuturipl0 000 x g.
Nakonec jsem kolonkuipmistila do sterilni 1,5ml mikrozkumavky pro 2éxnou eluci

RNA. Do kolonky jsem pdala 60 ul PCR vody a centrifugovala 1 minuftul3 000 x g.

4.3.2 Izolace RNA v rdmci optimalizatnich kroki

V ramci optimalizace jsem roZibvala vzorky na dva nebditstejné dily a nasledn

izolovala RNA vybranou soupravou pro kazdy dil \or
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» |zolace celkové RNA soupravou NucleoSpin totalRNA FPE

Chemikalie:
NucleoSpin® totalRNA FFPE (Machery-Nagekmiecko)
- Lysis Buffer FL (lyz&ni pufr)
- Proteinase k (proteindza K)
- Decrosslinking Buffer (D-link pufr)
- MDB Buffer (pufr pro odstragni soli)
- rDNase (DNaza)
- DNase Reaction Buffer (DNazovy resk pufr)
- FW1 Buffer (promyvaci pufr 1)
- FW2 Buffer (promyvaci pufr 2)
Bezvody ethanol (Dr. Kulich Pharm@r)
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)

Izolagni postup byl u pouziti této soupravy obdobny jakepupravy RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Kit (kapitola 4.3.1) s drojmi odchylkami v inkubénich ¢asech,
teplotdch a podminkach centrifugaci. N@jd jsem tedy tk& rozlozila inkubaci
se specialnimi pufry a proteinazou K, naskedeem NK vysrazela ethanolem. Poté jsem
odebrala 100 pl lyzatu pro izolaci DNA a zbytekdyz aplikovala na kolonku. Po promyti
kolonky jsem na membranu aplikovala DNazu a inkatb@vPoté jsem kolonku promyvala

pufry a nakonec jsem eluovala RNA do 20 ul PCR vody

» |zolace celkové RNA soupravou mirPremier microRNA kolation Kit

Chemikalie:
mirPremier® microRNA Isolation Kit (Sigma-AldrictySA)
- Lysis Solution (lyzani roztok)
- Binding Solution (roztok pro navazani na membraolothkky)
- Wash Solution 2 Concentrate (promyvaci roztok)
2-mercaptoethanol (14.3 M (pure liquid)) (Sigma-#dt, USA)
Bezvody ethanol (Dr. Kulich Pharm@R)
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)
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Ve srovnani sizotmim postupem u soupravy RecoverAll Total NucleicidAc
Isolation Kit (kapitola 4.3.1) byl postup izolaceuto soupravou rozdilny ve agobu
rozruSeni tka& (specialni roztok s 2-mercaptoethanolem a homagea), zpsobu
odstragni DNA ze vzorku (vysradzeni zroztoku specialnimufrp) a inkub&nich
a centrifuganich podminkach, avSak principidlnse také jednalo o zachyceni RNA
na membranu kolonky s naslednym promyvanim &ménou eluci vodou. fed aplikaci
na kolonku jsem si odebrala 100 pl lyzatu pro izgbl@NA. RNA jsem eluovala do 75 pl
PCR vody.

» |zolace malych RNA soupravou mirPremier microRNA Ilation Kit

Chemikalie:
mirPremier® microRNA Isolation Kit (Sigma-AldrictySA)
- microRNA Lysis Buffer (lyz&ni roztok)
- Binding Solution (roztok pro navazani na membraolothkky)
- Wash Solution 2 Concentrate (promyvaci roztok)
2-merkaptoethanol (14.3 M (pure liquid)) (Sigma-Adth, USA)
Bezvody ethanol (Dr. Kulich Pharm@R)
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)

Ve srovnani sizolmim postupem u soupravy RecoverAll Total NucleicidAc
Isolation Kit (kapitola 4.3.1) byl postup izolaceuto soupravou rozdilny ve agobu
rozruSeni tka® (specialni roztok s 2-merkaptoethanolem ahomager), zfsobu
odstragni DNA ze vzorku (diky pouziti specialnich piufse NK delSi nez 200 nukleotid
nezachyti na membranu kolonky) ainkéi@h a centrifugénich podminkach, avsak
principialné se také jednalo o zachyceni RNA na membranu kgloakaslednym
promyvanim a za&ret¢nou eluci vodou. id aplikaci na kolonku jsem si odebrala 100 pl
lyzatu pro izolaci DNA. RNA jsem eluovala do 25RCR vody.
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4.4 |zolace DNA

Pristroje:
Biohazardni laminarni box (Merci Biohazard, Frahcie
Digitalni tepelny blok s regula¢asu a teploty (VWR, USA)
Minitirepaka UV3 (VWR, USA)
Centrifuga 2416 s regula¢asu a otéek, 24 x 2ml mikrozkumavka (Eppendorf¢idecko)
Chemikalie:
JETQUICK Tissue DNA Spin Kit (GenomedR)

- Proteinase k (proteinaza K)

- T1 Buffer (lyz&ni pufr T1)

- T2 Buffer (lyz&ni pufr T2)

- TX Buffer (promyvaci pufr TX)

- T3 Buffer (promyvaci pufr T3)
Bezvody ethanol (Dr. Kulich Pharm@R)
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)

DNA jsem izolovala ve sterilnim boxu ze 100 pl lgegviz 4.3 lzolace RNA).
K lyzatu jsem pidala sterilni Sgikou s filtrem nejdive 200 ul lyzaniho pufru T1 a poté
25 pl proteindzy K. Siis jsem pélivé promichala a inkubovala 1 - 2 hodingi p6 °C. Poté
jsem gidala sterilni Sgikou s filtrem 200 pl lyzéniho pufru T2, s®s jsem promichala
a inkubovala 10 minutip 70 °C. Zkumavky jsem vlozila do chladiciho stdjan pidala
Spickou s filtrem 200 pl bezvodého ethanolu ochlazengddeplotu -20 °C a roztok ihned
dukladre promichala. Poté jsem roztok pomoci sterilntl§pis filtrem gevedla na kolonku
se skrnou zkumavkou a centrifugovala 1 minutti §O 000 x g. Obsah 8mé zkumavky
jsem odstranila a na kolonku napipetovala stesjmékou bez filtru 500 pl promyvaciho
pufru TX s naslednou centrifugaci 1 minutii O 000 x g. Obsah 8mé zkumavky jsem
opét odstranila a na kolonku napipetovala sterilni¢lépi bez filtru 500 pl promyvaciho
pufru T3 s naslednou centrifugadii gtejnych podminkach. Obsahéste zkumavky jsem
opét odstranila a znovu vlozila pod kolonku. Nasledavalvouminutova centrifugace

pii 13 000 x g. Kolonku jsem vlozila do sterilni 1,bmikrozkumavky s wtkem.
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Na sted kolonky jsem napipetovala sterilni &mu s filtrem 40 pl 70°C PCR vody
a inkubovala 1 minutuiplaboratorni teplat Zkumavku s kolonkou jsem poté centrifugovala
2 minuty @ 10 000 x g,¢imZ jsem do vody eluovala DNA. DNA jsem kvalitatévovérila
horizontalni gelovou elektroforézou (viz dale). Ktifikace byla provaéha fluorometricky
Mgr. Terezou Halkovou. DNA jsem dlouhodoskladovala fi -20 °C.

4.5 Horizontéalni gelova elektroforéza v agar6zovém gelu

Pristroje:

Elektricky vai¢ (Lavat,CR)

Sestava pro agarézovou elektroforézu - Elite 308 PlVealtec, USA)

UVP lampa seétecim a UloZznym Zé&enim (BioPoc-ITTM, Velka Britanie)

Chemikalie:

Agarose DNA Grade Electran® for electrophoresigfaga) (VWR, USA)
Tris-Borate-EDTA buffer (TBE pufr) (89mM Tris-bomta 2mM EDTA, pH 8.3) (Sigma-
Aldrich, USA)

Ethidium bromid (10 mg-rit) PCR ethidium bromit? (Top-Bio, CR)

GeneRuller 50 bp DNA ladder (velikostni standafid)grmo Scientific, USA)

GeneRuller 100 bp DNA ladder (velikostni standdiid)ermo Scientific, USA)

6x DNA Loading Dye (vkladaci pufr) (10OmM Tris-HCbKl 7.6), 0.03% bromophenol blue,
0.03% xylene cyanol FF, 60% glycerol, 60mM EDTAhEFmMo Scientific, USA)

Pro gipravu 1 % agardézového gelu jsem tigjed smichala 25 ml 20xediného TBE
pufru s 250 mg agar6zy. Tuto &njsem pivedla k varu a ochladila nariplizn¢ 70 °C.
Do rozpustné agardzy jsem poté napipetovala 5 pl ethidiummimo a smis nalila do
elektroforetické vany. Nakonec jsem do elektroficket vany vlozila bkebeny a nechala
agarozu ztuhnoutip4 °C po dobu asi 20 minut. Zipraveného agarézoveho gelu jsem poté
vyjmula hrebeny¢imz jsem si vytviila jamky pro aplikaci vzorku. Gel jsem nakonegelja
ziedknym TBE pufrem tak, aby byl cely poifem a byly ponteny také elektrody.

3 ul vzorku jsem nejive fedila 2 pl vkladaciho pufru. Seasti kazdé elektroforézy
byla aplikace 1 pl velikostniho standardu do kidjnjamek. Naslednjsem k elektrodam
elektroforetické vany ifpojila zdroj elektrického nafpi, ktery jsem nastavila na 45 V,

500 mA agas 30 minut.
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VloZzenim gelu pod zdroj UV stla jsem zviditelnila prouzky DNA
nebo PCR fragmeiit V zavislosti na intenzitemise s¥tla prouzki jsem owvfila pritomnost
a ukila pribliznou koncentraci PCR fragmeénta DNA. Velikost PCR fragmedit jsem
uréovala pomoci porovnani s fragmenty velikostnihondsadu o znamych velikostech,

a to na zaklagljejich vzdalenosti od startu.

4.6 PCR

Pristroje:

Sterilni box PCR Cabinet (Esco ISOCIDETM, Rakousko)
Minitirepaka UV3 (VWR, USA)

Minicentrifuga Mini Star, 32 x 0,25ml mikrozkumavkRgWR, USA)
Cyklér C100TM (BIO-RAD, USA)

PCR snds priméfi, reakni smesi a vody jsem fipravovala pomoci sterilnich &gk
s filtrem ve sterilni PCR mistnosti. $mjsem naslednkratce promichala, centrifugovala
a rozpipetovala do 0,25ml sterilnich mikrozkumavekté jsem ve sterilnim boxuigavala
ke sngsi vzorky. Snds se vzorky nebo vodou jsem kratce promichalaribegvala a viozila
do cykléru, kde jsem spustil&igluSny program cyklovani. PCR produkty jsem kdotrala
pomoci horizontalni gelové elektroforézy (kapitdl&).

4.6.1 PCR amplifikace genuKRAS (exon 2)

Chemikalie:

GenoScan (GenomacR)
- KRASpremix (reakni snes)
- KRASprimer mix (smds priméfi) — neznamé sekvence, 2eaé FAM
- PK-WT Control (pozitivni kontrola divokého typuNT)

PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-Bid;R)

Tab. 4.2 shrnuje pouzité reagencie a jejich objefap. 4.3 nastaveni programu

cyklovani — program HET54. Jako pozitivni kontrddgla pouZzita kontrola WT, jako

negativni kontrola PCR voda.
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Tab. 4.2.PCR snis pro jeden vzorek.

Objem Reagencie

5 ul Reakni snes

2 ul Sngs priméf
3pul PCR voda
1l vzorek

10ul Celkovy objem

Tab. 4.3.Program HET54.

Krok Teplota Cas Potet cykli
1 95°C 4 min

2 94 °C 30s

3 54 °C 30s 34 x

4 72 °C 1 min

5 72 °C 10 min

6 4 °C o

4.6.2 PCR amplifikace geni GA733-2, CEA, EGFR aACTB

Chemi

HotStarTag Master Mix Kit (reaki smes) (Qiagen, Nizozemsko)
AdnaTest CancerColonDetect (AdnaGegiiécko)

PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-Bid;R)

kalie:

PrimerMix ColonDetect (s#s priméf) — snés priméfi pro amplifikaci gen

GA733-2 (Gastrointestinal tumor-associated Antigen, ZEA (CarcinoEmbryonic

Antiger), EGFR(Epidermal Growth Factor Receploaa ACTB(ACTin Beta

Positive Control C+ (C+ pozitivni kontrola)

Tab. 4.4 shrnuje pouzité reagencie a jejich objegh. 4.5 nastaveni programu

cyklovani — program CCD. Jako pozitivni kontroldabpouzita C+ pozitivni kontrola, jako

negativni kontrola PCR voda.

Tab. 4.4.PCR snis pro jeden vzorek.

Objem
12,5 ul
2 ul
6,5 pl
4 ul
25 pl

Reagencie
Reaéni snes
Snes primén
PCR voda
vzorek
Celkovy objem
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Tab. 4.5.Program CCD.

Krok  Teplota Cas Potet cykli
1 95 °C 15 min

2 94 °C 45s

3 58 °C 45s 38 x

4 72 °C 45 s

5 72°C 10 min

6 4°C o0

4.7 Reverzni transkripce

Pristroje:

Sterilni box DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan otySsko)
Minicentrifuga Mini Star, 32 x 0,25ml mikrozkumavRdWR, USA)
Minicentrifuga Mini Star, 8 x 2ml mikrozkumavka (VR/ USA)
Minitirepaka UV3 (VWR, USA)

Cyklér C100TM (BIO-RAD, USA)

Reverzni transkripci jsem provdd ve sterilnim boxu. VSechny pouZivané reagencie
a RNA jsem nejtive rozmrazila, promichala pipetou a kratce camgoiala. Pouzivala jsem
vyhradreé sterilni Sptky s filtrem. Reakni snesi a enzymy jsem po celou dobu prac&lam
umisgéné v chladicim stojanku. Kazda provedena RT zalalmovaké vzorek negativni
kontroly RT (PCR voda misto RNA)iiBravenou cDNA jsem poté skladovala 120 °C.

4.7.1 Reverzni transkripce maturovanych miRNA a malych RM\ soupravou
gScript microRNA cDNASynthesis Kit

Chemikalie:
gScript™ microRNA cDNASynthesis Kit (Quanta Biosuies, USA)
- Poly(A) Tailing Buffer (5x) (pufr pro tvorbu polyA)

Poly(A) Polymerase (polyA polymeraza)
microRNA cDNA Reaction Mix (reaini snmes)

- gScript Reverse Transcriptase (reverzni transkagta
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-Bio;R)
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RT probihala ve dvou reakich krocich. V prvnim kroku dochéazi k polyadenylac

RNA, ve druhém kvlastni reverzni transkripci. Neg jsem si fpravila v 0,25ml
mikrozkumavce reahi snes ¢. 1 sestavajici z 2 ul polyA pufru, 1 pl polyA polgrazy

a 2 ul PCR vody (pro jeden vzorek). Naskegsem gidala 5 pl RNA. Bipraveny roztok jsem
po promichani pipetou a kratké centrifugaci vlozila cykléru. Naslednh jsem spustila
inkubani program QUANTAL (Tab. 4.6). V fib¢hu inkubace jsem sitipravila v 0,25ml
mikrozkumavce reai snes ¢. 2 slozenou z 1 pl reverzni transkriptazy a 9gakini sntsi
(pro jeden vzorek). Tu jsem promichala pipetouéde centrifugovala.

Po uplynuti inkubace jsem ke vzorkiidala 10 pl reagni snesi ¢. 2, promichala pipetou,
kratce centrifugovala a vloZila do cykléru, kdenjsepustila inkubéni program QUANTA2

(Tab. 4.7) pro kon@ou syntézu cDNA o celkovém objemu 20 pl.

Tab. 4.6 Inkubani program QUANTAL.

Krok Teplota Cas

1 37 °C 20 min
2 70 °C 5 min
3 15°C o

Tab. 4.7.Inkubani program QUANTA?Z.

Krok  Teplota Cas

1 42 °C 20 min
2 85°C 5 min
3 15°C o
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4.7.2 Reverzni transkripce v ramci optimalizatnich kroki

» Reverzni transkripce maturovanych miRNA amalych RM soupravou
QuantiMir RT Kit

Chemikalie:
QuantiMir™ RT Kit (System Biosciences, USA)
- 5x PolyA Polymerase Buffer (polyA pufr)
- MnCl; (25 mM)
- ATP (5 mM)
- PolyA Polymerase (polyA polymeraza)
- Oligo dT Adaptor (adaptorova sekvence)
- 5x RT Buffer (RT pufr)
- dNTP mix (smés deoxynukleotidl)
- Dithiotreitol (0,1 M)
- Reverse Transcriptase (reverzni transkriptaza)
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-Bio;R)

RT touto soupravou byla zaloZzena na stejném phingdko RT soupravou gScript
microRNA cDNASynthesis Kit (kapitola 4.7.1). LiSike 3 inkub&nimi kroky s rozdilnymi
teplotami afasy a slozenim reakich sngsi. Vstupni objem RNA byl 5 ul za vzniku 20,5 pl
cDNA.

» Reverzni transkripce maturovanych miRNA, pre-miRNA, ncRNA a mRNA

soupravou miScript Il RT Kit

Chemikalie:
miScript Il RT Kit (Qiagen, Nizozemsko)

- 5x miScript HiFlex Buffer (pufr HiFlex)

- 10x miScript Nucleic mix (s&s nukleotidh)

- miScript Reverse Transcriptase (reverzni transkzgyx
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)
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RT touto soupravou byla zaloZzena na stejném phingko RT soupravou gScript
microRNA cDNASynthesis Kit (kapitola 4.7.1). V tomptipadt vSak Slo o jediny inkulgai
krok s odliSnym nastavenim teplotasu za pouziti jedné reak snesi. Vstupni objem RNA
byl 5 pl za vzniku 20 pul cDNA.

» Reverzni transkripce maturovanych miRNA a malych RM soupravou
miScript Il RT Kit

Chemikalie:
miScript Il RT Kit (Qiagen, Nizozemsko)

- 5x miScript HiSpec Buffer (pufr HiSpec)

- 10x miScript Nucleic mix (s&s nukleotidh)

- miScript Reverse Transcriptase (reverzni transkzgyx
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)

RT touto soupravou byla zaloZzena na stejném pnnggko RT soupravou gScript
microRNA cDNASynthesis Kit (kapitola 4.7.1). V tompiipadt vSak Slo o jediny inkulgai
krok s odliSnym nastavenim teplotasu za pouZiti jedné reak snesi. Vstupni objem RNA
byl 5 ul za vzniku 20 pl cDNA.

4.8 gPCR

Pristroje:

Minicentrifuga Mini Star, 32 x 0,25ml mikrozkumavRdWR, USA)
Minicentrifuga Mini Star, 8 x 2ml mikrozkumavka (VR USA)

Minitirepaka UV3 (VWR, USA)

Sterilni box PCR Cabinet (Esco ISOCIDETM, Rakousko)

Cyklér Agilent Technologies Mx3000P pro PCR v réahtase (Stratagene, USA)
Pocitacoveé programy:

MxPro Mx300P, verze 4.10 (Stratagene, USA)

PCR snds priméfi, reakni snesi a vody jsem fipravovala pomoci sterilnich ek
s filtrem ve sterilni PCR mistnosti. Vzdy jsem pibaupravy univerzalni primér a levy primér
pro kvantifikaci dané miRNA nebo RNUG6b. $snjsem nasledn kratce promichala,

centrifugovala a rozpipetovala do biogo 8 sterilnich 0,25ml mikrozkumavkach. Poté jsem
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ve sterilnim boxu fidavala ke smsi vzorky. Snés se vzorky jsem kratce promichala,
centrifugovala a vloZila do cykléru nargsre definované pozice. Spustila jsem program
cyklovani s naslednou analyzou dis@aiakiivky pro owieni kvality produki. Vysledky

jsem vyhodnocovala pomoci gita¢oveho programu MxPro Mx300P.

4.8.1 gPCR soupravou PerfeCTa microRNA Assay

Chemikalie:
PerfeCTa microRNA Assay (Quanta Biosciences, USA)
- PerfeCTa SYBR Green SuperMix, Low ROX (r&aksnes)
- PerfeCTa Universal PCR Primer (pravy univerzghinér o neznameé sekvenci)
MIR21 5p_I (Sigma-Aldrich, USA) (levy primér miR-21
5-TAGCTTATCAGACTGATGTTGA-3'
MIR10b-5p_| (Sigma-Aldrich, USA) (levy primér miRob)
5-TACCCTGTAGAACCGAATTTGT-3'
RNUG6b-novy_pro_UP (Sigma-Aldrich, USA) (levy prim@NUG6b)
5-ACGCAAATTCGTGAAGCGTT-3
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-BicCR)

Tab. 4.8 shrnuje pouZité reagencie a jejich objeoutasti kazdé qPCR pro danou
mMiRNA nebo RNUG6b byla také negativni kontrola Riz(kapitola 4.7) a negativni PCR
kontrola (PCR voda). Nastaveni programu cyklov&#iznam fluorescence a nastaveni
analyzy disociéni kiivky shrnuje Tab. 4.9.

Tab. 4.8.PCR snis pro jeden vzorek.

Objem Reagencie

5 ul reakni snés

1l pravy univerzalni primér (2 uM)

1l levy primér miR-21, miR-10b nebo RNUG6b (2 uM)
2 ul PCR voda

1l vzorek

10 pl Celkovy objem
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Tab. 4.9. Program pro kvantitativni analyzu miRNA (krok 1-4)naslednou analyzou disoaid
kiivky (krok 5-7).

Krok Teplota Cas Polet cykli ~ Zaznam fluorescence

1 95 °C 15 min

2 94 °C 15s

3 60 °C 30s 40x

4 70 °C 30s na konci kazdého cyklu

5 95 °C 1 min

? gg og gg: v celém pibéhu zvySovani teploty

4.8.2 qPCR v rdmci optimaliza¢nich kroku
» Puvodni protokol gPCR soupravou PerfeCTa microRNA Asay

Metodicky postup byl shodny svySe popsanym opizoahnym postupem
(viz 4.8.1 gPCR soupravou PerfeCTa microRNA Assd@¥dzdil byl pouze v nastaveni
teplotniho PCR programu, kdy byldgobeni jednotlivych teplot vyraZikratSi (Tab. 4.10).

Tab. 4.10.Program pro kvantitativni analyzu miRNA.

Krok Teplota Cas Polet cykli ~ Zaznam fluorescence

1 95 °C 2 min

2 94 °C 5s

3 60 °C 15s 40x

4 70 °C 15s na konci kazdého cyklu

= Puavodni protokol gPCR soupravou miScript SYBR Green ER Kit

Chemikalie:
miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Nizozemsko)
- 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (r&aksnts)
- miScript Universal Primer (pravy univerzalni pém- neznama sekvence
MIR21_5p_|I (Sigma-Aldrich, USA) (levy primér miR-p1
5-TAGCTTATCAGACTGATGTTGA-3'
MIR10b-5p_I (Sigma-Aldrich, USA) (levy primér miRob)
5-TACCCTGTAGAACCGAATTTGT-3'
RNUG6b-novy_pro_UP (Sigma-Aldrich, USA) (levy prim@NU6b)
5-ACGCAAATTCGTGAAGCGTT-3
PCR Ultra HO (PCR voda) (Top-Bid;R)
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gPCR touto soupravou byla metodicky velmi podobR&B soupravou PerfeCTa
microRNA Assay (kapitola 4.8.1). Hlavnim rozdilergldb koncentrace (10 mM) a teplota
nasedani primér55 °C (krok 3 v Tab. 4.9). Objemové slozeni PCRsirbylo shodné (viz
Tab. 4.8).

4.9 Heteroduplexni analyza genlKRAS pomoci DCE
Pristroje:
Cyklér C100TM (BIO-RAD, USA)
16-kapilarovy DNA analyzator ABI PRISM 3100 Genef\nalyzer (Applied Biosystems,
USA)
Centrifuga Universal 32 s nastavci a reguladu, teploty a ot&k, 2 x 96-jamkova degka
(Hettich, Nemecko)
Chemikalie:
Demineralizovana voda (Genomé&tR)
GenoScan (GenomacR)
- Kontrolni PCR produkty zia@né TAMRA (Tab. 4.11)

Tab. 4.11.Prehled kontrolnich PCR produkgenuKRAS

Kontrolni PCR produkt Typ mutace na proteinové drovni
PCR_Glyl2val_TAM Glyl2val (GGT>GTT)
PCR_GIly13Asp_TAM Gly13Asp (GGC>GAC)
PCR_GIly12Asp_TAM Gly12Asp (GGT>GAT)
PCR_GIly12Arg_TAM Glyl2Arg (GGT>CGT)
PCR_GIlyl2Cys TAM Glyl2Cys (GGT>TGT)
PCR_Gly12Ala_TAM Glyl2Ala (GGT>GCT)
PCR_GIly13Cys TAM Gly1l3Cys (GGC>TGC)
PCR_Glyl2Ser TAM Glyl2Ser (GGT>AGT)

CE Running Pufr pro DNA analyzatory ABI 3100/31&x(olina Biosystems,R)
POP-7M polymer (Applied Biosystems, USA)

Pocitacoveé programy:

Gene Marker, verze 2.4.2 (SoftGenetics, USA)

PCR produkty geniKRAS(viz 4.6.1 PCR amplifikace genu ) jsem vioZilaadléru

a spustila program pro tvorbu heteroduflégrogram HT8MIN) (Tab. 4.12). Nasletljsem
produkty gipravila pro DCE analyzu.
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Tab. 4.12.Program HT8MIN.

Krok Teplota  Cas Poznamky

1 95 °C 8 min

2 65 °C 30 min o

3 15 °C o pokles teploty 0 0,10 °C za sekundu

Vzorky, pozitivni PCR kontroly anegativni PCR katy jsem 100x redila
do 96-jamkové destky, a to ve dvou paralelach. Prvni paralela vzdilda bez kontrolniho
PCR produktu, kdy jsem k 99 pl demineralizovanéypiidala 1 pl vzorku. Druhd paralela
byla sngsi vzorku s kontrolnim PCR produktem, kdy jsem k9PCR_Glyl2Val_TAM
piidala 1 pl vzorku. Ses jsem vzdy p#ivé promichala pipetou. Nasle&éijsem celou
destiku kratce centrifugovala a poté viozila do DNA azatoru ABI PRISM 3100.

Na analyzatoru jsem nastavila podminky detekce.(#dB), definovala pozici vzoik
a zkontrolovala dostatek POP-7 polymeru a CE Runpuiru. Vysledky jsem vyhodnotila
pomoci pditacového programu Gene Marker. Pro nalezeni tyfdpapiné mutace jsem tyto
vzorky pozdji analyzovala s vytipovanymi kontrolnimi PCR préty zna&enymi TAMRA
(Tab. 4.11).

Tab. 4.13.Nastaveni a parametry DNA analyzatoru.

Parametry pristroje

Kapilara 36cm
Polymer POP-polymer
Dye set G5

Pufr CE Running Pufr
Nastaveni analyzy

Data delay 1

Voltage step interval 1

No. of steps 10

Injection voltage 3 kV
Injection time 6s

Run voltage 15 kv

Run time 1300 s
Temperature 50°C
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5 Vysledky

5.1 Organizace postufi

Obr. 5.1 shrnuje organizaci a optimalizaci labamgich postup a seznam zkratek
komeknich souprav. Tyto zkratky jsou pro zjednoduSeldpdi orientaci pouzivany v celé
vysledkové a diskusrBsti této prace.

et

_1 . Optimalizace odbéru -externé
' 2. Optimalizaceizolace NK (kapitola 5.2.1), pouZity 4 RNAizolafni

I SOUPravy:
I1 RecoverAl Total Nucleic Acid Isolation Kit
- celkova RNA
I1 NucleoSpin FFPE RNA/DNA
-celkova RNA
I3 mirPremier microRNATIsolation Kit

v

I4 mirPremier microRNA Isolation Kit
-malée RNA

3. Optimalizace RT (kapitola 5.2.2), poufity 4 RT soupravy:

RT1 miScriptIIRT Kit
-maturované miENAa malé RNA
RT1 gScriptmicroRNA ¢DNA Synthesis Kit
-maturované miENA a malé RNA
ET3 miScriptIIRT Kit
-maturované miBENA, pre-miBNA, ncENA a mENA
ET4 QuantiMirRT Kit
-maturované miENAa malé RNA

4. Optimalizace gPCR (kapitola 5.2.3), pouZity 2 gPCR soupravy:
Q1 miScript SYBR Green PCR Kit
Q2 PerfeCTamicroRNAAssay

k>

5. Stanoveni ifinnosti a zjifténi specifity priméri (kapitola 5.2.3)
6. Navrhvypoétu pro zastoupeni mutovanych bunékve vzorkun

(kapitola 5.2.4)
7. Navrhvypofturelativnich hladin miRNA(kapitola 5.2.4.a 6. Diskuze)

Obr. 5.1. Schéma organizace a optimalizace pastppo kvantifikaci expresi miRNA arehled
komegnich souprav pouzitych v rdmci optimalizace.
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5.2 Vyvoj postupi

Tab. 5.1.Prehled pouzitych vzorkpouzitych pro optimalizaci laboratornich postup

Izolace NK SL1, SL2, SL3, SL4
Reverzni transkripce SL1, SL2
gRT-PCR SL14, SL16. SL18, SL19, SL20, SL21, SL65, SL66, BLSL68, SL69, SL70

5.2.1 Optimalizace izolace NK

Za «elem dosaZeni co nejvySSich &&kia RNA jsem v rédmci optimalizaci
porovnavala 4 druhy komarich souprav (I11-14). Déle jsem sledovala, zda m# gpouzité
RNA izolatniho soupravy vliv na kvalitu a mnozstvi DNA. Vhadh pouziti komemi
soupravy pro izolaci RNA a DNA jsem posuzovala réklacd vstupnich a vystupnich

parameti.

= Vstupni parametry pro vybér izola¢ni soupravy
Vstupnim parametrem pro v§tb vhodné RNA izolani soupravy byla jeji cena,

nutnost specialniho materialniho vybavegasova narénost izolace RNA (Tab. 5.2).

Tab. 5.2.Vstupni parametry vyou izolatni soupravy.
Zelerg jsou zvyrazany nejlepSigerverg nejhorsi hodnoty.

Casova nar@&nost

Izolaéni Cena pro jeden Casova nar@nost Casova nar@nost
souprava vzorek Nutnost specialniho vybaveni  pro 5 vzorki pro 10 vzorki
11 276 Ké
12 229 K¢ 85 min 100 min

sterilni homogenizator a digestd
pro préci s 2-merkaptoethanolem
sterilni homogenizator a digestd
pro praci s 2-merkaptoethanolem

13 95 min 145 min

14 100 min 155 min

Zawr zhodnoceni vstupnich paraniettzolaéni souprava 11 je draZzsi v porovnani se

soupravami 12, 13 a 14, avSak v hodnotach ostatparmeti jasré pievaZuje.
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= Vystupni parametry pro vybér izolaéni soupravy

Vystupni parametry pro v¥¢bizolatni soupravy zahrnovaly koncentraci NK a celkovy
vytéZzek izolované RNA (Tab. 5.3). Kvalitu izolovanychiKNsem vyhodnocovala na zakkad
vytéZku amplifikace standardnich ge(Obr. 5.2 a Obr. 5.3).

Tab. 5.3.Koncentrace NK.

Data byla ziskana pomoci fluorometrigistrojem Qubit 2.0 Fluorometeter s pouZitim soupabit
RNA HS Assay kit a Qubit DNA HS Assay kit (Life Trmwlogies, USA) (nasteno Mgr. Terezou
Halkovou, Genomac International s.r.0.). Z&lggou znazorény nejvyssi koncentrace NK v ramci

s

vzorky).

Vzorek — SL1 SL2 SL3 SL4
Koncentrlace Koncentrlace Koncentrlace Koncentrlace
[ng- ul] [ng- ul] [ng- ] [ng- ul]
Izola¢ni souprava] DNA : RNA DNA : RNA DNA : RNA DNA : RNA
11 0,58 | <0,05 - <0,05
12 1,85 < 0,05 7,14 < 0,0" X X X X
13 x X O B 059 (<004 <005 <005
14 X X X Pox 1,10 | <0,08 4,75  <0,05

Koncentrace DNA byla nejvySSiigouziti soupravy I1. Protoze jsem eluovala DNA
do stejného objemu 40 pl u vSech RNA souprav, gedny celkovy vyiZzek v ng rovny
ctyricetinasobku nagtené koncentrace.

Koncentrace RNA byla #iiiteln4 pouze u vzokkSL1 a SL2 izolovanych soupravou
I1. Z tohoto divodu jsem nebyla schopna porovnavat jeji celkowdzky v ramci pouzitych
souprav. lzolani soupravy se liSi v etnich objemech, atak jefiptakto nizkych

N 1

koncentracich Zzadouci ziskat, co nejvySSi objem RN&b. 5.4). Tyto pozadavky spiji
izolaéni soupravy 14 a I1.

Tab. 5.4.Elwéni objemy u pouzitych izotmich souprav.

Izolaéni souprava Eluéni objem
11 60 pl
12 20 pl
13 25 pl
14
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Kvalitu RNA jsem vyhodnocovala na zaktacamplifikace gefi GA733-2, CEA
EGFR aACTB (Obr. 5.2), kvalitu DNA na zakl&amplifikace genuKRAS (Obr. 5.3)
s naslednym hodnocenim polohy proiuzknegitomnosti vedlejSich produkiamplifikace na

agarézovém gelu. Néjmo jsem také hodnotila Witky NK, ato na zaklad intenzity

prouzi.

Obr. 5.2. VytéZky a kvalita RNA.
RT souprava: RT1. 4% agar6zovy gel, 5 pl vzorku gl /kladaciho pufru. PK — pozitivni PCR
kontrola C+, NK — negativni PCR kontrola, ladderelikostni standard.

Amplifikovan byl pouze geACTB (111 bp), a to diky pouziti soupravy pro reverzni
transkripci, ktera transkribuje pouze malé RNA. Keaa vygzek RNA je pi pouziti

izolaénich souprav I1 a |12 srovnatelny. Po srovnani kyalivy€Zku RNA pouzitim soupravy

11 se soupravami I3 a 14 se tato jevi jako nejviéEin

Obr. 5.3. Vytézky a kvalita DNA.
2% agarozovy gel, 1 ul vzaik PK — pozitivni PCR kontrola WT, NK — negativni RGontrola,
ladder — velikostni standard.

Kvalita DNA je u vSech produktamplifikace KRASsrovnatelna s vyjimkou pouziti
izolaéni soupravy I3 u vzorku SL4, kde je ¥k KRASNiZSi (Obr. 5.3).
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Zawer zhodnoceni vystupnich paramietrNa zaklad zhodnoceni vystupnich
parametit je nejvhodgjsi pouZiti izol&ni soupravy I1. Pouzitim této soupravy jsem ziskala
nejvyssi vygzky NK a nepimo amplifikaci stanovila jedny z nejvySSich koricaci RNA
o vysoké kvali. | kdyz u rekterych vzorki nebyla detekovana RNA, je soupravou I1 ziskan
ponerné vysoky objem, ktery Ize pro dalséaly snizit, a tim i koncentrovat izolované RNA.
V neposlednifad jsem pouzitim této soupravy ziskala dostatek kvialDNA pro dalSi

analyzy.

» Vysledek optimalizace izolace NK

Na zaklad zhodnoceni vstupnich a vystupnich paratngsem vybrala izokni

soupravu |1, ktera je pro nas&ety nejvhodsjsi.

5.2.2 Optimalizace RT

Za &elem dosazeni co nejvysSich &&ki cDNA jsem vramci optimalizaci
porovnavala 4 druhy kom@rich souprav (RT1-RT4). Vhodnost pouziti kotmérsoupravy

pro RT jsem posuzovala na zakiagtupnich a vystupnich paranietr

» Vstupni parametry pro vybér RT soupravy

Vstupnim parametrem pro Wb RT soupravy byla i@devSim cena RT ataké
nasledné gPCR (je nutné pouziti originalniho uraaliho priméru, ktery jéasto sotasti
gPCR soupravy)¢asova narénost a poet kroki, tzn. inkubace a manipulace se vzorkem
(Tab. 5.1

Tab. 51).

Tab. 5.1.Vstupni parametry viis RT soupravy.
Zelerg jsou znazorény nejlepSigerverg nejhorsi hodnoty.

RT  Celkova cenajedné Casova nar@nost Casova nard@nost
souprava RT + gqPCR reakce pro 5 vzorki pro 10 vzorka Pocet kroki
RT1 247 K& 80 min 85 min
RT2 2
RT3 247 K& 80 min 85 min
RT4 729 Ké 130 min 150 min 3

Zawer zhodnoceni vstupnich parantetble vstupnich paraméitrse jako nejlepsi jevi
RT souprava RT2, a tagdevsim diky jeji nizké céra malétasové narénosti.
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» Vystupni parametry pro vybér RT soupravy
Vystupnim parametrem pro WbRT soupravy byla kvalita a wiek cDNA. cDNA
jsem amplifikovala v oblastech genGA733-2 CEA EGFR aACTB a detekovala
v agardzovém gelu, kde jsem hodnotila&iidy (intenzita prouzk) a kvalitu amplifikat
(poloha prouzi a nepitomnost vedlejSich produkamplifikace) (Obr. 5.4).

Obr. 5.4. Kvalita a vytZzky cDNA.
4% agarézovy gel, 5 ul vzorku + 3 pl vkladacihorpufPK — pozitivni PCR kontrola C+, NK —
negativni PCR kontrola, ladder — velikostni staddar

ProtoZe jsou soupravou RT1 a RT4 transkribovanyg@analé RNA, amplifikoval se
pouze genACTB (111 bp). To neplati pro soupravu RT3, kde se dikplialy
vSechny 4 geny. Ne§Si kvalita cDNA je po pouziti RT soupravy RT1 aRTkde se
neobjevily zadné vedlejSi produkty. N&$i vyezek ACTBbyI pii pouZziti soupravy RT1.

Zawr zhodnoceni vystupnich paranietiNa zaklad vystupnich parametrse jevi
nejlépe pouziti RT soupravy RT1. Souprava RT2 reebhgldnocena.

= Vysledek optimalizace RT

Na zaklad vstupnich a vystupnich paramiejsem vybrala RT soupravy RT1 a RT2.
Ziskanou cDNA jsem déle porovnavala pomoci gPCRydmbtila qRT-PCR jako celek
(viz dale).
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5.2.3 Optimalizace gPCR

» Vybér kombinace RT a gPCR soupravy

Vzhledem k malému mnoZstvi ziskanych RNA bylo velfilezité optimalizovat

postup RT a gPCR tak, abychom byly schopni v ldb@raetekovat i minimalni mnozstvi

mMiRNA. V prvni fazi optimalizace qPCR jsem protas#pvala, pomoci které kombinace RT

a gPCR soupravy je dosazeno lepSiho vysledku akaif Sledovala jsem iedevsim,

ve kterém cyklu dochazi Kid¢jSimu dosazeni hodnoty Ct aipéh amplifikaéni kiivky.

Nejdrive jsem hodnotila vysledky amplifikace s nastameméplotniho programu dle

puvodnich protokal (kapitola 4.8.2 metodickéasti) u rkolika vzorki a miRNA. K tomu

jsem pouzila soupravy Q1 nebo Q2 v kombinaci saghhmi RT soupravami RT1 a RT2

(univerzalni priméry jsem zachovala vzhledem k Riupsaw). Priklady vysledk jsou
uvedeny na Obr. 5.5 a Obr. 5.6.

Relativni hodnota fluorescence
e
(=)
(=)

|| Pougity gPCREit Q1
2000 -
{ s RT1
1200 -
! s RT2
1600

Poudity RT kit:

1400

Ct=221.87

Ct=24.07

‘\\ / ‘/,-

10

20
Podet cykla
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Obr. 5.5. gPCR analyza ip pouziti RT soupravy RT1 a RT2 v kombinaci s qP€#upravou Q1.
Vzorek SL20, amplifikace miR-21.
U kazdé amplifikéni kiivky jsou uvedeny hodnoty Ct, kdy bylo u daného rkmo dosazeno
fluorescence rovnajici se 200 (r.u.).
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Obr. 5.6. gPCR analyzaip pouZziti RT soupravy RT1 a RT2 v kombinaci s gP&&Ripravou Q2.
Vzorek SL20, amplifikace miR-21.

U kazdé amplifikani kiivky jsou uvedeny hodnoty Ct, kdy bylo u daného rimo dosazeno
fluorescence rovnajici se 200 (r.u.).

Na zaklad porovnani hodnot Ct z Obr. 5.5 a Obr. 5.6 jsenstilgi, Ze reverzni
transkripce soupravou RT2 je prapoddobre (¢innéjSi nez soupravou RT1. Samotna qPCR
je lepSi pi pouziti reakni snmési z gPCR soupravy Q2 nez soupravy Q1. Jako vhodna
kombinace RT a gPCR souprav se proto jevi kombifit2 a Q2, jejichz pouzitim byla
ziskana nejnizsi hodnota Ct a amplifikakiivka s vybornym pibéhem.

Abych vyloila, Ze jsou tyto vysledky ovlivimy podminkami PCR programu, zvolila
jsem pro ob gPCR soupravy stejné podminky PCR programu. NesfdRCR programu se u
soupravy Q1 liSi nizSi teplotou pro nasedani prim&5 °C oproti 60°C u soupravy Q2)

a délkou fisobeni jednotlivych teplot. Proto jsem zvolila stej hodnotu teploty pro
nasedani primér ato 57 °C, a prodlouzila pateini denaturaci a jednotlivéasy cyklovani

podle pivodniho protokolu pro soupravu Q1. Pro toto sro¥néem pouZzila doporiované

RT soupravy, tedy kombinaci RT1 a Q1 a kombinac2RTQ2 (Obr. 5.7).
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Obr. 5.7. Srovnani kombinaci RT a gPCR souprav se shodngtavenim PCR program
Pouzité vzorky: SL14, SL16, SL17, SL19, SL21, afil@ce RNUG6b.

Z vysledki této analyzy vyplyva, Zzeckoli byly pro ok kombinace souprav zajéty
stejné podminky analyz, kombinace soupravy RT2 g&Pdnoznan¢ pro amplifikaci
a¢inngjSi. Hodnoty Ct se u této kombinace souprav nadhazeozmezi od 13 do 21 cykl
oproti kombinaci RT1 a Q1, jejichz hodnoty Ct bylyozmezi od 22 do 30 cykl coz je
priblizné v praméru o 9 cykh pozdji.

Na zaklad vysledki prezentovanych vySe jsem se rozhodla, Ze budu pialovat
s kombinaci souprav RT2 a Q2. ProtoZze mohou byhbiydCt ovlivreny délkou fsobeni
teplot, prodlouZzila jsem gate:ni denaturaci a jednotlivéasy cyklovani a zachovala teplotu
pro nasedani primér(postup viz kapitola 4.8.1 v metodickasti). Srovnani PCR progrdém
podle mivodniho protokolu a s prodlouzenyrasy misobeni jednotlivych teplot je ukazan

na vybraném vzorku a miRNA na Obr. 5.8.
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Obr. 5.8. Srovnani gPCR analyzipmodifikaci délek fisobeni teplot PCR programu.

Vzorek: SL20, amplifikace miR-21.

U kazdé amplifikani kiivky jsou uvedeny hodnoty Ct, kdy bylo u daného rikmo dosazeno
fluorescence rovnajici se 200 (r.u.).

Prodlouzenim délkygsobeni jednotlivych teplot PCR programu doslo tedké&nizeni
hodnoty Ct, a to zhruba ailpcyklu. V pripadt mére koncentrovaného vzorku je i takto maly
rozdil hodnoty Ct Zadouci.

Zawr vybéru qPCR souprav: Dle gPCR analyz jsem pro naséby ybrala kombinaci
souprav RT2 a Q2 s prodlouzentas: pisobeni teplot PCR programu.

= Testy stability cDNA

Na rekolika vzorcich jsem provedla test stability cDNAtera byla skladovana
pii 4 °C nebo -20C po dobu #kolika tydni. Pokus shrnuje Obr. 5.9.
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| Test stability cDNA
cDNA barpromiedné po RT
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Obr. 5.9. Test stability cDNA pi dlouhodobém skladovani v chladicim nebo mrazizdfizeni.
Vzorek: SL16, amplifikace RNUGD.

Zawr testovani: Stabilita cDNA nebyla ovlima zpisobem, délkou skladovani
a opakovanym rozmrazovanim ani u jednoho z testmraxzorki a miRNA. Hodnoty Ct se
navzajem liSily pouze o desetiny cyklPro budouci &ely to znamena, Ze pomoci gPCR
ziskdame srovnatelné vysledky pouziti ctDNA cerstvé i skladované az 2¢sice, & uz fi
4 °C nebo -20C.

= Stanoveni &innosti priméru
Provedla jsem &kolik analyz standardnitiwky, ato na 4 vzorcich, kdy jsem kazdy
fedila 1x, 2x, 4x, 8%, 16x a 32x. Préipadné odhaleni chyby v pipetovani jsem kazdy \kzore
fedila ve dvou paralelach. Vysledkem bylo tedy celk® nangienych @innosti pro kazdou
mMiRNA nebo RNUG6b. Fklad jedné z analyz standardnivky je na Obr. 5.10, mérné

hodnoty namfenych @&innosti jsou uvedeny v Tab. 5.5.
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M Rsq: 0,977
Y =-3744 - logix} + 20,82
. Utinnost=385,0 %

Hodnota Cipri flnorescenci 1900 (ro.)

Redéni: 32x 16x 8x ix 2x Ix
Relativni mnozstvi vstupniho templato (ru.)

Obr. 5.10. Priklad analyzy standardnfikky.
Vzorek: SL66, amplifikace miR-21.dthnost néena ve dvou paralelnid¢bdnich vzorku.

Tab. 5.5.Pramérna &innost priméa pro miR-21, miR-10b a RNUG6b.
Poatet mefeni: 8. PouZité vzorky: SL66 — SL69. Hladina vyznasti < 0,05. Vysledek ve formatu:
pramér G¢innosti * interval spolehlivosti (sr - relativni 8modatna odchylka).

RNA Pramérna Géinnost

miR-10b 94,88 + 2,82 % (sr = 3,02 %)
miR-21 83,85+ 3,74 % (sr = 4,55 %)
RNU6b 76,68 £ 1,25 % (sr = 1,69 %)

Zawr stanoveni &innosti priméti: U vybranych vzork byla pomocitedici fady

N 1

stanovena dinnost priméid, ktera byla u obou miRNA a RNU6b vy3Si nez 76 %.

= ZjiSt éni specifity primérua
Z davoda zjisteni specifity namtenych hodnot Ct jsem k optimalizovanému PCR
programu pidala program pro analyzu disoém kiivky (viz kapitola 4.8.1 v metodicke
¢asti). U miR-10b, miR-21 a RNU6b jsem vzdy sledayada se amplifikuje spravny produkt
a zda se neamplifikuje produkt v negativnich PCRtiaach a negativnich kontrolach RT.
Priklady bsznych amplifik&nich a disocignich Kivek jsou uvedeny na Obr. 5.11, Obr. 5.12
a Obr. 5.13.
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Obr. 5.11. Disociani kiivka vzorki SL65 — SL70 fi kvantifikaci miR-10b.
NK — negativni PCR kontrola, NKRT — negativni katdrreverzni transkripce
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Obr. 5.12.Disociani kiivka vzorki SL65 — SL70 fi kvantifikaci miR-21.
NK — negativni PCR kontrola, NKRT — negativni kaérreverzni transkripce.
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Obr. 5.13. Disociani kiivka vzorka SL65 — SL70 f kvantifikaci RNU6b.
NK — negativni PCR kontrola, NKRT — negativni kadrreverzni transkripce.

Na pikladu kvantifikace referegmiho genu RNU6b na Obr. 5.13 se nespecificky
amplifikovala negativni kontrola reverzni transkep Analyzou disocimi kiivky bylo
odhaleno, Ze se nejedna o shodny produkt a nadkys(ét hodnot vzork to tedy nema vliv.

Zawer zjisteni specifity priméii: Na podskupiéd nékolika vzorki byla owtena
specifita priméi pro miR-21, miR-10b a RNU6b. Analyza disatia kiivky byla pidana

k optimalizovanému teplotnimu programu #azena ke vSem rutinnim analyzam.
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5.2.4 Navrh vypoc¢tu expresi miRNA s ohledem na mnozstvi nadorovychumék

ve vzorku

Ziskana data o expresi miRNA z gRT-PCR se musibpidouci g@ely normalizovat
nejen nareferemi gen RNUG6b, ale také na zastoupeni nadorovychékowe vzorku.
K tomuto vypdtu je nutné znat relativni exprese danych miRNA&&eavych tkanich.

Pro tyto @ely jsem vybrala genKRAS jehoZz mutace jsou ffpomny pouze
v nddorovych bikach (TADAet al.2002, TAKAHASHI et al.2005, SALEKet al.2007,
BOURNET et al.2009). Analyzou mutaci pomoci heteroduplexni analya DCE je mozZno

vypccitat procentudlni zastoupeni mutovanychdbuwe vzorku (Rovnice 5.1).

Rovnice 5.1.Zastoupeni mutovanych btkn(ZMB).

Vypocet na zakla#l plochy hrotu (A) z elektroforegramuigheteroduplexni analyze, kde homMUT
a homDT zastupuji plochy hitotletekovaného fragmentu mutatniho nebo divokého, tigptl a het2
zastupuji plochy detekovanych fragmenieteroduplek. Cela rovnice je vynasobend édva,
protoZe v biice postaéi pouze jedna mutovana alela k vyi@idi onkogenniho potenciddRAS

AhetL + Ahetz

AhomMUT +#
ZMB = [2
AhomMUT + AhomDT + Ahell + Ahetz

Vypocitané zastoupeni mutovanych Bkn ve vzorku poté rive poslouzit
k celkovéemu vypétu relativni exprese miRNA (jeden z nafirfe ukazan v Rovnice 5.2).

Této problematice sekuje kapitola 6 Diskuze.

Rovnice 5.2 Vypocet relativni exprese miRNA normalizované na refémérgen, zdravou tka
a zastoupeni mutovanych @kn(ZMB) ve vzorku.

Ct zn&i hodnotu cyklu i dané konstantni hodrioliuorescence pro vSechna&i@ni. Exprese miRNA
ve zdravé tkani vztazena na refemgingen by mila byt ziskana ze zdravé tk@pankreatu stejného
pacienta. Vzorec je odvozen od standargouzivaného vzorce pro vyt expresi miRNA
(vzorec 2*°%).

Relativni
exprese 2—[Ct(miRNA v nadorovékani)- Ct(refererni gen)| _ (1_ M B) DZ_[

mMiRNA
ZMB

Ct(miRNA vezdravérkani) - Ct(refererni gen)]
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5.3 Analyzy klinickych vzork a

Pro nasledné analyzy byloiaaeno celkem 110 vzaikziskanych metodou EUS-FNB
(viz 4.1 Pacienti). Rklad typického vzhledu a velikosti ziskanych vZorie ukazan
na Obr. 5.14. Zadny ze vzdrise nepodélo histologicky posoudit. Vzorky zdravych tkani
nebyly ziskany.

Obr. 5.14. Priklad typického vzhledu a velikosti vzariz EUS-FNB.

5.3.1 Ovéieni laboratorniho postupu pro izolaci NK

Pro owteni spravnosti izolace NK jsem povazovala koncenttdK vySSi nez

0,05 ng-if, tedy fluorometricky detekovatelnou koncentracifT5.6).
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Tab. 5.6.Koncentrace NK u vSech analyzovanych vaork

Data byla ziskdna pomoci fluorometridstrojem Qubit 2.0 Fluorometeter s pouZzitim soupfabit
RNA HS Assay kit a Qubit DNA HS Assay kit (Life Twologies, USA) (naiteno Mgr. Terezou
Halkovou, Genomac International s.r.o.fervert jsou znazorény koncentrace NK nizsi
nez0,05 ng-it.

Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace
[ng-pi] [ng-pi] [ng-pi] [ng-pi]
Vzorek RNA DNA | Vzorek RNA DNA | Vzorek RNA DNA | Vzorek RNA DNA
SL1 SL31 1190 0,22 | SL61 24,40 <0,05| SL91 9,24 0,16
.SL2 649 1580 SL32 911 0,32 | SL62 SL92 | 11,20 0,18
..SL3..<0,05 058 | ..0,89 | SL63 SL93 6,80 0,28
....... SL4 < 0,43 | SL64 SL94
0,17 SL65 SL95
1,13 | SL66 SL96
....................... 0'13 SL67 SL97
6 0,14 | SL68 SL98
....................... 0'87 SL70 SLloO
....................... 0'28 SL71 SLlol
....................... 0'20 SL72 SL102
0,13 | SL74 SL104 3,61 0,60
....................... 0'58 SL75 SL105
....................... 0'22 SL78 SL108 i
....................... 0'07 SL79 SLlog
....................... 0'78 SL80 SLllO Ll ’
<0,05| SL83
0,22 SL84
....................... 5’18 SL86
....................... 0’44 SL87
....................... <0’05 SL88
SL30 4,26 0,08 SL60 19,60 4,09| SL90 2,40 0,33

Zawr owteni laboratorniho postupu pro izolaci NK:¢éMelna koncentrace NK
(tzn. koncentrace vy3si neZ 0,05 ng)yla u 83 % vzork RNA a 94 % vzorik DNA. U
zbyvajicich vzork nebyly NK potvrzeny, avSak i tyto vzorky bylyiaaeny do analyz mutace

v KRASa analyz expresi miRNA
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5.3.2 Analyza mutaci v genuKRAS

Ze vSech vzork se mi pod#lo ziskat dostatek DNA pro mutai analyzy, tedy
i z t&ch, v nichZz nebyla detekovdna DNA fluorometrickynalyzou heterodupléxna DCE
jsem zjistila pitomnost mutace KRAS u 74 vzork. Zawry detekce mutaci KRAS

v zavislosti na stanovené diagn6ze shrnuje Tab.dsuhy nalezenych mutaci jsou ukazany
na Obr. 5.15.

Tab. 5.7. Patet vzorki s detekovanou mutaci v 2. exonu gelkRAS v zavislosti na stanovené
diagnoze.

Pacienti Pocet vzorki Pocet vzorkia s mutaci VKRAS
VSichni z&azeni pacienti 110 767 %)
Pacienti s diagn6zou KP (PDAC) 85 &B (%)
Pacienti s diagnézou CHP 16 25(%)
Pacienti s nestanovenou diagnézou 9 33%)
HGly12Arg (GGT=CGT)
BGlv12Asp (GGT=GAT)
B Gly128er (GGT=AGT)
B Gly12Val (GGT=GTT)

BGly13Asp (GGC>GAC)
®Gly13Cys (GGC>TGC)

Obr. 5.15. Shrnuti vysledk analyz mutaci KRAS.

Vysetovy graf shrnuje druhy potvrzenych mutaci a jeji@inost v procentech z celkovéhoc¢po
74 vzorki s nalezenou mutaciKRAS.

Mutace v KRAS se vyskytovaly jak u pacieit s potvrzenou diagn6zou KP,
tak u pacient s CHP a paciefit s nejasnou diagn6zou. NagtjSimi typy mutaci byly
zamenové mutace v exonu 2 kodonu 12 z glycinu na kyaedisparagovou nebo valin.
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Dalsi tabulka (Tab. 5.8) uvadi konkrétni vzorkyosvpzenouc¢i nepotvrzenou mutaci
v KRASa konkrétni vypgitané zastoupeni mutovanych bkirve vzorku. Pro vyp&et jsem
pouzila navrzenou rovnici (Rovnice 5.1 v kapitol2.8), do které jsem pro zjednoduSeni
dosazovala misto ploch higjejich vySky. Mezi velmi kvalitni vzorky s vysokymnoZzstvim

nadorovych bugk jsem z#adila vzorky s vice nez 80 % ZMB.

Tab. 5.8. Mutace VKRAS u konkrétnich vzonk a piimérné zastoupeni mutovanych BKn(ZMB)

ve vzorcich s nalezenou mutaci.

M¢étreno ve dvou paraleldch pomoci heteroduplexni apahg DCE. Hodnoty ZMB v paraleldch

se od sebe neliSily o vice nez 3 % a vysledné hgdsiouzi pro dely této diplomové prace jako

orientani. Cerver je znazorano ZMB men3i nez 20 %, zekenétsi nez 80 %. + Potvrzena mutace,
- nepotvrzeni mutaceKRAS

Vzorek KRAS ZMB | Vzorek KRAS ZMB | Vzorek KRAS ZMB | Vzorek KRAS ZMB
SL1 + 68% | SL31 + 87 % SL61 - SL91 + 74 %
SL2 + 79% | SL32 + 21% | SL62 + 65% | SL92 + 100 %
SL3 + 61% | SL33 + 43 % | SL63 + 26 % | SL93 + 100 %
SL4 - SL34 + 14 % SL64 + 17 % | SL94 + 97 %
SL5 + 48 % | SL35 - SL65 - SL95 -

SL6 + 60 % | SL36 + 30% | SL66 + 86 % | SL96 + 62 %
SL7 + 35% | SL37 - SL67 - SL97 + 6 %
SL8 + 73% | SL38 - SL68 + 38% | SL98 + 48 %
SL9 + 57 % | SL39 - SL69 + 26 % | SL99 + 44 %
SL10 + 7 % SL40 + 19 % SL70 - SL100 + 91 %
SL11 + 32% | SL41 - SL71 + 70 % | SL101 -

SL12 - SL42 + 43% | SL72 - SL102 + 31%
SL13 - SL43 - SL73 - SL103 + 36 %
SL14 - SL44 + 22% | SL74 + 72 % | SL104 + 92 %
SL15 + 50% | SL45 + 50% | SL75 - SL105 + 19 %
SL16 + 56 % | SL46 - SL76 + 100 % | SL106 + 76 %
SL17 + 16 % | SL47 + 100% | SL77 - SL107 + 60 %
SL18 + 19% | SL48 - SL78 - SL108 + 9 %
SL19 + 39% | SL49 - SL79 - SL109 + 100 %
SL20 + 44 % | SL50 + 10 % SL80 - SL110 + 62 %
SL21 - SL51 + 48% | SL81 -

SL22 - SL52 + 99 % SL82 -

SL23 + 11% | SL53 + 12 % SL83 -

SL24 + 45 % | SL54 + 60% | SL84 + 71%

SL25 - SL55 + 30% | SL85 + 37%

SL26 + 80% | SL56 - SL86 + 8 %

SL27 + 16 % | SL57 + 5 % SL87 -

SL28 + 14% | SL58 + 5 % SL88 + 16 %

SL29 + 8 % SL59 + 93 % SL89 -

SL30 - SL60 + 100% | SL90 + 100 %
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Pouze u 14 vzotkbylo ZMB vySSi nebo rovno 80 % a u 19 vzibrkedosahovalo ani
20 %. Z tchto dat Ize wyist také vysokou variabilitu ziskanych vzorla jak je proto d@lezité

zmeiené exprese miRNA korelovat se zastoupenim nadohnoyrek.

Zawr analyzy mutaci v genKRAS: Uspsdnost heteroduplexni analy#RAS byla
aspsna u vSech vzotk(tedy 100%). Mutace KRASbyla nalezena u 67 % vSech vazark
Diagnoza KP byla potvrzena u 78 % vzbrgacient, ktefi byli takto diagnostikovani na
z&kladt posouzeni |éka a cytologa. Zastoupeni mutovanych &ubylo nai¢ vzorky velmi

variabilni.

5.3.3 Ovéieni laboratorniho postupu pro qRT-PCR

Laboratorni postup pro gRT-PCR jsemétmwvala u vzork s nalezenou mutaci
v KRAS Spravny pibéh gRT-PCR byl takovy, Ze u vzarknebyly nalezeny odchylky
v disocig&nich Kivkach, jejich Ct ndlo hodnotu od 15 do 30 cykla vzajemné paralely se od
sebe neliSily o vice nez 0,5 cykV piipadt, Ze se tak stalo, byl postup gqRT-PCR opakovan.
Konkrétni hodnoty Ct vzolkjsou uvedeny v Tab. 5.9.
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Tab. 5.9.Hodnoty Ct RNU6bmiR-21 a miR-10b u vzotks mutaci WKRAS.
Hodnoty Ct jsou prmérem minimal@ dvou paralelnich gieni, které se od sebe nelisi o vice nez 0,5
cyklu a pro dely této diplomové prace slouZi jako origmta Cerveré jsou zvyrazsiny hodnoty Ct
vétSi nez 30 cykl, cervenym ramékem jsou oznéeny vzorky, u kterych byla fluorometricky
detekovana koncentrace RNA niz3i neZz 0,05 fg- @t bylo néfeno g normalizované relativni
hodnot fluorescence rovnajici se 400.

Vzorek CtRNU6b CtmiR-21 CtmiR-10b | Vzorek CtRNU6b CtmiR-21 Ct miR-10b
SL1 20,78 21,79 26,55 SL55 21,02 23,13 26,27
SL2 19,37 25,39 29,91 SL57 20,79 25,44 28,84
SL3 23,42 23,83 29,68 SL58 26,49 28,77 32,09
SL5 15,97 20,00 22,99 SL59 18,37 21,46 23,79
SL6 21,82 21,71 26,94 SL60 16,91 21,84 22,74
SL7 16,39 17,90 20,86 SL62 18,70 21,15 23,24
SL8 19,87 20,55 24,70 SL63 18,92 21,81 23,53
SL9 19,17 21,43 23,75 SL64 24,05 25,28 30,96
SL10 20,38 22,64 26,43 SL66 19,08 23,39 27,64
SL11 15,89 19,93 20,46 SL68 18,47 20,87 23,73
SL15 19,29 20,43 23,75 SL69 21,76 23,73 26,15
SL16 17,32 20,40 24,62 SL71 19,89 20,37 24,32
SL17 16,64 19,72 24,74 SL74 18,66 19,84 25,06
SL18 18,59 19,47 25,95 SL76 18,11 21,79 26,13
SL19 23,15 23,77 27,43 SL84 18,06 19,83 23,97
SL20 22,06 19,85 25,75 SL85 22,39 23,53 28,43
SL23 20,11 21,83 27,42 SL86 19,23 21,04 27,22
SL24 17,59 20,15 25,05 SL88 22,33 23,57 28,04
SL26 17,37 20,08 24,71 SL90 24,49 22,32 26,87
SL27 22,96 26,39 26,55 SL91 17,31 19,55 22,89
SL28 25,91 28,11 37,20 SL92 21,35 20,92 25,20
SL29 23,03 24,24 28,19 SL93 19,62 20,60 24,83
SL31 19,17 19,48 23,87 SL94 20,44 21,02 25,21
SL32 18,34 21,26 26,24 SL96 18,60 20,78 25,63
SL33 23,44 24,24 28,65 SL97 17,48 21,56 22,69
SL34 20,42 18,70 24,43 SL98 17,60 20,29 23,67
SL36 17,74 19,57 23,48 SL99 21,18 21,51 26,68
SL40 23,12 25,45 28,33 SL100 30,99 27,04 33,88
SL42 20,56 23,37 27,92 SL102 16,56 19,68 23,17
SL44 19,95 25,40 28,12 SL103 19,41 21,02 25,32
SL45 21,18 24,11 27,37 SL104 20,53 22,56 26,89
SL47 16,11 21,75 25,38 SL105 21,73 21,36 26,55
SL50 22,12 24,26 28,23 SL106 19,34 24,55 29,81
SL51 27,21 25,02 29,31 SL107 20,40 26,06 30,30
SL52 22,15 23,79 28,81 SL108 20,28 22,69 26,34
SL53 22,97 21,84 25,11 SL109 17,79 21,44 25,33
SL54 18,98 23,56 24,62 SL110 27,88 29,43 32,67
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Poddilo se mi namsiit Ct hodnoty u vSech vzoilk Kontrolou disocianich Kivek byly
vzdy ihned odhalenyifpadné chyby a pokus opakovan. Hodnota Ct vyssSBAez/kii byla
detekovana u poloviny vzaoik(pirevazré u miR-10b), u nichz nebyla naena RNA pomoci

fluorometru.

Zawr oweieni laboratorniho postupu pro qRT-PCR: Rindst celého postupu jsem
ovétila s usgsnosti 100 % u miR-21, 99 % u RNU6b a 93 % u miR-19zhledem
k velkému mnoZstvi analyzovanych vzork velmi malému p#iu vzorki s nizkou (nebo
Zadnou) koncentraci RNA je optimalizovany postup krantifikaci miRNA ze vzorik FNB
ovéteny a vhodny pro dalSi analyzy miRNA ze vZoEUS-FNB.
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6 Diskuze

Metoda odbru vzorki KP pomoci EUS-FNB s naslednou analyzou expresiNAIR
ma& velky potenciél pro vyuZziti v klinické praxi,ek& by mohlo vést &asné diagnostice,
odhadu prognézy a sledovani progrese a vliviedéé terapie. Jak jiz bylo popsano
v teoretickésasti této prace, laboratorni metodika pro stanow@RINA a mnoZstvi odebrané
nadorové tkah neni doposud zdaleka rutinni zalezZitosti a proyag#n hrstka laboratd

Z celého s#ta.

= Optimalizace laboratorniho postupu

Cilem prace byla fedevsim optimalizace laboratorniho postupu pro kfikaci
MIiRNA z &chto vzorKi. V naSi laboratio Slo také o celkové zavedeni prace s RNA a miRNA
a obnovu gPCR metody. Proto bylo iglita nejéive navrhnout, jak bude cely experiment
probihat. Pro fiblizné stanoveni nadorovych hiknve vzorku jsme analyzovali gd€RAS
Ktomu jsme ze vzorku tedy museli izolovat nejen RNile také DNA. Z dvodu co
nejnizsiho zkresleni vysledkZMB a expresi miRNA jsme se rozhodli, Ze budemjeine
izolovat RNA a naslednDNA, a to z lyzatu fivodniho vzorku. Pro nase&ely negfichazela
v Gvahu moznost roZeni pivodniho vzorku, a to Kili malé velikosti a velmi velké
pravdEpodobnosti jiného zastoupeni nadorovych dauw kazdé z polovin vzorku. DalSi
moznosti by byla izolace DNA i RNA najednou z jedoovzorku s naslednym ogetim
poloviny ziskanych NK DNazou (pro ziskani RNA) allié poloviny RNazou (pro ziskani
DNA). Timto zpisobem bychom v3akigli o polovinu mnoZstvi ziskané RNA, coz by z takt
malych vzorkk mohlo vést k nemoznosti dale analyzovat miRNA. dbm k vysoké
bereme-li v Gvahu, Ze v naSem navrzeném schémakerieent: ziskdvame prawgbodobri
jese nizsi vytzky DNA, jelikoZ jsou tyto izolovany pouze ze 10Dlyzatu.

Za &elem dosazeni co nejvySSich &&ki RNA jsem porovnavala 4 druhy
komegnich souprav pro izolaci RNA. Hledali jsme takowvsupravu, jejiz postup by nebyl
metodicky, materialay ani ¢aso priliS narany, jejiz cena by byla pro laboratanosna,

a predevsim, jejiz pomoci bychom ziskali co nejvy33éiky a kvalitu NK. Tyto podminky
nejlépe splovala vybranad souprava I1.c¢Roliv byla souprava 11 drazSi v porovnani

s ostatnimi soupravami, jeji pracovni postup byingrmé jednoduchy a rychly iip izolaci
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RNA zvice vzork. Rozhodujici vSak byla vysoka kvalita a &&gk ziskanych NK.
JelikoZ jsem v ramci optimalizace izolace NK vzorkYS-FNB rozdlovala na piblizné
stejné dily pro moznost porovnani souprav na jedmaorku, nelze koncentrace ziskanych
NK srovnavat absolutn Kvalitu NK jsem vyhodnocovala na zaktadamplifikace
standardnich geén a to gedevsim z dvodu owieni schopnosti dale analyzovat izolované
NK. V dokg, kdy jsem kvalitu (ale také witky) RNA owiovala pomoci amplifikace gén
GA733-2 CEA EGFR aACTB jsme nendli k dispozici zadné priméry pro miRNA.
Proto byly zvoleny priméry pr&wro tyto geny, které v nasi laboratstandarda vyuzivame
k jinym kelim. Kvalita a vy¢zek amplifikdi genuKRASbyla u vSech pouzitych souprav
srovnatelnd. Z toho mohu vyvodit 2@y Ze v ziskanych lyzatechigtalo dostatek DNA
pro izolaci a pravgpodobrg v ném nebyla pitomna Zadna chemikalie, ktera byispbila
jako vyrazny inhibitor fi izolaci DNA.

NasSim zamrem nebyla pouze vysokd kvalita a a&gk RNA, ale také cDNA.
Pro optimalizaci reverzni transkripce jsem si Zeolk porovnani 4 druhy kom@&rich
souprav, které jsem hodnotila podéljako soupravy pro izolaci NK, tedy podle vstupnich
a vystupnich paramétr Do hodnoceni vstupnich parantejsem gidala také poet kroki.
ZvySujici se poet kroki vyZzadoval nejen vySSi pet presného dodrzenfasu inkubace,
ale také s sebou nesl vyssi riziko kontaminacekezpfi opakovaném otevirdni a manipulaci
s mikrozkumavkou. Naprosto nevyhodnou pro na&elyubyla souprava RT4, ktera byla
Pri amplifikaci geri GA733-2 CEA EGFRaACTB vznikaly u vzork pii pouziti soupravy
RT4 nespecifické produkty, na rozdil od vaibgi pouziti souprav RT1 a RT3. To mohlo byt

relativreé levna, metodicky nenaknda, casow prijatelna a po amplifikaci gendCTBvznikaly
kvalitni produkty se srovnatelinnejvysSimi vygzky. Souprava RT2 byla z testovanych
nejlevrejSi a jeji postup nejméncaso narany. Celd optimalizace laboratorniho postupu
byla dlouhodobym a postupnym procesem, kdy jsmestau testovali nové moZznosti.
Jednim z fgikladi bylo také pouziti soupravy RT2, kterou jsme sehoalti otestovat az po
vybéru soupravy RT1 a testech na gPCR cykléru. Prem jsehodnotila vystupni parametry
pro pouziti soupravy RT2 a pokusila se srovnat ebgpRT1 a RT2 pomoci qPCR a hodnotit
gRT-PCR jako celek. Optimalizace izolace NK a remértranskripce se neobeSla bez
srovnani vSech izotaich a RT souprav (krotnRT2) mezi sebou. Tyto vysledky nejsou
v diplomové praci pro lepSiighlednost uvedeny. Z vysletlpporovnani vSech kombinaci

souprav jsem si @¥ila, Ze kombinace |11 a RT1 se jevi jako nejlepsi.
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Poslednim a neméndilezitym krokem byla optimalizace gPCR. Nije& jsem
si vybrala vhodnou kombinaci RT a qPCR soupravig aa zaklad pribéhu amplifikani
exponencialni bez ifpadnych ¥tSich ,hrboti“, které by mohly naznmvat amplifikaci
dalSiho rozdilného produktu. Nizkd hodnota Ct begldezitd hlavé z divodu zachytu
i minimélné koncentrovanych miRNA ve vzorcich. Srovndnim hdad@6 mezi pouzitim
kombinaci RT a gPCR souprav jsem byla schopnaitzjisiera souprava je vhodsi
pro ziskani koncentrovasi cDNA a kterd je vhodij§i pro analyzu exprese miRNA.
Z prezentovanych vysledkvyplyva nejvhodgjsi pouziti souprav RT2 a Q2, tedy souprav
od stejného vyrobce. Vysledky po pouzigchto souprav také nazhgi, Zze cDNA
je koncentrovagjSi a reakni snés pro gPCR je kvalit)Si neZ u souprav RT1 a Q1. Nabizi
se také hypotéza kvalifin a specifétéji navrzeného univerzalniho priméru u soupravy RT2.
Reakni smés pravédpodobrt obsahuje také velmi kvalitfiot start polymerazu a idealni
koncentraci dalSich latek gebnych pro jeji enzymatickou aktivituiiBpokusu analyzovat
RNUG6b se shodnym nastavenim PCR progrg@m oba typy souprav, tedy RT1 s Q1 a RT2
s Q2, se rozdily mezi soupravami {eStice prohloubily. Akoli jsem chéla zajistit
pro porovnani stejné podminky, zvySenim teplotymasedani priméro 2°C u soupravy Q1
jsem mohla dosahnout mensiinnosti jejich nasedani. U soupravy Q2 jsem naapakla
snizenim o 3C zajistit W¥tSi Einnost a mensi specifitu nasedani primérato skuténost
by ¢asténé vyswtlovala rozdily mezi hodnotami Ct, ale nikoli vSakakové mie. Navic
jsem prodlouZzila délky{sobeni jednotlivych teplot PCR programu u soupr@2y Restoze
nebylo nezbyt& nutné @vodni protokol soupravy Q2 nijak olgitovat, zjistila jsem,
Ze @i prodlouzeni délek sobeni teplot PCR programu dochazi ke sniZzeni Gindto
Je velice pravgpodobné, Ze se takije z divodu delSih@asu pro polymeraci v kazdém cyklu
a je tak amplifikovanadtSina denaturovanych viaken miRNA v sekvenci cDNA.

V ramci optimalizaci jsem také testovala stabiliniskané cDNA. V fipac,

Ze budeme v budoucnu kvantifikovat miRNA rugna ve ¥tSim mnozstvi, je wezité, aby
déle skladované vzorky cDNA byly vhodné pro dalagiklad opravné nebo dodéted)
gPCR analyzy. Musela jsem tedy zjistiti jaké teplo¥ a jaka doba skladovani jggteovlivni
kvalitu cDNA natolik, aby zkreslila ziskané vyslgdiBrala jsem v Gvahu také opakované
meéneéni teploty @i manipulaci. Zjistila jsem, Ze ani po 2¢sicich skladovani v chladicim
nebo mrazicim Z&eni se nezimila kvalita cDNA pro testované miRNA a RNUG6b.

Déle jsem stanovovalacimnost priméi pomoci analyzy standardni (kalibnd)
kiivky, tedy, zda p kazdé koncentraci templatu dochazi ke zdvojnasohmodukfi
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po kazdém cyklu. Tento test se provadi na z&ktadicitady vstupniho templéatu, kdy jsou
vysledné hodnoty Ct proloZeny linearrfirpkou. Snérnice @gimky a hodnota Rsq (proloZeni
vSech bod kalibratni kiivky, angl.amplification efficiency valyepoté udava ginnost reakce
(BUSTIN et al.2009). Nangiené @innosti byly @i poctu osmi n¢teni pro kazdy primér vzdy
vySSi nez 76 %. i stanovovani &innosti standardnich génje dosahovano &nnosti
az 100 %. B mereni miRNA se vSakdinnost neda filiS ovlivnit. MiRNA obsahuji tak malo
nukleotidi, Ze jsou jejich priméry navrzenygs celou jejich sekvenci. Vyjimkou je RNUG6b.
U téeto snRNA by bylo mozné navrhnout takovou sekiyektera by zvySila ginnost
amplifikace. Jedinymi moznostmi jsou v tomtofigads vySSi koncentrace primér
nebo zvysSeni teploty pro jejich nasedani. To bykviahlo vést ke snizené spedcifieakce.
NejspiSe tedy bude j€stutné optimalizovat qPCR pro kazdy primér zvlas

Jednim z dalSich @il mé prace bylo také zjidvani specifity primér,
a tedy i namsrenych Ct hodnot. Specifita n&menych Ct hodnot, zejménaiippouZziti
nespecifickych substr@fako je SYBR green, musi byt vzdyd@ena Kivkou tani (disociani
kiivkou). Po dokoneni vSech cyki PCR jsou produkty denaturovany vysokou teplotou,
nasledg renaturovany ochlazovanim a znovu denaturovangagnim teploty, fixemz je
v celém piibéhu zvySovani teploty zaznamenavana flourescenamyazitmovanim hodnot
nameérenych fluorescenci a vynesenim do grafu Ize koowad| zda byl amplifikovan pouze
jeden produkt, zda vznikaji vedlejSi produkty, nebe jednalo o produkt rozdilny
(BUSTIN et al.2009). V této praci jsem ukazal&kolik piikladi analyz disociéni kiivky
pro kazdy primér. Tento test je nezbytny pro jakékoéieni expresi pomoci gPCR,

a tak jsem jej v rdmci optimalizacitzaila ke vSem dalSim analyzam.

= Navrh FeSeni vypdtu expresi miRNA s ohledem na mnozstvi nadorovychumék ve

vzorku

Jak uz bylo uvedeno v kapitolach o problematicdyamaiRNA ze vzork EUS-FNB,
je nutné znsrené exprese miRNA normalizovat nejen na ref@regen, ale také na mnozstvi
nadorovych bugk ve vzorku. Naprosta&tSina publikaci, ktera #fila exprese miRNA u KP
a kterou jsem citovala v této praci, pracovalavypoctu expresi se standarlpouzivanym
vzorcem 2**“. Tento vzorec v s@bzahrnuje normalizaci exprese miRNA na reférérgen
a zdravou tké ziskanou ve &Sirg pripadi ze zdravych jedinc To, Ze je vzorek sloZen nejen
z nadorovych buk, a hlave z jakého mnoZstvi, je wdhto studii zanedbano a &rené

exprese jsou povazovany za exprese miRNA v nadoru.
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Charakter tka# celého pankreatu,taiz morfologicky, funkni ¢i enzymaticky, je

vlivem nadoru zcela rozdilny od tk&dzdravych jedind (HEZEL et al.2006). Bohuzel jsem
nenalezla studii, ktera by srovnavala expresi miRNpankreatu zdravych jedin@ zdravé
tkarg pankreatu pacieatpostizenych nadorem. Tyto exprese by mohly bydito2 a mohly
by se liSit mezi jedinci. Z tohototgodu je dle mého nazoru nespravné pouZzivat amyin
vzorec i analyzach expresi miRNA u KP, i ¥ipac, Ze vime, Ze analyzovany vzorek
obsahuje pouze nadorovouiikdNa druhou stranu jsem zde prezentovala mnohaelstudii,
které nalezly diagnostické a prognostické miRNAgipouziti tohoto vyp&iu. Otazkou vSak
zustava, jak moc tyto vysledky odpovidaji skutesti. Pro budoucidgly je nutné srovnat
exprese miRNA z tkani pankreatu zdravych jedjre zdravych tkani paciéns KP a CHP,
z tkani z okoli nadoru a z tkani okolo #an aby mohla byt vylotena moznost, Ze jsou tyto
exprese vyrazhrozdilné. Neposlednim problémem je také charakéetorového stromatu,
jehoZ butky mohou mit opt rozdilns exprimované miRNAReSenim by byla mikrodisekce
vzorki a nadsledna analyza miRNA, coZ je také dalSim cilagi laboratie.

V naSi laborath se tomuto problému intenzi¥nvénujeme a bohuzel jsme stale
nedospli k jeho feSeni. Pro vypeet zastoupeni nadorovych lnjsme navrhli vyuZziti
analyzy mutaci v genlKRAS pomoci heteroduplexni analyzy. Navrzeny vzorec ve
vysledkovécasti vychazi z vysledkDCE a jeho pomoci bychoménspolehliv vypotitat
ZMB u vzorki s nalezenou mutaci KRAS Mutace v genlKRAS by nely se 100 %
specifitou  poukazovat na KP  (TADét al.2002, TAKAHASHI et al.2005,
SALEK et al.2007, BOURNETet al.2009). Mutace se objevuji jiz v ranych stadiich IRaa
jsou zastoupeny u vice nez 70 ¥ppdi KP (ALMOGUERAet al.1988, LI a JIAO 2003,
SALEK et al.2007, SALEKet al.2009 cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Diskutabilni zda
vSechny nadorové klony obsahuji muta¢{RASa zda tento mutovany gen neni navicgest
amplifikovan. Tyto skuténosti Wrohodnost vyp&ieného ZMB znéné¢ zpochyliuji. Riziko
nespravného vyptu vliivem amplifikace genu se da zabranit dalSimalgzami, nagiklad
analyzou MLPA pro detekci gtu kopii (multiplex ligation probe amplificatign Velmi
dulezité je také dostateé mnozstvi opakovani heteroduplexni analyzy azealevhodného
pocitatového programu, ktery je schopen wyjtat plochy hrai ze ziskanych dat z DCE. U
pacienti, kde nebyla nalezena mutac&RAS,neni vyloken KP. U &chto pacient by bylo
pro vypaet ZMB vhodné nalézt dalSi mutovany protoonkogemongimor supresorovy gen
s podobnymi vlastnostmi jakkRAS (specifita, pitomna mutace jiz wasnych stadiich KP

apod.).
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V pripact, Ze bychom tedy znali ZMB, mohli bychom vysledkypeesnich analyz
mMiRNA normalizovat vzhledem k mnoZstvi nadorovycimdk. Navrhla jsem vzorec, ktery by
byl teoreticky pouzitelny v praxi. K tomu by vSail nutné znat expresi miRNA ve zdravé
tkani (tedy tkani v okoli nadoru) téhoz pacientdedy nenila byt detekovana zadna mutace
v KRASa léka by mél jasrg poznat, Ze se nejedna o itkdadoru, coz je po#nné nelehky
ukol. Problémem je také lékskda etika, kdy je nevhodné odebirat vzorky ze zZdrhavkani a
podporovat tim dalSi riziko zém. To je také dvodem, pré se nam doposud nepdiia

ziskat vzorky zdravych tkani.

= Ovéreni laboratornich postupi

Ziskané vzorky z EUS-FNB jsou pro nas velmi vzaentgk jsem jich na optimalizaci
postum vyuZzila jen velmi malo. Z tohotdodu bylo nutno o&fit celou optimalizovanou
metodiku na ¥tSi skupi vzorki, s jejichz vysledky bychom mohli pracovat i v budou.

Owiila jsem tedy, Ze vybranym postupem pro izolaci MK ze vSech vzotkziskat
dostatek DNA pro dalSi analyzy. U vzérisem analyzovala mutacekRAS z nichz 67 %
bylo na mutaci pozitivnich. Timto jsem &ila diagndézu KP u 78 % paciéntktei byli
diagnostikovani jiz l1ék@m a cytologemCtvrtina pacient, u kterych byla diagnostikovana
CHP, a tetina pacienit, ktefi nentli stanovenou diagndzu, se objevila také muta&d&RAS.
Podle literatury se fize pravdpodobr jednat o karcinomy (TADAet al.2002,
TAKAHASHI et al.2005, SALEKet al.2007, BOURNETet al.2009). | kdyby analyza
KRAS nakonec nebyla vyuzita pro vyel expresi miRNA, jednoztia neni zbyténa
a pomaha upozornit n&ipadny KP.

Déle jsem vyptitala ZMB u vzork s nalezenou mutaci KRAS. Bohuzel jsem
nentla k dispozici vhodny program pro vyt ploch hrad, a tak jsem vypeet zjednodusila
a pouzila jejich vysky. K#li této skuténosti a také ki#li malému p@tu mereni jsem
vysledky statisticky nezpracovavala. Ze ziskanyeh @ giblizném ZMB lze vyist, jak
vysoka byla variabilita ziskanych vzdrka jak je proto dlezité zntiené exprese miRNA
korelovat se zastoupenim nadorovychdkun

Detekovatelnou koncentraci RNA na fluorometru jseskala pouze u 83 % vzdrk
Laboratorni postup pro gRT-PCR jsentimvala u vzork, kde jsem nalezla mutacikRAS
Za spravny pibéh qPCR jsem povazovala vysledky amplifikaci, u aidiylo dosazeno
hodnoty Ct od 15 do 30 cykl Fxili§ rychly narust fluorescence (Ct hodnota nizéf 15
cyklt) se mi nepodédo detekovat u Zadného vzorku. Hodnota Ct vyS& 86 cykh
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upozonovala na fliS nizké mnozstvi templatové cDNA a byla detekwval 5 vzork,
u nichz nebyla nastena RNA pomoci fluorometrie. U takto vysoké hodndy jsou
vysledky ne¥rohodné navzdory analyze disasia kiivky. Nametené hodnoty jsou
prezentovany rowt v orient&ni form¢ a nejsou statisticky zpracovany. Vysledkem, kiery
vice vypovidal o hodnotach naranych expresi, by byla vypibana relativni exprese dle

navrzeného vzorce, avSak to nebylo z vySe #nyich divodi mozné.
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7 Souhrn

Optimalizovala jsem laboratorni postup pro kvakéi miRNA u vzork ziskanych
pomoci EUS-FNB zadglem zgesreéni diagnostiky a odhadu progno6zy karcinomu pankreat

a splnila ostatni dil cile této prace.

1. Pro optimalizaci izolace NK jsem pracovala se 4 &@mimi soupravami a na zakkad
vstupnich a vystupnich parametwybrala soupravu RecoverAl Total Nucleic Acid
Isolation Kit.

2. Pro optimalizaci gRT-PCR jsem pracovala se 4 kowsreémi soupravami a na zakkad
vstupnich a vystupnich parametpro qRT-PCR jsem vybrala nejvhagi kombinaci
souprav, tedy soupravy gScript microRNA cDNA SysibeKit a PerfeCTa microRNA
Assay. Déle jsem upravila teplotni program pro gPLBedovala stabilitu cDNA, jejiz
vlastnosti se vyraznneznenily ani po 60 dnech uchovavarii geplotach 4 °C a -20 °C.

3. Primérna &innost priméd byla pro miR-10b, miR-21 a RNU6b vzdy vySSi nez %6
V ramci optimalizace gPCR, a také pro dalSi analyzgrki, byla zji¥ovana specifita
primeéri, ¢imz byla také o&tena identita amplifikovanych produkt

4. Owila jsem optimalizované laboratorni postupy pro lazo NK na podskupi&
110 vzork a ziskala koncentraci NK vy$&i nez 0,05 ng-wI83 % vzork RNA a 94 %
vzorkia DNA.

5. U v8ech 110 vzorkse mi pod#lo analyzovalKRASna DCE. Z tohoto pttu bylo 67 % na
mutaci pozitivnich. Na zakl&dvysledki KRAS jsem vypgitala pamérné zastoupeni
mutovanych bugk a zjistila vysokou variabilitu ziskanych vzérk

6. U vzorki s nalezenou mutaci KRAS jsem o¥fila optimalizovany laboratorni postup
pro kvantifikaci RNU6b, miR-21 a miR0Ob pomoci qRT-PCR. U vSech testovanych
vzorka byla zaznamenana hodnota Ct a amplifikac&#ena disociéni kiivkou. Funknost
celého postupu jsem &ta analyzou miR-21 u 100 % vzarkanalyzou RNUG6b u 99 %
vzorki a analyzou miR-10b u 93 % vzdrk

7. Navrhla a diskutovala jsemeSeni pro kvantifikaci miRNA s ohledem na zastoipen

nadorovych bugk ve vzorku.

Poddilo se mi tedy vyvinout a @¥it G¢inny postup pro rutinni kvantifikaci miRNA
z bioptickych vzork tkaré pankreatu.
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PRILOHA 1

Abstrakt k posteru ze XVII. celostatni konference INA diagnostiky

Optimalizace postupi pro kvantifikaci prognostickych a diagnostickych miRNA
u karcinomu pankreatu ze vzorki ziskanych metodou EUS-FNA

R. Cuperkov&’, B. Bel§anov4 L. BeneSovg B. Bungani?, T. Dvaidkov&, M. Zavoraf,
M.Minarik*

! Laboratd molekularni genetiky a onkologie, Genomac vyzkunastav, Praha

2 Interni klinika, Ustedni vojenska nemocnice, Praha

Karcinom pankreatu (CP) je velmi zavazné onemotns &tSinou infaustni
prognézou (pkmérné 5-leté peziti < 5%), vysokou mortalitou a zvySujici se demci
v populaci. v sotasné dob neexistuje zZadny spolehlivy nastroj ani markererkby
s dostaténou specifitou a citlivosti diagnostikoval toto om&creni v jehocasnych stadiich.
Pacienti s CP v da@bdiagnozy tak byvajéasto ve Spatném zdravotnim stavudéénemiva
vyrazny W&inek. Z €chto divodi se klade stdle &Si diraz na nalezeni vhodnych
molekularnich markér ato zejména pro zlepSeni diagndézy a odhad pmygndednim
z takovych markeér jsou mikroRNA, 21-23 nt dlouhé jediezcové nekodujici RNA,
potencionald vyuzitelné jak v diagnostice a ke stanoveni pragndak i ke sledovani
pribéhu onemocéni, predikci odpo¥di na l&bu nebo navrhu novych débnych terapii.
Vzhledem k tomu, Ze je jen malo paciemdikovano k operaci, odb vzorki pro nasledna
vySeteni se provadi biopsii tenkou jehlou pod kontraadoskopické ultrasonografie (EUS-
FNA) a to za delem potvrzeni CP nebo stanoveni diagnozy chronickikreatitida. Bzne
jsou tyto vzorky zpracovavany pouze jako cytologigkeparaty, ale sloZjsi molekularg-
genetickd vyséeni, jako je stanoveni hladin miRNA, vyZadu§itdi mnozstvi tkah Odhker
takového vzorku se v rutinni praxi neprovadi a dy#a krong¢ zruenosti a zkuSenosti 1éka
také volbu vhodné bioptické jehly atechniky é&db Navic UspSnost molekularnich
vySeteni pankreatické tk&nbyva nizSi v porovnani s ostatnimi tkém a tak spravna volba
postupu izolace nukleovych kyselin (NK) a naslednynalyz vetrg pouzitych kifi je
klicova.

Cilem této prace bylo zoptimalizovat cely postupoaiitru vzorki, pres izolaci NK
a syntézu cDNA aZz po analyzu mutaci gefRASa hladin vybranych miRNA ze vzark
tkhrné pankreatu ziskanych pomoci EUS-FNA za&elém nalezeni prognostickych
a diagnostickych miRNA. Vysledky molekul&rgenetickych analyz (vykky qPCR a PCR
a zastoupeni mutované DNA) u 65 vzbrkadoroveci zarstlivé tkare pankreatu byly
korelovany s parametry odtu (typ jehly, technika, velikost vzorkujimés krve, lokalizace
a velikost nadoru) a fgobem extrakce NK aipravou cDNA (fizné kometni Kity).
Nasled® byl stanoven optimalni postup a na podsképieseti vzork bylo provedeno
stanoveni hladin vybranych miRNA s potenciogalprognostickym a diagnostickym
vyznamem.
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