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Abstrakt

Nédorova onemocnéni jsou v celosvétovém meéftitku jednou z nejcastéjSich pficin
umrti, pficemz progndza je obecné lepsi, pokud je onemocnéni diagnostikovano a léceno
vcas. Protinadorovéa léCba je postupné posouvana od klasické chemoterapie s omezenou
ucinnosti a zndmymi negativnimi vedlej$imi ¢inky smérem k cilené biologické 1éCbé, ktera
se pouziva, jsou-li zjistény specifické genetické mutace. Soucasti 1é€by nadorového
onemocnéni je také detekce nasledné progrese zalozena zejména na sledovani nadorovych
biomarker. V soucasné dob¢ je stale vice zkoumana moznost vySetfovani molekularnich
markerti metodou tzv. tekuté biopsie, na kterou byla tato prace zaméiena.

Hlavnim cilem prace byl experimentalni vyvoj a validace metody zachytu ctDNA
ze vzorkll krevni plazmy na zdkladé detekce vybranych somatickych mutaci. Vyvoj
a optimalizace systému zaloZeného na principu denaturacni kapilarni elektroforézy probihaly
na vzorcich pozitivnich na mutace onkogenu KRAS, nésledné byla provedena klinickd ¢ast
vyzkumu na pilotnim souboru 21 vzorkd krevni plazmy. Na zavér prace byla metoda
optimalizovéna pro detekci markerd BRAF a EGFR. Dil¢im cilem prace bylo ovéfeni klinické
vyuZitelnosti zvySenim citlivosti detekce a tim i podilu zachytu pacient v pokrocilém stadiu
onemocnénti.

Vysledky prace naznacuji moznost vyuziti této metody v oblasti sledovani 1€cby nejen
pacienti s kolorektdlnim karcinomem ¢i karcinomem plic, ale i pacienti s dalSimi

nadorovymi onemocnénimi.
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Abstract

Tumors are one of the leading causes of death worldwide. Generally, the prognosis
is better if the treatment begins at an early stage. Nowadays, the conventional chemotherapy
treatment of cancer, known for its limited efficacy and side effects, is being gradually
replaced by targeted biological treatment, which is used when specific genetic mutations are
found. A part of the treatment is a detection of a potential progression, which is mainly based
on the tumor biomarkers monitoring. Currently, further investigation of a so-called liquid
biopsy method are ongoing, on which this thesis is focused.

The main aim of this work was the experimental development and validation
of the method for detection of the ctDNA in the plasma samples based on the somatic
mutations presence. For the development and optimization of the system on the principle
of denaturation capillary electrophoresis, the samples of cancer patients with KRAS mutation
were used. Subsequently, a clinical part of the research was performed on a pilot set
of 21 plasma samples. Finally, the method was optimized for the detection of BRAF
and EGFR markers. A partial objective was to improve the detection sensitivity and increase
the capture of the ctDNA in patients with advanced stage of the disease.

The results of this work suggest the possibility of using this method for monitoring

patients with not only colorectal or lung carcinoma, but other types of cancer as well.

Key words

DNA mutations, KRAS, EGFR, BRAF, ctDNA, colorectal cancer, lung cancer,

micropreparation, denaturing capillary electrophoresis
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1. Uvod

Nédorova onemocnéni jsou celosvétové povazovéana za jednu z nejCastéjSich piicin
umrti, pfi¢emz nadorové onemocnéni tlustého stfeva a konecniku je fazeno na tfeti misto,
1 pfestoze je-li tento typ nadorového onemocnéni zaznamenan v Casném stadiu, je dobie
1é¢itelny. V soucasné dobé je za nejefektivnéjsi 1€€bu povazovan chirurgicky zakrok zaméteny
na primarni nador ¢asto doprovazeny chemoterapeutickou 1écbou, nicméné i od té je vzhledem
k negativnim vedlej$im ucinkiim ustupovano smeérem k cilené 1écb¢ biologické.

Podstata biologické 1écby spociva v blokaci konkrétni signalni drédhy, v ptipadé
nadorového onemocnéni tlustého stieva a konecniku se nejcastéji jedna o drahu Epidermalniho
rustového faktoru (EGF). Zablokovanim EGF-receptoru (EGFR) ligandem (nejcastéji
monoklondlni  protilatkou) dochdazi k  zamezeni aktivace signdlu  vedoucimu
k nekontrolovatelné bunécné proliferaci. Ve vétSiné ptipadl je 1écba protilatkou anti-EGFR
ucinnd, ptiblizné ve 40 % piipadl vSak G¢inna neni. Jedna z moznych pficin neuspésné 1écby
spociva v pfitomnosti mutované formy onkogenu KRAS v nadorovych bunkéch (viz dale).
Z tohoto dlivodu jsou v soucasné dobé& pacienti na tuto mutaci vySetfovani a 1écbu lze nasadit
pouze u pacientll s nemutovanou (WT) formou onkogenu KRAS.

Vzhledem k riziku vzniku rezistence takto lé¢eného nadoru je dualezité vcasné
rozpozndni progrese onemocnéni, které se stavd predmétem zdjmu mnoha védcti po celém
svété. Idedlni kontrolou by byla casto opakovana tkanovéa biopsie, kterd ale z davodu
zdravotniho stavu pacienta neni moznd. Proto se dnes zkouma moZnost vyuziti tzv. tekuté
biopsie, vyuzivajici jako zdroj genetického materialu fragmenty DNA uvolnéné z nadoru
do periferniho ob¢hu pacienta. Tato metoda odbéru biologického vzorku je oproti tkanové
biopsii mén¢ invazivni. Zachyt cirkulujici nddorové DNA se odviji od typu nadoru a stadia
onemocnéni, avSak zcela zisadni je citlivost pouzit¢é metodiky. V soufasné dobé jsou
k dispozici vysoce citlivé postupy, které se vSak vyznaCuji znacnou financni ndrocnosti.
Z tohoto diivodu je vyvoj novych citlivych a zarovenn cenové dostupnych metodik velmi

zadoucl.



2. Prehled literatury

2.1 Struény uvod do molekularni patogeneze nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou charakterizovdna poruchou homeostidzy, kterd
je namolekularni Grovni  zplisobena poskozenim  genetické informace vedoucim
k nefunk¢nosti systémil zajiStujicich kontrolovany pribéh d€leni a rGstu bunck (bunécné
proliferace). Tato genetickd poSkozeni, obecné¢ zahrnovand pod terminem ,,mutace”, mohou
vyfadit ¢i jinak negativné ovlivnit funkci vyznamnych bunécnych systémii. Mezi nejdilezitejsi
patii kontrola bunécného cyklu, ristové signalni drahy, nebo fizené¢ bunécné smrti (apoptdza).
Poruchy  téchto  systtmid vedou ke vzniku nddoru a jeho  proliferaci
(Hanahan & Weinberg, 2000; Erstad et al., 2015), jejimz dusledkem je pronikéni do okolnich
struktur s naslednou  migraci bunék a  vytvafenim  vzdalenych  metastaz
(Hanahan & Weinberg, 2000).

Genetické mutace lze rozd¢lit do skupin podle vzniku, rozsahu a dopadu na funkci
buiiky. Do prvni skupiny patii mutace zarode¢né a somatické. Zarode¢né mutace (pfitomny
v prvotnim zarodku organismu) se vyskytuji ve vSech télnich i pohlavnich buitkach, mohou
se tak prenést i na potomky a jsou pfiCinou tzv. hereditdrnich nadorovych syndromu
(Lodish et al., 2013). Mezi nejcastéjs$i dédicné syndromy patii hereditarni syndrom karcinomu
prsu a vajeéniki zapfi¢inény predevSim zarode¢nymi mutacemi geni BRCAI a BRCA2
(Krammer et al., 2017), hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC) oznacovany
jako tzv. Lynchliv syndrom, zptsobeny nefunkénosti systému DNA oprav (napf. mutace genli
MLHI, MSH2 a MSHG6) (Jun et al., 2017) nebo familidlni adenomova polypéza (FAP)
vznikajici v dasledku mutaci genu APC (Adenomatous polyposis coli gene) (Li ef al., 2017).
Na rozdil od zarodecnych mutaci se mutace somatické vyskytuji pouze v télnich nadorovych
bunkach. K témto tzv. ziskanym mutacim tak dochézi teprve v pribchu zivota a na jejich
vzniku se vyznamné podili plisobeni vnéjSich faktort, napt. ionizujiciho zéfeni ¢i chemickych
karcinogenid (Lodish et al., 2013). Z tohoto divodu jsou somatické mutace Casto spojovany
s rizikovymi faktory (napf. koufeni, konzumace zpracovaného cerveného masa, slunecni
zateni atd.) souvisejicimi se Zivotnim stylem (Lodish ef al., 2013; Wu et al., 2015).

Podle rozsahu zmény genetického kodu lze mutace rozdélit na chromozomalni
abodové. Mezi mutace chromozomalni patfi zmény poctu chromozomil (tzv. aneuploidie)
nebo zmény v Uplnosti chromozom (chromozomalni delece, duplikace, translokace, inverze,

atd.) (Lodish ef al., 2013). Chromozomalni mutace jsou ¢asto nalézany u nadorti krvetvornych
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bun¢k (leukemit), napt. chronickd myeloidni leukémie (Kanakasetty et al., 2017). U solidnich
nadord jsou naopak nejcastéjsi mutace bodové, Citajici zameény bazi (substituce) ¢i kratké
inzerce nebo delece nékolika malo bazi (indels) (Stratton et al., 2009).

Poslednim hlediskem klasifikace mutaci genetického koédu je konecny dopad na tvorbu
proteinového produktu de€lici mutace na silent, missense a nonsense. Mezi tzv. silent neboli
tiché mutace jsou fazeny zdmény bazi vedouci k zatazeni stejné aminokyseliny bez funk¢niho
dopadu na proteinovy produkt. Naopak podstata tzv. missense mutaci spociva v substituci
bazi, které vedou k zafazeni jiné aminokyseliny a tim k funkéni zméné genového produktu.
Posledni mutace této skupiny jsou tzv. nonsense mutace zptisobené zdménou bazi, které koduji
STOP kodon piedCasné ukoncujici translaci genového produktu, ktery tim svoji funkci ztraci
(Youn & Simon, 2011).

Jak bylo uvedeno vySe, mutace zptusobuji v bunkach rozvrat homeostazy, predevsim
poruchy bunécné proliferace. K tomu dochazi bud’ v disledku patogenni aktivace gent, které
proliferaci iniciuji, nebo v disledku patogenni inaktivace genti, které tuto proliferaci inhibuji
(Hanahan & Weinberg, 2000). V prvnim ptipad¢é hovofime o tzv. protoonkogenech (mutacné
aktivované¢ formy oznaCujeme terminem onkogeny) a v piipadé druhém o tzv.
tumor-supresorovych genech. Mezi protoonkogeny s nejcastéjSim vyskytem mutacniho
postiZzeni v nadorech patii naptiklad KRAS, BRAF a EGFR (viz déle). Mezi ptiklady nejcastéji
mutovanych tumor-supresortt patti 7P53, APC nebo BRCAI (Ding et al., 2008;
Erstad ef al., 2015).

2.2 Signalni drahy a vyznam mutaci onkogenii v solidnich nadorech

2.2.1 MAPK signalni draha

Vsechny builkky maji vyvinuty u¢inné mechanismy tzv. bunééné signalizace, které
umoziuji buitkdm komunikovat, udrzet si stalé¢ vnitini prostfedi a v neposledni fad€ reagovat
na podnéty okoli prenosem signalu informacnich molekul (proteiny) do jadra. Jak bylo
uvedeno vyse, genové mutace, v jejichz disledku v buiice vznikaji nefunkéni proteinové
produkty, vytazuji tyto systémy a ve svém duasledku vedou ke vzniku nédoru. Jednim
ze signalnich systémil, jejichZ porucha byla dana do ptfimé souvislosti s bunécnou proliferaci,
je tzv. MAPK (Mitogen-activated protein kinase) signalni drédha (Zhang & Liu, 2002;
Martinelli et al., 2017).
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Systétm MAP kindz lze definovat jako tfikindzovy modul podilejici se na tvorbé
proteinové kaskady. K aktivaci prvni kinazy dochazi malym GTP vazebnym proteinem nebo
pienosem fosfatové skupiny (tzv. fosforylace), kazdy dalsi protein je pak aktivovan fosforylaci
specifického motivu nadfazenym enzymem (Obrazek 1). Posledni kindza aktivuje substrat,
kterym muize byt napt. transkripcni faktor, kinaza ¢i jiny protein (Widmann et al., 1999).

Aktivator
|

~ ir T
/

( MAPKKK

[ MAPK '\:.kina'zom,,?
N " modul
-
v

Substrat

Obrazek 1. Ttikinazovy modul MAPK tvofici proteinovou kaskadu. Aktivatorem muze byt maly GTP vazebny
protein nebo pfenesena fosfatova skupina (proces fosforylace). Vzajemnou aktivaci jednotlivych enzymi dochazi
k ovlivnéni substratu (transkrip¢ni faktory, proteiny, kinazy) a naslednému vyvolani bunééné odpovédi (pievzato
aupraveno podle Widmann et al, 1999). (MAPKKK: MAPK kindza kinaza, MAPKK: MAPK kinaza,
MAPK: MAP kinaza).

Enzymy rodiny MAPK jsou povaZzovany za konzervované a jsou dale klasifikovany
do tfi hlavnich skupin: ERK (Extracellular signal-regulated kinase), JNK (C-Jun N-terminal
kinase) a p38 MAPK. Kazda z vySe uvedenych drah se odliSuje regulacnimi procesy
1 aktivaénimi molekulami. Drahy JNK (regulace transkripce) a p38 (regulace imunitnich
reakci) reaguji pfevazn€ na stresové molekuly a cytokiny, oproti tomu drédha ERK (kontrola

bunécéné proliferace) je spousténa zejména ristovymi faktory (Johnson & Lapadat, 2002).

O této draze bude podrobnéji pojednano v nasledujici kapitole.

2.2.2 MAPK/ERK signalni draha

Signalni draha RAS-RAF-MEK-ERK, nazyvana také jako MAPK/ERK draha, patii
mezi nejlépe popsané MAPK drahy. Pozornost je ji vénovana nebot’ ma zcela zdsadni vyznam
v procesu prenosu rustovych signali do jadra a tim pfedstavuje vyznamny terapeuticky cil
pro lécbu celé fady nddorovych onemocnéni.

Prvni krok pifenosu extracelularniho signalu do nitra buiiky zahrnuje rozpoznani

avazbu informac¢ni molekuly receptorem nachazejicim se na bunétné membrané. Mezi
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nejlépe charakterizované nalezi rodina tzv. receptorli epidermalnich rastovych faktort
(EGFR), do které jsou tazeny receptorové tyrozin-kindzy (RTK) slozené ze tfi domén
(extracelularni, membranova, intracelularni). Aktivacnimi signalnimi molekulami EGFR jsou
zejména epidermalni a rastové faktory (Epidermal growth factor, EGF; Transforming growth
factor, TGF), jejichz vazba k extracelularni doméné vyvold dimerizaci monomernich
membranovych proteini s néslednou autofosforylaci cytoplasmatickych ¢asti vedouci
ke zvySeni tyrozin-kindzové aktivity. Fosforylované aminokyselinové zbytky (serin, tyrozin)
jsou nasledné¢ rozpoznany tzv. adaptorovymi proteiny (napt. Growth factor receptor-bound
protein 2, Grb2), které se v neaktivni form¢ nachazi voln¢€ v cytoplasmé v komplexu s tzv.
GEF (Guanine nucleotid Exchange factor). Vazbou ristového faktoru je komplex Grb2-GEF
aktivovéan a transportovdn na cytoplasmatickou membranu, kam je ndsledné pfivolana dalsi
molekula proteinové povahy — Ras protein (Franklin et al., 2002; Zhang & Liu, 2002).

Proteiny rodiny Ras jsou klasifikovany jako tzv. GTPazy (Guanosin-5-trifosfatazy)
vyznacujici se vlastni GTPazovou aktivitou, jejichz tloha spolu s pfispénim pozitivnich
a negativnich zpétnych vazeb spoc¢iva zejména v integraci velkého mnozstvi signalii v burice
(Nakamura et al., 2016). Po ptenosu proteinu k cytoplasmatické membrané je navadzan
tzv. prenylacni fetézec (slozeny z 15 uhlikid), protein se tak stavd hydrofobnéj$im
a je k membrané vazan s vyssi afinitou (Jansen et al., 2017). Samotna aktivace Ras proteinu
vSak spociva v interakci s komplexem Grb2-GEF, pficemz katalyticka aktivita GEF zpisobi
vyménu GTP za GDP a tim i aktivaci Ras proteinu (Martinelli ef al., 2017). Aktivované formy
proteinu se pak vazi s vyS§i vazebnou afinitou k terminalni ¢asti regulacni domény Raf
proteinu (MAPKKK) (Widmann et al., 1999) atim pfipoji inaktivni protein k plasmatické
membrané (Yan et al., 1998).

Skupina Raf kindz zahrnuje tfi serin/threoninové protein-kindzy (A-Raf, B-Raf,
C-Raf), pficemz pouze B-Raf je prokazateln€¢ schopna aktivovat efektorovy protein
(Hu et al.,2013). Aby mohla byt efektorova molekula ovlivnéna, je zapotiebi Raf protein
nejprve aktivovat souborem d&ji zahrnujicich vazbu aktivni formy Ras proteinu do Ras
vazebné domény (Ras-binding domain, RBD) nachazejici se na N-konci regulacni domény
Raf proteinu. Vyvoland sekundarni interakce s doménou bohatou na cystein (Cystein-rich
domain, CRD) je na Ras GTP statusu nezavisla (Wellbrock et al., 2004). Vazba aktivni formy
Ras proteinu zplsobi dimerizaci kinazové domény a vazbu dalSich proteinovych molekul
vedoucich k prostorovym zménam, kterymi se Raf protein stava ptistupné;si fosforylaci a tim

1 aktivaci (Fabian ef al, 1993). Aktivni protein-kindza Raf nasledné pienasi signal skrze
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fosforylaci dvou serinovych aminokyselinovych zbytki nachazejicich se v aktivni doméné
proteinu urovné¢ MAPKK (Martinelli et al., 2017).

Jedinym prokazatelnym efektorovym enzymem protein-kindzy Raf je kinaza MEK1/2
(Wellbrock et al., 2004). Tento protein ma opét funkci specifické kinazy, ktera fosforylaci
threonin/tyrozinovych zbytkli aktivuje kindzu MAPK (v tomto pfipadé ERK1/2)
(Wellbrock et al., 2004). Protein-kinaza ERK zastava roli kontrolniho bodu bunécného cyklu,
ve své aktivované formé je pienesena do jadra, kde fosforylaci transkripénich faktort vyvola
bunécnou reakcei (Zhang & Liu, 2002; Haigis et al., 2008).

V dalsi ¢asti této prace budou popsany tfi protoonkogeny (EGFR, KRAS, BRAF), které
jsou dulezitymi komponentami vySe zminéné signélni drahy.
2.2.2.1 Protoonkogen EGFR

Jak vyplyva z vySe uvedeného popisu MAPK/ERK dréhy, gen EGFR koduje funkéni
receptorovy RTK protein. Lokalizace receptoru byla popsana jiz v roce 1984, kdy byla
zaznamenana nadmérnd exprese genu u pacienti s nadorovym onemocnénim plic
(Hendler & Ozanne, 1984), dalsim pokrokem se stal objev aktivaéni mutace genu kodujiciho
kinazovou doménu receptoru (Pao et al., 2005).

Jak bylo popsano diive (Kapitola 2.2.2 MAPK/ERK signalni drdha), v normalné
fungujicich bunkach je aktivace EGFR zavisla na autofosforylaci vyvolané dimerizaci
membranovych EGF-receptorii a nasledné zprostfedkované intracelularnimi doménami.
Soucasné se ukazuje, Ze kinetika autofosforylace je podpotfena prostorovou zménou vazebného
mista v disledku pfitomnosti mutace v tyrozin-kindzové doméné¢, ktera vede k vyraznému
zvySeni afinity vazby ATP. Podstata terapii tak spoc¢iva v inhibici této autofosforylace blokaci
vazebného mista a jeji efekt je tak u bunck nesoucich mutovanou variantu genu pfirozené
nejvyssi (Ercan et al., 2015).

Aktivaéni mutace genu EGFR je zaznamenana u 30—50 % piipadt diagnostikovaného
karcinomu plic (Kato et al., 2010; Jin et al., 2016), mezi nejCastej$i poskozeni je fazena
dele¢ni mutace vyskytujici se v exonu 19 (E19, 45 %) a substitu¢ni mutace L858R (zaména
argininu za leucin) nachazejici se v exonu 21 (E21, 40 %) (Kim et al., 2015a; Jin et al., 2016).
Vzacnéji 1ze zaznamenat pritomnost substituce G79A (zaména alaninu za glycin) v exonu 18
(E18) nebo inzerci ¢i deleci v exonu 20 (E20) (Kato et al., 2010; Kim et al., 2015a).

I pres pocatecni uspeSnou lécbu je u pacientli Casto pozorovan vznik sekundarni
rezistence charakterizované progresi onemocnéni nasledujici po tvodni dobré odpovédi

na lécbu. PfiCinami muze byt nejen nadmérnd exprese RTK, ale také vyskyt dalSich
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(tzv. rezistentnich) mutaci. V ptipade anti-EGFR 1é¢by kolorektalniho karcinomu zalozené
na blokaci extracelularni domény monokondlnimi protildtkami je rezistence nejCastéji
zpusobena mutaci v genech KRAS, BRAF atd., viz dale (Martinelli ef al., 2017). U anti-EGFR
terapie karcinomu plic zaloZené na blokaci intracelularni domény receptoru se nejcastéji jedna

o rezistenci v dasledku pfitomnosti tzv. sekundarni EGFR mutace T790M (Yun et al., 2008).

2.2.2.2 Protoonkogen KRAS

Jak jiz bylo uvedeno vySe, protoonkogen KRAS je jednim z nejvyznamnégjSich
pfenasect rustovych signali. Poskozenim v oblastech regulujicich enzymatickou aktivitu
proteinu je vyvolana tvorba funkéné pozménéného produktu, ktery vytvaii prostorovou
piekazku branici hydrolyze GTP a tim néavratu molekuly do inaktivniho stavu. Mutaci
tak dochazi k trvalé aktivaci signalni kaskady nezavisle na nadfazenych spoustécich
mechanizmech (Pylayeva-Gupta et al., 2013).

Mutovand forma KRAS genu je detekovetelna u vétSiny solidnich nédord, velmi Casta
je napft. u karcinom tlustého stfeva a konec¢niku (Palomba et al., 2012). U tohoto onemocnéni
predstavuje jeden ze =zakladnich faktori pfemény zdravého epitelu pies mezistadium
kolorektalniho adenomu (forma benigniho nadorového polypu tlustého stfeva) az po vznik
invazivniho nadoru (Andreyev ef al., 2001).

Nejcastéji jsou bodové mutace lokalizované v exonech 2, 3 a 4 (Andreyev et al., 2001),
konkrétn¢ v kodonu 12 (73 %) a 13 (20 %), méné Casto pak v kodonech 61 nebo 146 (7 %)
(De Roock et al., 2010; Palomba et al., 2012), vyjimecné jsou zaznamenany i dvojité mutace
(De Roock et al.; 2010; Piton et al., 2015). Z hlediska mutacnich typt jsou nejcastéjsi mutace
substitu¢ni, zejména G12D a G13D (zdména kyseliny asparagové za glycin v kodonu 12
resp. 13), GI2V (zdména valinu za glycin v kodonu 12) (Bazan efal., 2005;
Kuo ef al., 2014) nebo G12C (substituce cysteinu za glycin v kodénu 12) (COSMIC:
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue).  Nékteré  mutace  byvaji  spojovany
s agresivnéjSim pribéhem onemocnéni, napt. mutace G112V je spolu s vékem a stadiem
onemocnéni povazovana za rizikovy faktor a je spojovdna s relapsy ¢i Gmrtim
(Andreyev et al., 2001).

Mutovany onkogen KRAS lze Casto detekovat i u dalSich solidnich nddort. V ptipadé
adenokarcinomu plic nalezi mezi nejcastéjSi mutace substituéni zamény G12C, G12V a G12D
(Fiala et al., 2013), u karcinomu pankreatu se jedna o mutace G12D, G12V a GI12R
(substitu¢ni zaména argininu za glycin v kodénu 12) (Gibbs et al, 1984; COSMIC:

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue). Jak Ize vyvodit z vySe uvedeného ptehledu,
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nejcastéj$imi mutacemi (napfi¢ riznymi onemocnénimi) jsou zdmeény valinu, resp. kyseliny
asparagoveé, za glycin (G12V resp. G12D) (Capella et al., 1991). Tato dvé poskozeni genetické
informace se mohou (spolu s dalSimi) vyskytovat také u nadorového onemocnéni
d€lozniho ¢ipku, endometria, traviciho traktu a  tenkého stieva (COSMIC:

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue).

2.2.2.3 Protoonkogen BRAF

Jak jiz bylo zminéno dfive, do rodiny Raf proteinli nalezi tfi protein-kindzy, pifima
spojitost s naddorovym onemocnénim vsSak byla prokdzana pouze u protein-kindzy B-Raf
(Wellbrock et al., 2004). Tento enzym byl poprvé popsan na mys$im modelu v roce 1983,
lidské homology byly charakterizovany pozdé¢ji (Rapp et al., 1983). V roce 1984 byla
prokazana serin/threonin kindzova aktivita onkoproteinti (Moelling et al., 1984) a v soucasné
dobé¢ predstavuje onkogen BRAF cil biologické 1&¢by.

Nejcastéjsi mutaci onkogenu BRAF je substituéni zdména kyseliny glutamové
za glycin oznacovand jako V600E (Di Nicolantonio ef al., 2008). Mutace onkogenu BRAF
byla identifikovana piiblizné u 8 % vSech nddorovych onemocnéni, nejcastéji se vyskytuje
u nddorového onemocnéni kize (maligni melanom) (Daviesefal, 2002). V piipadé
kolorektalniho karcinomu byla nemutovana forma onkogenu KRAS potvrzena u 99 % vzorkl
s potvrzenou mutaci protoonkogenu BRAF. Z tohoto zjisténi vyplyvd vzijemné vylouceni

pritomnosti mutaci onkogenu KRAS a BRAF v jednom vzorku (De Roock et al., 2010).

2.3 Klinické vyuziti molekuldrnich markeri

Klasifikace nadorového onemocnéni je zaloZena na posouzeni lokalizace nadoru,
pronikani nadoru do okolnich tkanovych struktur, zasaZeni mistnich i vzdalenych uzlin
a pritomnosti vzdalenych metastaz. Nejcastéji vyuzivany systém TNM (Tumor, Node,
Metastasis) d€li nadorova onemocnéni do stadii I — IV. Stadia I a II jsou povaZovéna
za relativné ¢asnd, bez invaze nadoru do uzlin ¢i dalSich organti. Zatimco relativné pokrocila
stadia III a IV se vyznacuji vyskytem metastdiz v wuzlinach a jinych organech.
(Greene et al., 2002; Akkoca et al., 2014). Zahgjeni 1écby v CasnéjSich stadiich onemocnéni
je spojovano s lepsi prognozou a del$im piezitim. V piipad€ vétSiny solidnich nadort je vzdy
nejprve zvazovana moznost chirurgického zdkroku casto nasledovand radio- ¢i chemo-
terapeutickou 1écbou (Tong et al., 2017). V ptipad¢, ze stddium onemocnéni ¢i stav pacienta
chirurgickou lé¢bu neumoziiuji, je zvolen jiny zptisob véetné radioterapie nebo chemoterapie.
Stale vice je také nasazovana biologickd 1écba, kterd je na rozdil od chemoterapie zaloZzena
na cileném zésahu opravujicim nebo posilujicim imunitni systém (Vogel et al., 2017).
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V oblasti diagnostiky nadorového onemocnéni jsou somatické mutace pouZzivany
k odliSeni malignich stavii. Jako ptiklad Ize uvést mutace onkogeun KRAS u onemocnéni
pankreatu, na =zaklad¢ jejiz pritomnosti je mozné rozliSit zhoubné nadorové bujeni
od chronického zanétu (tzv. pankreatitidy), nebot’ tento marker se u pacientii se zanétem
nevyskytuje (Salek ef al., 2007; Ginesta et al., 2013).

Jak bylo popsano vyse, molekularni markery jsou nejcastéji vyuzivany v terapeutické
oblasti jako prediktory odpovédi na biologickou lécbu, s ¢imz také souvisi Casny zachyt
recidivy (navratu) ¢i progrese (postupu) onemocnéni (Yiu & Yiu, 2016; Trojan et al., 2017).
Dale mohou byt molekularni markery vyuzity k urceni molekularniho podtypu nadoru. Jako
priklad Ize uvést mutace onkogenii KRAS a BRAF, které se lisi podle svého umisténi a maji
vliv na prognozu preziti pacienta. Napf. v proximalni (pravé) Casti tlustého stieva Castéji
vznikaji mutace onkogenu BRAF, které oproti mutacim onkogenu KRAS, které se cCastéji
vyskytuji v distalni (levé casti), vznikaji jinym mechanismem a jsou spojovany s horsi

prognézou onemocnéni (Minarikova ef al., 2016; Yang et al., 2016).

2.3.1 Klasifikace molekularnich markeri

Molekularni markery lze podle vyuziti klasifikovat na markery prognostické
a prediktivni. Prvni soubor zahrnuje prognostické markery (uréeni progndzy) umoziujici
presnéj$i odhad progrese onemocnéni a Casu preziti pacienta (Febbo ef al., 2011). Do této
skupiny lze zaradit napf. onkogeny KRAS a BRAF, pfiCemZ oba geny jsou povazZovany
za negativni prognostické markery, nebot’ jsou spojovany s kratSi dobou pieziti pacientl
smutaci. V pfipadé¢ protoonkogenu BRAF se jedna napf. o mutaci V600E
(Di Nicolantonio et al., 2008), v piipadé mutace onkogenu KRAS je zndmo celkem
8 nejcastejSich mutaci s prokdzanym negativnim vlivem na délku Zivota pacienta. V ptipadé
tohoto markeru je riziko umrti vyssi az o 26 % (Andreyev ef al., 2001; Richman et al., 2009).
Oproti tomu u nddorového onemocnéni slinivky nebyla prognostickd hodnota onkogenu KRAS
zaznamenana (Salek et al., 2009).

Druhy soubor ptedstavuji prediktivni markery (tzv. prediktory) pfedpovidajici odezvu
na 1écbu, které Ize dale rozdélit na pozitivni prediktory (pacienti s danou mutaci na 1écbu
reaguji) a negativni prediktory (pacienti s mutaci na 1é€bu nereaguji) (Febbo et al., 2011).
Jako ptiklad lze opét uvést onkogen KRAS, ktery je v piipadé nddorového onemocnéni
tlustého stfeva a kone¢niku povazovan za negativni prediktivni marker (Amado et al., 2008).
Obdobn¢ 1 mutace onkogenu BRAF je u tohoto onemocnéni spojovana s negativni odpovedi

na biologickou 1é€bu monoklonalnimi protilatkami (Di Nicolantonio et al., 2008).
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Naopak v ptipadech onemocnéni malignim melanomem na 1écbu reaguji pacienti s mutovanou
formou genu a u pacientli bez mutace neni efekt pozorovan (Chapman et al., 2011).

Ve spojitosti s naddorovym onemocnénim tlustého stieva a konecniku je v soucasné
dobé nejvice zkouman onkogen KRAS, nebot piedstavuje slibny cil biologické 1écby
(Taly et al., 2013), kterd je ptredepisovana pouze pacientim s nemutovanou formou genu
(Obrazek 2) (De Roock et al., 2010). Ze vSech pacientli, ktefi na terapii (monoklonalni
protilatky cetuximab, panitumumab) nereaguji je mutace onkogenu KRAS ptfitomna pouze
u30-40 % ptipadd. Pacienti s nemutovanou formou genu maji pravdépodobné piitomno

genetické poskozeni jinych Casti signdlni dréhy.
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Obrazek 2. Schematické zobrazeni signalni drahy RAS pfi podani biologické 1é¢by. Levé schéma znazorniuje plné
funk¢éni MAPK/ERK signalni drahu s nemutovanou formou genu KRAS, prostfedni draha s nemutovanym genem
KRAS zachycuje ucinnou biologickou 1écbu prostiednictvim vazby monoklonalni protilatky k EGF-receptoru
s naslednym zabranénim bunécné proliferace a diferenciace. Na poslednim schématu je naznacena netcéinnost
biologické 1é¢by vazbou monoklonalni protilatky k receptoru v pritomnosti mutované formy onkogenu KRAS.
(L: ligand, EGFR: Receptor epidermalniho ristového faktoru)

Jak vyplyvé z vyse uvedeného ptehledu, skupiny molekularnich markerti se vzajemné
prolinaji a jsou v soucasné dobé dikladn¢ zkoumany. Dalsi kapitola bude vénovana cirkulujici
nadorové DNA, ktera predstavuje vyznamny molekuldrni marker zjistitelny z krevniho vzorku
pacienta.
2.3.1.1 Cirkulujici nadorova DNA

Cirkulujici nddorovd DNA (circulating tumor DNA, ctDNA) piedstavuje specialni
marker prezentujici zdravotni stav jedince na molekularni Grovni (obsahujici mutace
primarniho nadoru i metastaz) (Benesova et al, 2013), jehoz potencidl vede v nékolika
poslednich letech k vyraznému rozvoji metod umoznujicich jeho detekci. Prvnim krokem

analyzy ctDNA z krevni plazmy pacienta je izolace DNA, ze které mohou byt nasledné
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genetické markery zjiStovany dv€éma moznymi zplsoby. Prvni variantu piedstavuje
identifikace genetické zmény v primdrnim nadoru s naslednym nalezenim téze mutace
v krevnim vzorku (Taly et al., 2013). Naslednym rozsifenim je pak kvantifika¢ni analyza
podavajici informaci o relativnich zménach hladin ctDNA mezi dvémi vySetienimi. Podle
literatury jsou nejcastéji zjisténymi mutacemi jednonukleotidové substituce a dele¢ni
¢i inzeréni mutace (Benesova et al., 2013).

K uvolnéni fragmentii DNA do krevniho ob&hu dochézi apoptotickymi a nekrotickymi
procesy, fragmenty jsou nasledné pohlceny fagocytujicimi buitkami (tzv. makrofagy), kterymi
jsou pak uvolnovany do periferniho obéhu. Principy uvolnéni DNA do krve vysvétluji
pozorovanou piitomnost nenadorové DNA v malém mnozstvi i u zdravych jedinct
(Jahr et al., 2001; Diehl et al., 2005). U pacientil je zvySené mnoZstvi ctDNA vysvétlovano
vys$sim stupném nekrotickych procesii (Benesova et al., 2013), nejvice cirkulujici DNA bylo
prokézano u jedinct s pifitomnymi metastazemi (Leon et al., 1977; Fournié et al., 1995).
Konkrétni vysledky uvadéji primérnou koncentraci zachycené ctDNA 219 ng/ml (rozmezi
10—1200 ng/ml) (Jahr et al.,2001). Jak naznaCuje uvedené rozmezi, detekovat genetické
zmény lze 1 z piivodné malého mnoZstvi DNA (Taly et al., 2013). Cirkulujici nddorovd DNA
muze byt také povazovana za prognosticky marker, nebot’ u pacientd po operaci s velkym
mnozstvim detekované ctDNA bylo zaznamenano umrti do 5 let (Bedin et al., 2017).

V piredchozich kapitoldch byla opakované zminéna metoda vySetfovani ctDNA
z krevniho vzorku (tekuté biopsie, liquid biopsy), kterd pfedstavuje alternativni zptisob odbéru
biologického materialu piekonavajici omezeni opakovanych tkanovych biopsii (napf. finan¢ni
nakladnost, ¢asovd ndro¢nost, invazivni podstata metody atd.) (Murtaza et al, 2013;
Taly et al., 2013). Vyuzita muize byt ke sledovani recidivy a progrese onemocnéni
¢1 dynamického nastupu sekundarni rezistence nadorovych bunék (Iékova rezistence)

(Murtaza et al., 2013; Vojtechova et al., 2016; Trojan et al., 2017).

2.4 Techniky vySetfovani molekularnich markeri

Metody vyuzivané k detekci genetickych zmén 1ze rozdélit podle typu vySetiovaného
markeru napf. na metody cytogenetické nebo molekularné-genetické, které jsou nejcastéji
pouzivany za ucelem analyzy somatickych mutaci v solidnich nadorech (analyza DNA). Dale
1ze metody rozdélit na techniky kvantitativni a kvalitativni nebo analogové ¢i digitalni. V dalsi
¢asti literarniho ptehledu budou stru¢né uvedeny vyznamné metodické ptistupy podle déleni

na techniky analogové a digitalni.
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Mezi analogové metody lze zaradit pfistupy zalozené na béazi kvantitativni PCR
(Quantitative PCR, qPCR), do kterych jsou dale zahrnovany postupy fungujici na principu
obohaceni mutantni frakce (charakterizace odliSnou denaturacni teplotou v pribéhu PCR
amplifikace) ¢i techniky fungujici na bazi kapilarni elektroforézy (Capillary electrophoresis,
CE). Oproti metodam analogovym se metody digitalni vyznacuji schopnosti detekce pfitomné
mutace pouze z jediné molekuly. Do téchto metod lze zatadit techniky sekvenovéani nové

generace (Next-generation sequencing, NGS), pfipadné digitalni PCR (Digital PCR, dPCR).

2.4.1 Analogové metody

2.4.1.1 Metody kvantitativni PCR

Metody kvantitativni PCR (resp. real-time PCR) jsou zalozeny na principu klasické
PCR amplifika¢ni reakce, beéhem které je navic v kazdém cyklu zaznamenavan narist
fluorescencniho signalu (Hindson et al., 2011). Zdrojem fluorescence byvaji zpravidla
interkalacni barviva (napf. Ethidium Bromid ¢i SYBRGreen). V pokrocilejsich systémech
to pak jsou fluorescencné znacené sondy (napi. Molecular Beacons, TagMan sondy, Scorpion
sondy, FRET sondy atd.) (Navarro et al., 2015).

Vyhodami metod na bazi real-time PCR jsou zejména minimalizace rizika
kontaminace a tzv. multiplexovéani (amplifikace referencniho i cilového genu v jedné reakci)
(Heid et al., 1996; Timofeeva et al., 2009). Diky tomu poskytuje metoda vysoce pfesna data
nejen kvantitativni, ale 1 kvalitativni povahy, a miZe byt pouZita 1 k detekci nezndmych

sekvenci (zejména TagMan sondy) (White et al., 2009).

Alelicky-specificka PCR

AS-PCR (Allele-specific PCR) je fazena mezi metody vyuZivané k detekci mutaci
béZnych, vzacnych, ale zejména mutaci vyskytujicich se ve vzorku v nizkém zastoupeni
(Lang et al., 2011). Princip metody spociva v komplementarit¢ 3" konce navrzeného PCR
primeru pouze k jedné alelické varianté, ¢imz dochéazi k amplifikaci mutovanych fragmentt
DNA (Darawi et al., 2013).

Citlivost AS-PCR je zaznamenidna na urovni 0,1-1 % mutantnich fragmentl
(Fox et al., 1998; Lang et al., 2011) a proto je povazovana za spolehlivou a pfesnou metodu
(Fox et al., 1998).
COLD-PCR

Metody, vyuzivajici obohaceni mutantnich frakei, zahrnuji postupy slouZzici
ke stanoveni pfitomné mutace zastoupené¢ v malém mnozstvi. Tento pfistup je zalozen

narozdilné denaturacni teploté¢ sekvenci obsahujicich mutace (niz$i denaturacni teplota)
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a sekvenci bez mutaci (vysSi denaturacni teplota), ¢imz dochéazi k piednostni amplifikaci
mutovanych fragmentd (Li ef al., 2008). Dal$i moznost pak predstavuji blokacni sekvence,
jejichz vazba zpisobi selektivni inhibici WT (Wild Type) molekul DNA a tim pfednostni
amplifikaci molekul mutovanych (Milbury ef al., 2011; Castellanos-Rizaldos et al., 2014).

Metody COLD-PCR (Coamplification at lower denaturation temperature PCR),
zalozené na principu obohaceni mutovanych frakei, mohou byt vyuzity ve tiech obménach:
Fast, Full a Ice. Full varianta je charakterizovana obohacenim vSech pfitomnych mutaci, oproti
tomu Fast COLD-PCR vede k obohaceni pouze mutace s niz§i denaturacni teplotou
v porovnani s teplotou WT sekvence. Tteti moznost piedstavuje Ice metoda odpovidajici Full
obméng¢ s pridanou oligosekvenci urcujici efektivitu reakce pti nizkém zastoupeni mutantnich
forem (Li et al., 2008).

Nevyhodami metod COLD-PCR jsou ptesna kontrola denaturacni teploty a potieba
kratsich sekvenci (méné, nez 200 bp), vyvhodami jsou naopak jednoduché provedeni bez
nutnosti specifickych préb, primert ¢i enzymu (Li et al., 2008). Citlivost metod COLD-PCR
s detek¢ni hladinou 0,01 % mutovanych fragmenti je pfirovnana na uroven citlivosti digitalni

PCR (How-Kit et al., 2014; Sefrioui et al., 2017).
CE

Kapilérni elektroforéza (Capillary electrophoresis, CE) je fazena mezi metody slouzici
k oddéleni latek (napft. bilkoviny, nukleové kyseliny atd.) na zadklad¢ elektrického naboje,
velikosti molekul a s tim souvisejici rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli
(Durney et al., 2015). V ptipadé CE je odd€leni molekul provadéno uvnitt kiemenné kapilary
naplnéné polyakrylamidovym gelem tvoficim sito, kterym se analyzované latky pohybuji.
(Li et al., 2014).

Oproti klasické kapilarni elektroforéze je vzorek bcéhem analyzy tzv. denaturacni
kapilarni elektroforézou (Denaturing capillary electrophoresis, DCE) vystaven denaturacnimu
¢inidlu a/nebo teploté, diky ¢emuz dochézi k postupnému rozevirdni fetézci DNA molekul
a jejich naslednému zpomalovani pii pohybu kapilarou. (Bjerheim & Ekstrom, 2005).

Béhem poslednich dvou desetileti vzrliistd zajem o miniaturizovana pratokova
analyzacni zafizeni (tzv. kapilarni elektroforéza na cCipu), kterd byvaji vyuzita nejen

pro analyzu nukleovych kyselin, ale také napt. aminokyselin a proteint (Kaneda et al., 2011).
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2.4.2 Digitalni metody
24.2.1 NGS

DalSimi metodami zjiStovani somatickych mutaci jsou sekvenacni postupy. Oproti
prvni generaci sekvenacnich technologii (detekce jedné DNA baze po druhé) umoziuji
metody sekvenovani nové generace (Next-generation sequencing, NGS) rychlou produkci
velkého mnozstvi osekvenovanych vzorkii najednou a to diky paralelnim reakcim
umoznujicim sekvenaci tisicti az milionti vzorkl soucasné. Pro metody NGS dnes existuje cela
fada raznych technologii, nicméné pro vSechny plati spole¢né kroky analyzy — tvorba
sekvenacni knihovny, samotné sekvenovani a analyza dat. Technologie NGS lze déle rozd¢lit
na metodiky vyuzivajici PCR amplifikaci DNA templatu (Roche, Illumina, Ion Torent)
a na postupy zalozené na sekvenaci jediné molekuly (HeliScope, PacBio (SMRT System),
Oxford Nanopore) (Koubkova et al., 2014).

NGS metody umoziuji tzv. hloubkové sekvenovani, které piedstavuje moznost zvySeni
citlivosti metod (vys$Sim poctem cCteni) a s tim souvisejici zadchyt malého mnozstvi DNA
mutovanych sekvenci v analyzovaném vzorku. Hloubkovym sekvenovanim lze identifikovat
napt. ctDNA, tedy diagnostické a prognostické markery ze vzorkl krevni plazmy pacientd
(Kim et al., 2015b). Dalsi z aplikaci NGS je tzv. exomové sekvenovani (sekvenovani vsech
kédujicich oblasti) jehoz ptfinos spociva v objevu genl podilejicich se na dédi¢nych
onemocnénich, somatickych mutaci spojenych s nddorovym onemocnénim (Choi et al., 2009)
a také napf. mutaci vyuZitelnych v oblasti personalizované mediciny (Lonigro et al., 2011).
2.4.2.2 Digitalni PCR

Posledni zde uvedenou metodu piedstavuje digitdlni PCR (Digital PCR, dPCR). Tato
molekularné  diagnostickd  metoda  byla  poprvé  popsdna v roce 1999
(Vogelstein & Kinzler, 1999). Provadéna je paraleln€ ve stovkach aZ tisicich miniaturnich
reaktorech najednou, kdy v kazdém reaktoru jsou vSechna PCR ¢inidla a fluorescencéné
znacené sondy (napt. TagMan) smichény s vysoce nafedénou DNA tak, aby v kazdé reakci
byla pfitomna idedln¢ pravé jedna molekula DNA templatu (Taly et al., 2013). Po provedené
amplifikaci je pak zjiStovana pfitomnost produktu v kazdé z paralelnich reakcénich smési,
pfiCemz pozitivni pocet reakci odrazi plvodni mnoZstvi templatovych molekul DNA
(Hindson et al., 2011).

Digitalni PCR nachézi uplatnéni v detekci somatickych mutaci, kde vykazuje citlivosti
az na urovni 0,01 % mutovanych alel. Z tohoto diivodu byva stile castéji vyuzivana

pro detekci ctDNA z periferni krve pacienta (Taly ef al., 2013).
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Vyse popsané metody stanovovani mutaci se staly standardem pro vysetieni tkdni, kde
typickéd citlivost 1 % je dostaCujici pro bezpecné odhaleni mutace. Naroky na citlivost
detek¢nich metod se vSak, pfedevsim v souvislosti s rozmachem vyuziti ctDNA (viz Kapitola
2.3.1.1), stale zvySuji. Zamérem piredkladané prace proto bylo vyvinuti metodiky vedouci
ke zvyseni citlivosti detekce a zachytu volné nddorové DNA u pacientii s pokrocilym stadiem

nadorového onemocnéni tlustého stieva a kone¢niku a jeji praktické vyuziti.
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3. Cile prace
e Experimentalni vyvoj a validace metody pro obohaceni mutantnich alel pro naslednou
detekci somatickych mutaci.
o Zvyseni citlivosti detekce mutaci, ukdzano na ptikladu protoonkogenu KRAS.
e Zvyseni zachytu ctDNA u onkologickych pacientd.

e Potvrzeni pfinosu metody na piikladu vySetfeni dalSich molekularnich markert.
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4. Material a metody

4.1 Pouzité vzorky DNA

Vzorky pouzité pro vyzkum byly ziskdny od pacientli s naddorovym onemocnénim
(nddorové onemocnéni tlustého stieva a kone¢niku, nadorové onemocnéni plic) ve IIl. nebo
IV. stddiu onemocnéni tkénovymi biopsiemi, cytologickymi stéry a krevnimi odbéry.
Experimentalni vyvoj DCE (denaturani kapilarni elektroforéza) systému s frakénim
kolektorem byl proveden na uméle vytvoreném mutaénim PCR standardu z tkanové biopsie
pacientll s potvrzenou KRAS mutaci. Absolutni kvantifikace byla provedena na vzorcich
genomické DNA s prokazanou KRAS mutaci resp. na DNA standardu KRAS G12D (Horizon
Discovery, Cambridge, UK). V ptipad¢ optimalizace separacni teploty dalSich vyznamnych
onkogenetickych marker byly vyuzity vzorky tkanové biopsie (protoonkogen BRAF),
cytologického natéru (protoonkogen EGFR- delecni mutace E19) ¢i DNA standard EGFR
L858R (protoonkogen EGFR- substituéni mutace E21; Horizon Discovery, Cambridge, UK).
Klinicka cast vyzkumu byla provedena na vzorcich krevni plazmy pacienti s klinicky
ovéifenym onemocnénim. DNA vzorky pouzité béhem vyzkumu jsou uvedeny v Tabulce 1.

Vsichni pacienti pied odbérem vzorkli poskytli informovany souhlas s vyuZitim
biologického materidlu pro vyzkumné tcely a u vSech vzorkl byla jiz dfive potvrzena
pritomnost dané mutace ve vzorku tkané. VSechny pouzité vzorky pochazely z ptedchozich
projektti klinického vyzkumu feSenych v ramci podpory Ministerstva Zdravotnictvi CR.

Za UCelem provedeni mutacni analyzy ctDNA byly pouzity vzorky krevni plazmy
ziskané z 8 ml nesrazlivé krve, vzorky byly nasledné¢ ve zmrazeném stavu pievezeny
do laboratote. CtDNA byla v laboratofi ziskdna podle diive popsaného postupu

(Levy et al., 2012) a nasledn¢ byla poskytnuta k dal§imu zpracovani.
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Tabulka 1. Pouzité vzorky DNA

Pohlavi

Vzorek |pacienta |Diagnéza | Stadium Marker Mutace Poznamka

1 - KRK - KRAS G12v TB

2 V4 KRK ITA KRAS G12D TB

3 M KRK v KRAS G12D/G13D P

4 Z KRK v KRAS GI2D/G13D [P

5 M KRK v KRAS G13D P

6 Z KRK v KRAS G12V P

7 M KRK v KRAS - P

8 Z KRK v KRAS - P

9 M KRK v KRAS G12D P

10 M KRK v KRAS - P

11 M KRK v KRAS G13D P

12 Z KRK v KRAS - P

13 M KRK v KRAS G12v P

14 Z KRK 1 KRAS G12v P

15 M KRK v KRAS G128 p*

16 Z KRK v KRAS - P

17 M KRK - KRAS G12V P

18 M KRK v KRAS G12D P

19 M KRK v KRAS G12V P

20 M KRK v KRAS GI2R P

21 M KRK 1 KRAS G13D P

22 Z KRK v KRAS G12D P

23 Z KRK - BRAF - TB, P

24 V4 KRK - BRAF - P

25 Z KP v EGFR E19 CS

26 Z KP v EGFR E19 P

27 Z KP v EGFR E19 P

28 Z KP v EGFR E19 P

29 M KP v EGFR E19 P

30 M KP v EGFR E19 P

31 M KP v EGFR E21 P

32 M KP v EGFR E21 P

33 Z KRK v KRAS GI12D DNA standard- SW48 (Horizon
Discovery, Cambridge, UK)

34 Z KRK v KRAS WT DNA standard- SW48 (Horizon
Discovery, Cambridge, UK)

35 - - - EGFR L858R DNA standard (Horizon
Discovery, Cambridge, UK)

(Pomlcka: udaje nejsou k dispozici, KRK: kolorektalni karcinom, KP: karcinom plic, KRAS: Homolog onkogenu
Kirsten rat sarcoma viru, BRAF: Onkogen rodiny Raf, EGFR: Receptor pro epidermalni rustovy faktor,
G12V: substituéni mutace Gly12Val, G12D: substitu¢ni mutace Glyl2Asp, G13D: substitu¢ni mutace Gly13Asp,
G128: substitu¢ni mutace Glyl2Ser, G12R: substitu¢ni mutace Glyl2Arg, E19: dele¢ni mutace v exonu 19,
E21: substituéni mutace v exonu 21, TB: tkanova biopsie, P: krevni plazma, P*: vice odb&ra krevni plazmy,
CS: cytologicky stér, SW48: bunécna linie, WT: Wild Type, nemutovand forma DNA, L858R: substitucni
mutace Lys858Arg)
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4.2 Pouzité chemikalie
V ramci experimentalni ¢asti byly pro jednotlivé metodiky pouzity chemikalie uvedené
v Tabulkéch 2-5, pro kazdou pouzitou chemikalii je v tabulce uveden jeji ndzev a strucny

popis véetné vyrobce uvedeného v zavorce.

Tabulka 2. PCR

Chemikalie Popis (Vyrobce)

PPP Master Mix dvakrat konc. Mg?*, 500 pl (Top Bio s.r.0., Vestec, CR)

H,O PCR ultra H;0, 1,5 ml (Top Bio s.r.o., Vestec, CR)

K ras fl left (100 uM) forward primer, KRAS, fluorescein (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

K ras GC right (100 puM) reverse primer, KRAS, GC clamp (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

K ras left TM (100 uM) forward primer, KRAS, TAMRA (VBC Biotech, Viden, Rakousko)

BRAF left FL (100 uM) forward primer, BRAF, fluorescein (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

BRAF right GC (100 pM) reverse primer, BRAF, GC clamp (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

BRAF left TM (100 uM) forward primer, BRAF, TAMRA (VBC Biotech, Videni, Rakousko)

E19H R FL (100 uM) reverse primer, EGFR, fluorescein (VBC Biotech, Viden, Rakousko)

E19Lf novell (100 pM) forward primer, EGFR (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

E 19H r TM (100 uM) reverse primer, EGFR, TAMRA (VBC Biotech, Viden, Rakousko)

E 21H L GC (100 pM) forward primer, EGFR, GC clamp (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

E 21H R FL (100 pM) reverse primer, EGFR, fluorescein (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

E 21H r TM (100 uM) reverse primer, EGFR, TAMRA (VBC Biotech, Viden, Rakousko)
Tabulka 3. Gelova elektroforéza

Chemikalie Popis (Vyrobce)

pufr Tris/Borate/EDTA (TBE) vysledné dvakrat koncentrovan}z pufr, 89 mM Tris-Borate, 2 mM EDTA.

pH 8,3 (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

ethidium bromid (EB) 10mg/ml PCR EB™ (Top Bio s.r.o., Vestec, CR)

Agarose DNA Grade Electran® | Agardza v prasku (VWR, Stiibrna Skalice, CR)

for electrophoresis

Tabulka 4. Frakéni kolektor

Chemikalie Popis (Vyrobce)

CE pufr DAX Vysledné jedenkrat koncentrovany reakéni pufr pro aplikace na
analyzatorech fady ABI3100(Avant)/3130/3130x1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

polymer separacni polymer POP-4™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
H,O ultra ¢istda H,O

etanol absolutni etanol (96% v/v)

fluorescencni roztoky fluorescenéné znadeny primer 1x104M, D138256 1 fl

sekvence: 5" - CCT GGG CAA CAA GAG CAA A -3’
(VBC Biotech, Viden, Rakousko)
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Tabulka 5. DCE

Chemikalie Popis (Vyrobce)

CE pufr DAX Vysledné jedenkrat koncentrovany reakcni pufr pro aplikace na
analyzatorech fady ABI3100(Avant)/3130/3130x1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

polymer separa¢ni polymer POP-7™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
H,O ultra ¢istda H,O

4.3 Pouzité metody

Na nésledujicim schématu (Obrazek 3) je zachycen postup analyzy. Nejprve byl ziskan
vzorek pacienta, ze kterého byla vyizolovana genomovd DNA, kterd byla poskytnuta
k dalSimu zpracovani (PCR amplifikace I s naslednou tvorbou heteroduplexii). Po amplifikaci
byla ovéfena kvalita amplifikované DNA gelovou elektroforézou, PCR vzorek byl dale
podroben frakéni kolekci (mikropreparativni DCE) a jednotlivé frakce byly znovu
amplifikovany za podminek snizen¢ho poctu cykli (PCR amplifikace II). Posledni krok
analyzy vyzadoval detekci mutantni DNA na standardnim kapildrnim analytickém systému

ABI PRISM 3100.

Vytvoteni homo- hetero- duplexnich

gDNA PCR amplifikace I forem
I
v
Ovéteni PCR amplifikace (ELFO) Mikropreparativni DCE
|
V
PCR amplifikace 11 Standardni DCE

Obrazek 3. Schematicky postup analyzy DNA vzorku s vyuzitim mikropreparativniho systému s frakénim
kolektorem. (gDNA: genomickd DNA, PCR: Polymerazova fetézova reakce, ELFO: Gelova elektroforéza, DCE:
Denaturacni kapilarni elektroforéza).

4.3.1 PCR amplifikace I, PCR amplifikace II

Jak je uvedeno na predchozim schématu, vzorek DNA byl nejprve podroben PCR
amplifikaci. Polymerdzova fetézova reakce (PCR) pfedstavuje metodu, béhem které dochazi
k rychlé amplifikaci useku DNA s muta¢nim mistem. Jak bylo zndzornéno na Obrazku 3, tato
reakce byla béhem analyzy provedena dvakrat (PCR amplifikace I pii 34 cyklech, PCR
amplifikace II pfi 21 cyklech). Amplifikaéni reakce byla provadéna v riznych objemech,
jednotliva €inidla byla do reakce pfidavana v mistnosti uréené pouze pro piipravu PCR
premixu. Pied pouzitim byly vSechny chemikalie rozmrazeny, zvortexovany a kratce stoceny
na minicentrifuze Mini Star (VWR, Stiibrna Skalice, CR) za podminek laboratorni teploty
pii 2000%g po dobu cca 15 s. Pouzité primery byly pro ucely analyzy fedény na konecnou
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koncentraci 5 uM. Kvuli kontaminaci a ovéfeni funkcnosti probehlé reakce byly
k analyzovanym vzorkiim vzdy pfidany 3 negativni kontroly (NK) obsahujici ultra ¢istou PCR
H>O (pfidavana v riznych fazich ptipravy PCR reakce) a jedna kontrola pozitivni (PK)
obsahujici WT DNA. Smés byla zvortexovana a kratce centrifugovana za podminek
laboratorni teploty pfi 2000xg po dobu cca 15 s, nasledné¢ byl premix rozpipetovan
do jednotlivych zkumavek a byla ptidina DNA. Pfed vlozenim zkumavek do termocykleru
byly vSechny vzorky zvortexovany a opét stoCeny na minicentrifuze za jiz uvedenych
podminek. PCR probihala vzdy v termocykleru C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad,
Praha, CR), ve kterém byl po ukonéeni amplifikaéni reakce spustén heteroduplexni program
HT8MIN (Tabulka 6).

Uméle vytvorené mutacni PCR standardy ze vzorkl tkanové biopsie byly zpravidla
pripravovany v objemu 10 pl, pfipadné byly z divodu potfebného mnozstvi pfipraveny
ve dvojnasobném objemu pii zachovani stejného poméru pridavanych Cinidel. Reakéni smés
PCR amplifikace II v objemu 10 pl obsahovala 5 ul PPP Master Mixu, 1 pl forward primeru,
1 ul reverse primeru a 3 pl DNA, reakéni smés PCR amplifikace II byla opét pfipravovana
v objemu 10 pl (5 pul PPP, 1 pl forward primeru, 1 pl reverse primeru, 2 ul PCR H20 a 1 pl
frakce vzorku). Vzorky krevni plazmy pacientil a standardni DNA, pouzivané pro validaci
frak¢niho kolektoru pied optimalizaci, byly amplifikovany podle vySe zminéného protokolu.

Béhem vyzkumu byla optimalizovana PCR reakce za pouZiti standardni DNA.
PCR amplifikace I byla provedena v objemu 60 ul (30 ul PPP, 6 ul forward primeru, 6 pl
reverse primeru, 6 ul DNA standardu, premix byl jesté¢ doplnén 12 pl PCR H:O). Reakéni
smés PCR amplifikace II byla pfipravena opét v objemu 60 pl, v tomto piipadé vSak
obsahovala 20 pl frakce, program termocykleru byl vybran podle protokolu uvedeného
v Tabulce 6. Tato optimalizace se dale tykala pouze vzorkl krevni plazmy testovanych
pacientd.

Ke kazdému vzorku krevni plazmy byl pti 34 cyklech (Tabulka 6) amplifikovan vzorek
tkanové biopsie téhoZ pacienta znafeny fluorescencnim barvivem tetramethylrhodaminem
(TAMRA), v piipadé vzorkit DNA standardu uréenych pro frakéni kolekci byl amplifikovan
vzorek téhoz DNA standardu. PCR reakéni smés takto znaCenych vzorkl byla pfipravovana
v objemu 20 pl s pfidanymi 6 pl DNA (tkanova biopsie), resp. ve 20 ul s ptidanym 1 pl DNA

standardu o pivodni koncentraci 50 ng/pl.
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Tabulka 6. Protokol termocykleru: marker KRAS.

Program Krok | Teplota Cas
HETS54 1 95 °C 4:00
2 94 °C 0:30
3 54 °C 0:30
4 72 °C 1:00
5 Zpét na krok 2 | 34x
6 72 °C 10:00
7 12 °C 0:00
HETS54 21 CYKLU |1 95 °C 4:00
2 94 °C 0:30
3 54 °C 0:30
4 72 °C 1:00
5 Zpétna krok 2 | 21x
6 72 °C 10:00
7 12 °C 0:00
HT8MIN 1 95 °C 8:00
2 65 °C 30:00
3 12 °C 0:00

Dalsi casti vyzkumu byla optimalizace experimentalniho DCE systému s frakénim
kolektorem pro ucely detekce dalSich onkogenetickych markert (viz dale). Optimalizace
(PCR amplifikace I, PCR amplifikace II) probihala na uméle vytvofeném PCR standardu
genomické DNA a ob& PCR reakce byly provedeny v objemu 10 pl (5 pul PPP, 1 pul forward
primeru, 1 pl reverse primeru a 3 ul DNA). PCR amplifikace I vzorka krevni plazmy pacientd
testovanych na pfitomné mutace (onkogen BRAF, EGFR) byla provedena v objemu 60 pl
se 6 ul DNA, po frakéni kolekci (PCR amplifikace II) €inil reakéni objem smési 60 pl s 20 pl
frakce vzorku (popsdno u pacientll testovanych na mutaci genu KRAS). Vzorky tkanové
biopsie pacientli (znacenych fluorescenénim barvivem TAMRA) byly do reakce vkladany
piiobjemu 20 pl se 6 ul DNA. Program termocykleru voleny pro jednotlivé reakce byl
vybiran podle poctu cykll (onkogen BRAF — Tabulka 7, onkogen EGFR — Tabulka 8).
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Tabulka 7. Protokol termocykleru: marker BRAF'.

Program Krok | Teplota Cas
HETS59 1 95 °C 4:00
2 94 °C 0:30
3 59 °C 0:30
4 72 °C 1:00
5 Zpétna krok 2 | 34x
6 72 °C 10:00
7 12 °C 0:00
HET59 21 CYKLU |1 95 °C 4:00
2 94 °C 0:30
3 59 °C 0:30
4 72 °C 1:00
5 Zpétna krok 2 | 21x
6 72 °C 10:00
7 12 °C 0:00
HT8MIN 1 95 °C 8:00
2 65 °C 30:00
3 12 °C 0:00
Tabulka 8. Protokol termocykleru: marker EGFR.
Program Krok | Teplota Cas
HET60 1 95 °C 4:00
2 94 °C 0:30
3 60 °C 0:30
4 72 °C 1:00
5 Zpét na krok 2 | 34x
6 72 °C 10:00
7 12 °C 0:00
HET60 21 CYKLU |1 95 °C 4:00
2 94 °C 0:30
3 60 °C 0:30
4 72 °C 1:00
5 Zpétna krok 2 | 21x
6 72 °C 10:00
7 12 °C 0:00
HT8MIN 1 95 °C 8:00
2 65 °C 30:00
3 12 °C 0:00

Prace s jednotlivymi chemikaliemi PCR reakce probihala rychle, pokud byla ptiprava
reakce odhadnuta na del§i dobu, byla pouzita chladici desticka. Pokud nemohla byt PCR
reakce provedena ihned po izolaci DNA nebo frakéni kolekci, byly vzorky uchovavany
pti —30 °C.
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4.3.2 Horizontalni gelova elektroforéza v agar6zovém gelu

Po probéhlé PCR amplifikaci bylo nutné ovéfit kvalitu amplifikované DNA gelovou

elektroforézou. Princip této techniky spociva v pohybu zaporné nabitych molekul

v elektrickém poli od katody k anodé, pticemz k oddéleni molekul DNA dochdzi na zékladé

rozdilnych rychlosti jejich pohybu, ktery je nepiimo imérny velikosti molekul. Ke zviditelnéni

DNA molekul bylo pouzivano interkalaéni barvivo ethidium bromid (EB). Gelova

elektroforéza byla provadéna po dokonceni PCR amplifikace I na 2% gelu (standardni postup

laboratote), u vzorkti amplifikovanych pti 21 cyklech nebyla vzhledem k nizkému poctu PCR

cyklli provadéna. Gelova elektroforéza PCR vzorkl krevni plazmy byla provedena vzdy i ptes

predpokladanou nizkou koncentraci nadorovych bun¢k.

1)
2)

3)

4)
5)

6)
7)
8)

9)

10)

Postup:

Do pripravené elektroforetické vanicky vlozit plastové boc¢ni stény.

V Erlenmeyerové baiice odméfit 25 ml vysledné dvakrat koncentrovaného TBE pufru,
ptidat 500 mg agardzového prasku (2% gel).

Smés TBE pufru a agar6zového prasku krouzivymi pohyby banky promichat,
v mikrovIlnné troub€ uvést do varu, ochladit pod tekouci vodou.

Ptidat 5 ul EB do smési v batice, krouzivymi pohyby obsah banky promichat.

Smés nalit do pfipravené -elektroforetické vanic¢ky, vzniklé vzduchové bubliny
pfemistit na okraj vanicky, vlozit hiebinky.

Gel nechat po dobu 20-30 min ztuhnout pii 5 °C.

Vyndat hiebinky, gel zalit vysledné dvakrat koncentrovanym TBE pufrem.

Vzorky pipetovat do jamek vzniklych hiebinky, do jedné jamky lze napipetovat
kontrolu o znamé koncentraci.

Elektroforetickou vanicku elektrickymi kabely ptipojit ke zdroji, na zdroji nastavit
500 mA, 45 V, 40 min, spustit.

Po skonceni gelové elektroforézy vlozit elektroforetickou vanicku do UV

transiluminatoru, vyfotografovat.
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4.3.3 Detekce DNA mutaci pomoci metody DCE

DNA mutace byly v této praci detekovany s vyuzitim metody denaturacni kapilarni
elektroforézy (DCE), jejiz princip spoc¢iva v odd€leni homo- a hetero- duplexnich forem PCR
fragment. Pokud byla ve vzorku pfitomna mutace, denaturace smeési mutovanych
a nemutovanych fragmentd s postupnym pomalym ochlazovanim vzorku vedla k formovani

uvedenych izoforem (Obrazek 4).

Pomalé
Denaturace zchlazeni
— —
AT T GC 95°C5min A T G C /§F§€+AT GC
Wt Mut ssDNA Heteroduplexy Homoduplexy

Obrazek 4. Homoduplexni a heteroduplexni izoformy DNA. Denaturace vzorku dvouvlaknové DNA obsahujici
mutaci nasledovana pomalym ochlazovanim smési vede k formovani homo- a hetero- duplexnich izoforem
molekuly DNA (pfevzato a upraveno podle Donohoe, 2005). (Wt: Wild Type, nemutovana forma DNA,
Mut: mutovana forma DNA, ssDNA: jednovlaknova DNA)

Jeden z primeri byl zpravidla opatien GC svorkou, aby nedoslo k iplnému rozvolnéni
vlaken ds DNA (dvouvldknova DNA) na ss DNA (jednovldknova DNA) béhem denaturace
izoforem PCR fragmentl pfi nasledné analyze kapilarni gelovou elektroforézou
(Bjerheim & Ekstrom, 2005). Vlivem elektrického pole tak v principu dochdzi k pohybu
vzorku kapilarou za soucasného plisobeni denaturaéniho cinidla a vysoké teploty,
¢imz je zpusobeno rozvoliiovani vlaken molekuly a zpomaleni pohyblivosti vzorku v kapilare
s naslednou separaci fragmentl. Zcela zéasadni je volba separacni teploty tak,
aby se heteroduplexni formy pohybovaly v polymeru ve vyrazné¢ vice rozvolnénych
strukturach ve srovnani s homoduplexy a tim doSlo k jejich rozliSeni. Nalezeni optimalni
separacni teploty bylo pro vyslednou detekci mutaci zcela zdsadnim krokem (viz kapitola 5.1
Optimalizace mikropreparativniho DCE systému) a na vysledném elektroforeogramu tak
v ptipadé¢ heterozygotniho vzorku byvaji viditelné 4 piky (2 homozygotické,
2 heterozygotické) (Bjerheim & Ekstrom, 2005).
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Analyza DCE byvé zpravidla sloZena ze tii hlavnich fazi: pre-runu, elektrokinetického
davkovani a samotné analyzy. Pre-run lze charakterizovat pohybem nabitych monomert
separacniho polymeru ke konci kapilary, ve které tak ziistane pouze Cista matrice. Zavedenim
kapilarnich piistroji bylo mozné umistit separacni polymer pifimo do kapilary, ¢imz bylo
umoznéno elektrokinetické davkovani vzorku (davkovani vzorku elektrickymi impulzy)
z mikrotitrani desticky nebo zkumavky do jednotlivych kapilar pfistroje. Po nadavkovani

vzorku probihd samotna analyza za podminek ¢aste¢né denaturace (tzv. run).

4.3.4 Standardni DCE

Na zavér kazdého experimentu byly z divodu ovéfeni ucinnosti experimentalniho
systému amplifikované PCR vzorky resp. amplifikované frakce davkovény na kapilarni
analyzator ABI PRISM 3100, ktery je béhem jedné analyzy schopen detekovat n€kolik signalti
ruznych vinovych délek najednou. V ramci pokusu byly proto soucasné detekovany vzorky
znacené carboxyfluoresceinem (FAM) a tetramethylrhodaminem (TAMRA) umisténé v jedné
reakcni jamce.

PCR vzorky byly vzdy nejprve rozmrazeny, ohfaty na laboratorni teplotu,
zvortexovany a kratce stoGeny na minicentrifuze Mni Star (VWR, Stfibrna Skalice, CR)
za podminek laboratorni teploty pfi 2000xg po dobu cca 15 s. Vzorky byly nejprve
10x nafedény ultra €istou H2O do fedici desti¢ky, pficemZ vSechny vzorky urcené k analyze
byly zavedenymi postupy laboratoie ve vysledku nafedény 100x. Do mikrotitracni desticky
byly dale pfidany vzorky NK, PK a vzorek, ktery byl kolektovan. Jednalo-li se o vzorky
kolekce krevni plazmy, byl pfidan 1 100x fedény PCR produkt tkanove biopsie nebo
cytologického natéru znaceny fluorescenénim barvivem TAMRA. VSechny vzorky kromé
vzorka validacnich byly pipetovany do dvou soucasné probihajicich reakci. Mikrotitracni
desticka byla pfed analyzou kratce stoCena na centrifuze Universal 32 (Hettich Lab
Technology, Tettlingen, Némecko) pfi laboratorni teploté pii 17%g po dobu 15 s. Analyza
probihala vzdy na pfistroji ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
vybavenym 16 kapildrami a pted kaZdou analyzou bylo do protokolu vypsano umisténi vzorkl
v mikrotitraéni desticce. Davkovani vzorkt probihalo podle analyzovaného markeru

(Tabulka 9).
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Postup:

Do zkumavky 0,5 ml 100x natedit (H2O) PCR vzorek znaceny TAMRA.

Do jamek fedici destiCky napipetovat multikanalovou pipetou 9 ul H>O.

Do kazdé jamky ptidat 1 pl vzorku (vznikne 10x fedény produkt).

Obsah jamek n¢kolikrat promichat krouzivymi pohyby Spickou a opakovanym
naplnénim Spicky o objemu cca 5 pl.

Do jamek mikrotitracni desticky napipetovat multikandlovou pipetou 9 pl HO
respektive 9 ul PCR vzorku znaceného fluorescencnim barvivem TAMRA.

Do jamek mikrotitracni desticky napipetovat 1 pl 10x ziedéného PCR vzorku z fedici
desticky.

Obsah jamek mikrotitracni desticky nckolikrat promichat krouzivymi pohyby Spickou
a opakovanym naplnénim Spicky o objemu cca 5 pl.

Mikrotitracni destiCku zaviit gumovym septem a stoCit na centrifuze za podminek:
laboratorni teplota, 17xg, 15 s.

Po stoceni desticku zasadit do desky kapilarniho pfistroje ABI (ABI deska).

ABI desku s mikrotitraéni destickou vlozit do pfistroje, zkontrolovat objem
separacniho polymeru POP-7 a CE pufru DAX.

Na pocitaci do protokolu vyplnit umisténi vzorki podle mikrotitracni desti¢ky, nastavit
davkovani podle analyzovaného markeru (Tabulka 9) a spustit.

Po dokonceni analyzy zalepit fedici 1 mikrotitrani desti¢ku izolepou a uchovévat

pii —20 °C.

Tabulka 9. Davkovani DCE

Marker Teplota Davkovani
. 1kv,10s
KRAS 50 °C 2kv. 50 s
BRAF 49 °C 1kv,10s
EGFR 56 °C 1kv,10s

4.3.5 Mikropreparativni DCE systém

Za ucelem zvySeni Uc¢innosti kapildrni elektroforézy a citlivosti detekce somatickych

mutaci onkogenu KRAS v mutacni oblasti exonu 2 byl vyuzit experimentadlni pfistroj

na principu denaturacni kapilarni elektroforézy vybaveny fluorescenénim detektorem

a frakénim kolektorem. Specidln¢ pro tuto praci byl piistroj sestrojen ve spolupréci
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s vyvojovym oddélenim Ustavu analytické chemie AV CR v Brné. Timto systémem bylo
umoznéno oddéleni mutantnich izoforem DNA s naslednou preparaci takto oddélenych frakei
pro dalsi zpracovani (napi. dalsi amplifikaci apod.).

Pouzitim vytvotfenych fluorescencnich roztoki, uméle vytvorenych PCR standardu,
standardni DNA a redlnych vzorkl pacienti byla tato metoda zprovoznéna, vyvinuta,
optimalizovéna a validovana pro citlivou detekci DNA mutaci. Data z experimentalniho
systému byla vyhodnocovana v programu ClarityLite (DataApex, Praha, CR). Zachycené
frakce byly vzdy ovétfeny na standardnim kapildrnim analyzatoru ABI PRISM 3100 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) a vysledna data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci
pocitacového programu GeneMarker® (SoftGenetics, State College, PA, USA).

Experimentalni systém se skladdal z n€kolika ¢asti: prvni ¢ast byla sestavena z detekéni
oblasti s optickymi vlakny, vlastni kapilary a fluorescenéniho detektoru, druhou c¢asti byl pak

v oM

rotacni kolektor pohanény pocitacove fizenym motorem (Obrazek 5).

Obrazek 5. Mikropreparativni DCE systém s frakénim kolektorem: 1 — elektrody zdroje stejnosmérného napéti,
2 — davkovaci blok, 3 — zdroj stejnosmérného napéti, 4 — separacni kiemenna kapilara, 5 — termostaticky ohiev
kifemenné kapilary, 6 — detektor, 7 — kolektorovy valec, 8 — pocitac (program Clarity Lite), 9 — pocitacove fizeny
motor kolektorového valce.

K detekci oddéleni znatenych DNA fragmentl uvniti kiemenné kapilary byl zvolen
fluorescen¢ni detektor predstavujici nejcastéji pouzivanou, velice citlivou metodu. Detekéni
jednotka sestrojend ze svétlo emitujici LED diody, excitacniho a emisniho filtru, optickych
vldken a fotondsobice je zndzornéna na Obrazku 6. Opticka vlakna byla vyuZita k excitaci
vzorku LED svétlem s néaslednym filtrovdnim emitovaného fluorescencniho signalu a jeho
svedeni do fotondsobice (Prikryl & Foret, 2014). Excitatnim filtrem byl zajiStén vybér nizké
excitacni vinové délky, emisnim filtrem bylo pak odstinéno excita¢ni svétlo a tim umoznéna
detekce pouze svétla emisniho. Posun excitacniho a emisniho spektra fluorescenéniho barviva

FAM (carboxyfluorescein) je znazornén na Obrazku 7.
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Kapilara

Zdroj svétla —
(Lkeb) LM 4L

Fotonasobic (PMT)

Obrazek 6. Schematické znazornéni detekéni jednotky slozené ze svétlo emitujici LED diody, excitacniho
a emisniho filtru a fotonasobice. Modrymi Sipkami je naznacen prichod paprsku svétla ptes zrcadlo a jednotlivé
filtry.
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Obrazek 7. Posun excitacniho a emisniho spektra fluorescen¢niho barviva FAM. Modrou barvou je znazornéno
excitacni spektrum fluorescence, ¢ervenou barvou je znazornéno posunuté emisni fluorescenéni spektrum
(pfevzato a upraveno podle www.thermofisher.com). (FAM: carboxyfluorescein)
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Spravné zapojeni a zprovoznéni ptistroje zahrnovalo ptipojeni vsech optickych vldken
a svétlo emitujici LED diody s néslednym upevnénim kapilary do pfistroje. Po celou dobu
vyzkumu byla pouzivéana kapilara o praméru 0,75 pm z oxidu kiemicitého z vné&jsi strany
potazena polyimidem (Polymicro Technologies, Phoenix, AR, USA). Dé¢lka kapilary byla
experimentaln¢ stanovena na optimalni hodnotu 51 cm. Na kapilaie bylo manualné vytvoreno
0,5-1 cm Siroké detekéni ,,okénko* opalenim vnéjsiho polyimidu po dobu 3-9 s s naslednym
ocCisténim etanolem. Okénko se nachdzelo 7,5 cm od konce kapilary, po upravach piistroje
bylo posunuto na vzdalenost 5,5 cm od konce kapilary. Na vytvoiené okénko byl piipevnén
detektor s optickym vldknem. Promyvani separacni kapilary a jeji plnéni polymerni separa¢ni
matrici bylo provadéno manudlné s pouzitim 705N Syringe 50 ul (Hamilton, Reno, NV,
USA). V programu ClarityLite bylo sledovano ustalovani detektoru (Obrazek 8) trvajici
zpocatku 1 né€kolik hodin, v pokrocilejsi fazi experimentdlniho vyvoje nebyla detekéni
jednotka vypindna. Na zavér byl zapnut termostat, ktery se na pozadovanou teplotu ustaloval

az 30 minut (Obrazek 9).
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Obrazek 8. Ustalovani detektoru po vymeéné separacni kapilary. Horni zdznam znazornuje kolisani signalu tésné
po vyméné separacni kifemenné kapilary, prostiedni naznaCuje ustalovani signalu do rovné hladiny, dolni
zobrazuje zdznam detektoru po ustaleni.
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Obrazek 9. Tendence ustalovani separaéni teploty experimentalniho systému s nastavenou teplotou 49,0 °C.

Ke konci aparatury byl pfiveden pomoci syringe pumpy pufr, kterym byl omyvan
konec kapilary tak, aby béhem jimani frakci nedoslo k pferuSeni separacniho napéti. B€hem
frak¢ni kolekce byla hydrofobni povahou konce kapilary formovana mald kapicka, ktera byla
nasledné nasata do sbérnych trubic¢ek nachazejicich se na rotacnim kolektoru za koncem
kifemenné kapilary. Pro spravny odbér frakce musela byt sbérna trubicka vzdy zarovnana
s koncem separaéni kapilary. Frakénim kolektorem je umoZnéna manipulace s mikrolitrovymi
objemy (Miiller et al., 1995), separované DNA fragmenty tak byly nafedény, avSak toto
nafedéni nemélo vyrazny vliv na tspésnost nasledné PCR amplifikace takto jimanych frakci.

PCR vzorky byly vzdy nejprve rozmrazeny, zvortexovany a kratce stoceny
na minicentrifuze Mini Star (VWR, Stiibrna Skalice, CR) za podminek laboratorni teploty pfi
2000xg po dobu cca 15 s, pokud nebyly pfimo pouZivany, byly uchovavany v chladicim
zatizeni pii 5 °C. VSechna ¢inidla byla vZdy vytemperovéna na laboratorni teplotu a vyménéna
za nepouzitd. Kiemenna kapilara byla po celou dobu analyzy zahfivana termostatickym
blokem (PMA, Kassel, Némecko) nastavenym na pozadovanou teplotu (Tabulka 10). Béhem
frak¢ni kolekce byly nastaveny parametry na syringe pump¢ NE 300 ,,Just Infusion“™ (New
Era Pump Systems, NY, USA) na pritok pufru v objemu 15 pl/min (bez jimani frakci) nebo
25 pl/min (jimani frakci). Pred zacCatkem kazdé faze analyzy byl také nastaven zdroj
stejnosmérného napéti (Villa Labeco s.r.o., SpiSskd Nova Ves, SR) (Tabulka 11). V prubéhu

experimentalni ¢innosti byla separacni kapilara v pfistroji vyméiovana za novou.
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Pracovni postup:

Termostat nastavit na pozadovanou teplotu (Tabulka 6).

Do zkumavky 1,5 ml napipetovat CE pufr DAX.

Syringe naplnit CE pufrem DAX v plném objemu 6 ml, v pumpé vyménit syringe
naplnénou ultra ¢istou H>O za syringe naplnénou pufrem, pienastavit pramér syringe
na 12,45 mm.

Separacni kapilaru proplachnout studenou ultra ¢istou H>O a CE pufrem DAX.

Do kapilary pomoci syringe manualné naplnit separacni polymer POP-4 v objemu
cca 40 pl.

Na kolektor upevnit sklenéné sbérné trubicky.

Na pumpé nastavit pozadovany prutok CE pufru DAX na hodnotu 15 pl/min, spustit.
Na zdroji nastavit elektrické napéti 10 kV, spustit pre-run, nechat probihat po dobu
5 min.

Kolektovany vzorek rozmrazit, zvortexovat, kratce stoCit na minicentrifuze
za podminek: 2000%g, cca 15 s, laboratorni teplota.

Po dokonceni pre-runu prerusit elektricky proud, pfipevnit zkumavku se vzorkem
do davkovaciho bloku, spustit davkovani vzorku pii nastaveném elektrickém napéti
10 kV, nechat probihat po dobu 2 min.

Po 2 min davkovani vzorku pterusit elektricky proud, na zdroji pfenastavit elektrické
napéti na 15 kV, odstranit vzorek, spustit analyzu, spustit zaznam detekéni jednotky.
Béhem analyzy sledovat pokles elektrického proudu pro kontrolu spravného pribéhu
reakce.

Pred zacatkem frakéni kolekce pienastavit pumpu na poZadovany pritok 25 pl/min.
Frakéni kolekcei zahdjit pti zpozorovani Wild Type piku v programu Clarity Lite.

Po ukonceni frakéni kolekce vypnout zdroj, pumpu, zdznam detektoru.

Z kolektoru postupné odebrat sklenéné sbérné trubicky s frakcemi.

Vyprazdnit sbérné trubicky plnym objemem 10 pl pipety do pfedem ptipravenych
a popsanych zkumavek.

Separacni kapilaru proplachnout studenou vodou.

Syringe naplnit ultra ¢istou H>O v plném objemu 20 ml, v pumpé vymeénit syringe
naplnénou CE pufrem DAX za syringe naplnénou H>O, pienastavit primér syringe

na 19,05 mm, priitok nastavit na 95 pl/hod, spustit.
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Tabulka 10. Termostat.

Marker Teplota

KRAS 49 °C

BRAF 47,5 °C

E19 54 °C

E21 54 °C
Tabulka 11. Zdroj.

Faze analyzy Davkovani

pre-run 10 kV, 5 min

davkovani 10 kV, 2 min

run 15kV

4.3.5.1 Experimentalni vyvoj mikropreparativniho DCE systému

Prvni faze vyvoje byla vénovana sledovani odezvy detekéni jednotky pomoci prolévani
separacni kapilary kalibra¢ni fadou fluorescencné znacenych roztokii (Obrazek 10). Roztoky
byly nafedény z fluorescenéné znaceného primeru o pocateéni koncentraci 1x10* M
na koncentrace 1x10° M, 5x107 M, 1x107 M, 5x10® M a 1x10® M. Redéni bylo vzdy
provedeno ve flow-boxu (Dynex, Praha, CR) a z divodu vy$§i odezvy signalu
(fluorescencniho kvantového vytézku pii pH 9) bylo vzdy provedeno do reakéniho CE pufru
DAX. Mezi jednotlivymi fluorescenénimi roztoky byla kapildra promyta ultra Cistou H2O.

Tyto pokusy byly vzdy dvakrat zopakovény, v€etné nového natedéni fluorescenénich roztoki.
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Obrazek 10. Kfivka znazoriiujici odezvu detektoru na pfitomnost fluorescenénich roztoki o riznych
koncentracich (zleva: 1x10-8 M, 5x10-8 M, 1x10-7 M, 5x10-7 M, 1x10-6 M). Kazdy bod grafu ptfedstavuje
intenzitu signalu fluorescen¢niho roztoku vztazenou k rusivym signalim pozadi.
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Ve druhé fazi vyvoje byla metoda testovana na uméle vytvorenych KRAS mutacnich
PCR standardech pochazejicich ze vzorka tkanové biopsie (vzdy somaticka onkogenni mutace
v heterozygotni form¢) fedénych 1:1 s ultra Cistou H>O.

Nejprve byla bez pouziti frakéniho kolektoru optimalizovdna separacni teplota
na vzorku s jiz diive potvrzenou substituéni mutaci Gly12Val (G12V). Cilem bylo nalezeni
teploty, béhem které dojde k uplnému rozdéleni homo- a hetero- duplexnich forem molekuly
DNA. Teplota byla zkousena v rozmezi 40,0 az 51,0 °C. V rozmezi 40,0 az 48,0 °C po 2,0 °C,
ve zbytku rozsahu po 0,5 °C. Za optimdlni teplotu dalSich pokusii s KRAS muta¢nimi vzorky
bylo zvoleno 49 °C (viz kapitola 5.1 Optimalizace mikropreparativniho DCE systému). Pokus
za optimalni teploty byl na stejném vzorku alespon tfikrat zopakovan, pozd¢ji byla stanovena
optimalni teplota potvrzena zopakovanim pokusu na vzorku s potvrzenou substitu¢ni mutaci
Glyl12Asp (G12D). Béhem nésledné experimentalni prace byla ovéfovana spravnd funkcnost
systému pravidelnym opakovanim déleni zndmého vzorku pti optiméalni teplote.

Ve druhé casti byla za optimalnich podminek provedena DCE separace vzorku
se znamou mutaci genu KRAS (G12V) s naslednym ziskdnim mutantnich fragmentd pomoci
frakéniho kolektoru. V pribehu pokusti bylo n€kolikrat provedeno oddéleni s naslednou
izolaci frakci nemutované formy DNA, na které byla kontrolovana kontaminace separa¢ni
kapilary. Dalsi oddéleny a kolektovany vzorek obsahoval mutaci G12D, na tomto vzorku byly

provedeny dalsi pokusy.

4.3.5.2 Klinicka validace a optimalizace experimentalniho systému

Po experimentalnim vyvoji metodiky byla provedena validace experimentalniho DCE
systétmu na 15 realnych vzorcich krevni plazmy pochézejicich od 14 pacientd s jiz dfive
potvrzenou mutaci onkogenu KRAS. Vyuzit byl standardni pracovni postup, pticemz valida¢ni
vzorky uréené pro frakéni kolekci nebyly pred vlastnim davkovanim fedény.

Nasledné bylo testovani zaméteno na optimalizaci citlivosti experimentalniho pfistroje
(tzv. kvantifikace) a na optimalizaci PCR amplifikace 1 a II s pouzitim DNA standardu
o znamé koncentraci (KRAS G12D o ptvodni koncentraci 50 ng/ul). Redéni DNA standardu
(pomér MUT:WT molekuldam DNA) bylo provedeno vzdy ve flow-boxu, vzorky i fedici
¢inidla byly nejprve rozmrazeny a promichdny pipetou. Jako prvni krok byly zasobni DNA
standardy (mutovany standard G12D i standard nemutovan¢ DNA) natfedény na smeési 1:10,
1:100, 1:1000 a 1:10000 (MUT:WT). Ve druhém kroku byly vzorky 1:100, 1:1000 a 1:10000
podrobeny frakéni kolekci (viz kapitola 5.2.3.1 Kvantifikace standardni DNA), pficemz
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kolekce vzorkli s pozitivnim vysledkem byly z divodu reprodukovatelnosti dat dvakrat
opakovany.
4.3.5.3 Kvantifikace genomickou DNA

Po frakéni kolekci a kvantifikaci vzorkli standardni DNA byla stanovena citlivost
pristroje ovéfena kvantifikaci provedenou ze vzorkli genomické DNA. Zvolena byla WT DNA
v kombinaci s jednou mutantni frakci re-amplifikovaného mutacniho PCR standardu
s potvrzenou mutaci G12V, oba vzorky byly vybrany podle odpovidajici intenzity pika
(50 % nemutované DNA, 50 % mutované¢ DNA). Oba vzorky byly nafedény 10x ultra ¢istou
H>0, z ¢ehoz byla dale vytvofena fada roztokti s riznym pomérem MUT:WT molekulam
DNA: 2:8 (MUT:WT), 1:9, 1:19, 1:49 a 1:99. Ze vzorku 1:99 (MUT:WT) byly nésledné
nafedény dal$i 4 smési s odhadovanym obsahem 0,5 %, 0,25 %, 0,12 % a 0,05 % mutované
DNA. Ne¢které tyto vzorky byly déale kolektovany (viz kapitola 5.2.3.2 Kvantifikace
genomickou DNA).

Do druhé série pokust vénovanych kvantifikaci genomickou DNA byla zahrnuta
5x zftedéna WT DNA v kombinaci s mutantni frakei s potvrzenou KRAS mutaci G12D (oba
vzorky byly opét vybrany podle intenzity pikli). DNA byla nafedéna v poméru molekul 1:19
(MUT:WT), 1:49 a 1:99. Ze smé&si 1:99 byly néasledné¢ nafedény 4 roztoky s odhadovanym
obsahem 0,5 %, 0,25 %, 012 % a 0,05 % mutované¢ DNA. Nékteré vzorky byly vybrany
pro dalsi analyzu za pouziti frakéniho kolektoru a standardniho postupu (viz kapitola 5.2.3.2
Kvantifikace genomickou DNA).

Na zavér experimentdlni ¢innosti byl mikropreparativni systém validovan na dalSich
6 vzorcich krevni plazmy pacientli s prokdzanou mutaci genu KRAS, celd analyza byla
provedena za nové zoptimalizovanych podminek.
4.3.5.4 Optimalizace pro dal§i DNA muta¢ni markery

Po predeslé detekci mutaci onkogenu KRAS byl pfistroj optimalizovan pro ucely
zachyceni dalSich onkogenetickych markerti (BRAF, EGFR). Do prvniho kroku bylo zahrnuto
stanoveni optimalni separacni teploty onkogenu BRAF na vzorku tkanové biopsie (optimalni
teplota byla stanovena na 47,5 °C), ve druh¢ fazi byly izolovany jednotlivé frakce a na zavér
byla provedena analyza dvou vzorkt krevni plazmy.

Posledni  testovany marker pfedstavoval onkogen EGFR. Optimalizace
experimentalniho systému byla zaméfena nejprve na podminky detekce deleéni mutace
v exonu 19 (E19) ve vzorku cytologického natéru s jiz diive potvrzenou mutaci, nasledné byla

detekovana substitu¢ni mutace v exonu 21 (E21) za pouziti DNA standardu EGFR L858R.
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Optimalizace byla provedena po vzoru ptedchozich dvou onkogend, pticemz optimalni teplota
obou markert (E19 i E21) byla stanovena na 54 °C. Jako posledni bylo analyzovéno 7 vzorki

krevni plazmy pacientt.

4.3.6 Vyhodnoceni dat

Vysledky DCE experimentalniho systému byly vyhodnocovany v pribéhu jednotlivych
pokusii v programu ClarityChrom Chromatography Data Station verze 5.0.5.098 (DataApex,
Praha, CR), pozd&ji v programu ClarityLite verze 5.0.4.158 (DataApex, Praha, CR). Pokud
béhem pokusu podminky neodpovidaly optimalnim, cely experiment byl zastaven
a zopakovan. Jednotlivé vysledky byly vyhodnocovany v pribéhu samotného pokusu,
nasledné byly vSechny vysledky ukladdny a zpétné vyhodnocovény za ucelem vzajemného
porovnani a vyhodnoceni reprodukovatelnosti dat.

Vysledky kapilarni elektroforézy z piistroje ABI PRISM byly vyhodnocovany
v pocitacovém programu GeneMarker®, verze 2.4.2. a 2.4.0 (SoftGenetics, State College, PA,
USA). Analyzy krevnich vzorkli byly posuzovany podle vysledkd tkanovych biopsii
znacenych fluorescenénim barvivem TAMRA analyzovanych v ramci stejného pokusu

ve stejné jamce. Vysledky pokusu byly vzdy nezavisle posouzeny a potvrzeny druhou osobou.
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5. Vysledky

5.1 Optimalizace mikropreparativniho DCE systému

Nejprve byl v laboratofi pfistroj sestaven, po spravném zapojeni vSech soucasti bylo
vramci zprovoznéni pristroje sledovano ustalovani detektoru, ktery ptredstavoval jednu
signalu detektoru od vymény separacni kapilary az po Uplné ustaleni, ke kterému doslo
az po né€kolika hodinach (Kapitola 4.3.5 Mikropreparativni DCE systém, Obrazek 8).

Druhou dilezitou soucast experimentalniho systému piedstavovala termostaticka
jednotka, ktera byla z divodu spravné teplotni kontroly celého systému nejprve tfadné
proméfena, vcetné teplotni stability systému. Termostat byl béhem vyzkumu zapinin vzdy
pouze jednou denné pfed kazdou tadou pokust, pficemz ustalovani teploty probihalo cca
20 min. Béhem pokusi bylo v radmci tolerance zaznamendno vychyleni teploty
0 0,2 °C (Kapitola 4.3.5 Mikropreparativni DCE systém, Obrazek 9).

Po zprovoznéni a nasledném ustaleni detekéni a termostatické jednotky
experimentdlniho systému byla pozornost vénovdna odezvam detektoru testovaného
na pfitomnost fluorescenéné znacenych roztokli o rtiznych koncentracich. Zkoumano bylo
5 roztokid, jejichz signal podle ocekavani prokazoval linearné vzriistajici tendenci
(Kapitola 4.3.5 Mikropreparativni DCE systém, Obrazek 10).

Po stanoveni odezvy detekéni jednotky byla optimalizovana separacni teplota
mikropreparativniho systému, nebot’ ta je pro pribéh duplexni analyzy nezbytna. Teplota
experimentadlniho DCE systému byla pfejata z analytického syst¢tmu ABI PRISM 3100
anasledné¢ byla optimalizovana. Optimalni separani teplota onkogenu KRAS byla
na kapilarnim analytickém systému (ABI PRISM 3100) ur¢ena na zdékladé¢ analyzy
8 nejcastéjSich mutaci, vSechny mutace byly separovany pii 7 raznych teplotich
za identickych podminek. Na zéklad¢ vysledkli byla optimalni teplota analytického systému
stanovena na 50,0 °C (Obrézek 11).
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Optimalizace separacni teploty nejcastéjSich KRAS mutaci
(analyticky DCE systém)

(HT-WT)/WT
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0 /
44 46 48 50 52 54
T[°C]
G12v —e—G12D —e—G13D —e—G12C —e—G12R —@—G12A G12S G13C

Obrazek 11: Vyhodnoceni separacni ucinnosti jako relativniho rozdilu pohybu mutované a nemutované alely
u nejcastéjSich mutacnich typt onkogenu KRAS na analytickém DCE systému (ABI PRISM 3100). Na grafu
je, pro vétsinu mutantnich forem, viditelnd maximalni separace v blizkosti teploty 50 °C. (G12V: Glyl2Val,
G12D: Glyl2Asp, G13D: Glyl3Asp, G12C: Glyl2Cys, G12R: Glyl2Arg, G12A: Glyl2Ala, G12S: Glyl2Ser,
G13C: Glyl3Cys, WT: Wild Type, nemutovana forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA)

Oproti analytickému systému byla separacni teplota mikropreparativniho DCE systému
vybaveného frakénim kolektorem vymezena na zdkladé analyzy mutace G12V (Glyl2Val)
pfi 7 riznych teplotach. Vysledna teplota byla ovéfena analyzou vzorku obsahujiciho mutaci
GI12D (Glyl2Asp) a stanovena byla na 49,0 °C. Porovnani separacnich teplot analytického

DCE systému a mikropreparativniho DCE systému s frakénim kolektorem je zndzornéno

na Obrazku 12.
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Teplotni zavislost separace mutantu KRAS G12V
(analyticky a mikropreparativni DCE systém)
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Obrazek 12: Porovnani optimalni separacni teploty mutace G12V onkogenu KRAS na analytickém systému ABI
PRISM (modfe) a experimentalnim DCE systému s frakénim kolektorem (hnéd¢€). Znazornén je relativni rozdil
pohybu mutované a nemutované alely v zavislosti na teploté. Na grafu je viditelny rozdil optimalni teploty obou
ptistroju. (G12V: Glyl2Val, WT: Wild Type, nemutovana forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana forma
DNA)

5.2 Frakéni kolekcee

Na pocatku vyzkumu byl k vyvoji a optimalizaci metody pouzit vzorek tkanové biopsie
s potvrzenou KRAS mutaci (G12V resp. G12D) poskytujici béhem separacniho runu vysoky
signal. Vyhodnocenim vysledkd jednotlivych frakei byl na po€atku kolekce zjistén zachyt
frakei neobsahujicich DNA, dale byly v uvedeném potadi pfitomny frakce se samotnym
nemutovanym fragmentem, s mutovanou formou DNA pfitomnou v jedné frakci a nasledné
s izolovanymi heteroduplexy (v nésledujicich frakcich byla zaznamenéana pfitomnost vSech
4 pikli najednou). Ke konci kolekce bylo zaregistrovano postupné snizovani signalu vsech
pikt, az k Gplnému vymizeni.

Pro piesnéjsi predstavu jsou na Obrazku 13 znazornény jednotlivé izolované fragmenty
suvedenymi vysledky vybranych dulezitych frakci po analyze na standardnim kapilarnim

pfistroji ABI PRISM (pro lepsi ndzornost byl vybran vzorek s KRAS mutaci G12D).

47



F1

KRAS G12D - vysoky signal

20
10
0
30 35 40 45 50 60 65 70 75
t[min]
2 F1
= 10000 WT
5000
PRIMER
HT
0 A A SV N
14 16 18 20 22 24 26
t[min]
S
£ 10000 F2 MyT
)
5000 HT
PRIMERY
WT
0 N~
14 16 18 20 22 24 26
t[min]
2 F3
> WT
5000
PRIMERY HT
MUT
0
14 16 18 20 22 24 26
t[min]

Obrazek 13. Znazornéni principu frakéni kolekce na vzorku tkanové biopsie s detekovanou substitu¢ni mutaci
G12D v kodénu 12 onkogenu KRAS. Horni zdznam oznaceny modrou barvou predstavuje signal detektoru
mikropreparativniho DCE systému, modrymi ¢arami jsou oddéleny jednotlivé izolované fragmenty. Tii frakce
oznacené na hornim zédznamu ,,F1, F2, F3* jsou na dal$ich zdznamech uvedeny po analyze na kapilarnim pfistroji
ABI PRISM (F1: frakce s nemutovanou DNA, F2: frakce s mutovanou DNA, F3: frakce s heteroduplexy).
(G12D: Glyl2Val, WT: Wild Type, nemutovana forma DNA, MUT: mutovana forma DNA, HT: heteroduplexy,

mutovana forma DNA)
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Pro nazorné ptredvedeni pouziti technologie v piipadech, kdy mutantni fragmenty
nejsou pii analyze standardni DCE detekovatelné, byla izolace jednotlivych fragmentl vzorku
pro dalsi zpracovani uspésné provedena nejen ze vzorkl poskytujicich vysoky signal, ale také

ze vzorkl s nizkym nebo zddnym signalem (Obrazek 14).
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Obrazek 14. Znazornéni kolekce vzorku krevni plazmy s detekovanou substituéni mutaci G12D v kodénu 12
onkogenu KRAS. Horni zdznam byl pofizen z detektoru béhem frakeni kolekce, modrymi ¢arami jsou naznaceny
jednotlivé fragmenty. Dolni zadznam ,,F1 prezentuje jedinou pozitivni frakci po analyze na kapilarnim pfistroji
ABI PRISM. (G12D: Glyl2Val)

5.2.1 Kontaminace

Pti praci s PCR metodou vykazujici extrémni citlivost vZdy existuje ptipadné riziko
kontaminace, v daném ptipad¢ se jednalo o kontaminaci separacni kiemenné kapilary. Proto
byla v pocatecnich fazich vyzkumu provedena kontrola kontaminace kolekci WT DNA
pochézejici z PK PCR amplifikace 1. Jak naznauji vysledky zachycené na Obrazku 15,
kontaminace byla objevena pouze v pocateCnich frakcich, v dalSich frakcich byla prokdzéana
tendence snizovani signalu kontaminace. Na zakladé vysledkl lze déale pfedpokladat tplné

vymizeni kontaminace jeSté pied zaznamenanim signalu testovaného vzorku.
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Obrazek 15. Prvni kontrola kontaminace separa¢ni kapilary. Prvni zaznam oznaceny modrou barvou zachycuje
zédznam detektoru mikropreparativniho DCE systému, modré ¢ary ohrani¢uji izolovanou frakci. Dolni zaznam
oznaceny ,,F1“ znazoriiuje izolovanou frakci po analyze na kapilarnim pfistroji ABI PRISM. (WT: Wild Type,
nemutovand forma DNA, MUT: mutovana forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA, PK: pozitivni
kontrola PCR amplifikace I)

Po ovéfeni redlné moznosti kontaminace byly do protokolu mikropreparativni DCE

pfidany pied kazdym nadavkovanim vzorku preventivni proplachy kiemenné kapilary vodou.

Nasledné byla pritomnost kontaminace piekontrolovana novou frakéni kolekci WT DNA.

Vysledky zachycené na Obrazku 16 dokazuji snizeni resp. eliminaci kontaminace.
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Obrazek 16. Druha kontrola kontaminace kfemenné kapilary. Prvni zaznam (modra barva) zachycuje signal
detektoru experimentalniho systému, modré ¢ary oznacuji oddélenou frakci. Dolni zdznam ,,F1“ predstavuje
zaznam izolované frakce po analyze na analytickém systému ABI PRISM. (WT: Wild Type, nemutovana forma
DNA)

50



5.2.2 Pocet cykli PCR amplifikace II

Jako dalsi preventivni opatieni predchazejici kontaminaci byl pro finalni metodu
snizen pocet PCR cykli. Na Obrazku 17 jsou porovnany vysledky PCR reakce pfi
21 a 34 cyklech, pficemz z divodu vétsi amplifikace nespecifickych vedlejsich produkti byl

za optimalni zvolen pocet 21 cykli.
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Obrazek 17. PCR amplifikace II provedena pii 21 a 34 cyklech. Hvézdickou je oznacen signal nespecifickych
vedlejSich produkti. (WT: Wild Type, nemutovana forma DNA, MUT: mutovana forma DNA,
HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA)

5.2.3 Kvantifikace
5.2.3.1 Kbvantifikace standardni DNA

Po optimalizaci mikropreparativniho DCE systému s frakénim kolektorem byla
z dlvodu presného stanoveni analytické citlivosti experimentdlniho systému provedena
kvantifikace standardni DNA (mutace G12D) se zndmym pomérem zastoupenych mutovanych
fragmentli ve vzorku.

Jak lze vyvodit z Obrazku 18, mutovany fragment byl zachycen ve vSech vzorcich,
véetné vzorku s prokdzanym zastoupenim 0,1 % mutantnich kopii DNA (1 mutovany fragment
v 1000 nemutovanych), ¢imz doSlo oproti konvenénim kapilarnim analyzatorim s typickou

citlivosti 1 %, ke zvySeni citlivosti analyzy o 1 tad.
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Zde uvedené vysledky jsou v souladu s ptedpokladanou citlivosti metody stanovenou
na zaklad¢é pracovni hypotézy (viz kapitola 6 Diskuze). Zpozorovan byl mj. vliv vstupniho

mnozstvi DNA vzorku, nebot’ pii vysSich koncentracich byl zaznamendn zvySeny signal

nespecifickych vedlejsich produkti.
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Obrazek 18. Kvantifikace standardni DNA s mutaci G12D onkogenu KRAS. Na grafu je pro nazornéjsi zobrazeni
ptinosu frakéni kolekce zachycena intenzita signalu mutovanych fragmenti DNA (MUT, HT1, HT2) v zavislosti
na koncentraci vzorku pied frakéni kolekei i po kolekci. Hodnoty jsou uvedeny po analyze na kapilarnim piistroji
ABI PRISM. (G12D: Gly12Asp, MUT: mutovana forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA)
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5.2.3.2 Kbvantifikace genomickou DNA

Ovéteni predchoziho meéteni citlivosti bylo provedeno na vzorcich pochazejicich
z redlnych nadord s predpokladanym 50% obsahem mutovanych fragmentl. U obou typl
mutaci (G12V, G12D) byla po frakéni kolekci prokdzana mutace ve vzorku s odhadnutym
obsahem 0,25 % mutované DNA. Potvrzena byla tedy niz$i citlivost experimentalniho
systému, nez jaka byla zjiSténa prfedchozim meéfenim na vzorku standardni DNA. Data ptred
frakéni kolekei a po frakéni kolekci jsou zaznamenana na Obrazku 19 (mutace G12V)

a na Obrazku 20 (mutace G12D).
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Obrazek 19. Kvantifikace genomickou DNA s prokdzanou KRAS mutaci G12V. Na grafu je znazornéno
obohaceni mutantnich frakci vzorku po frakéni kolekci, dale je také zachycena stoupajici intenzita signalu
mutovanych fragmentt DNA (MUT, HT1, HT2) v zavislosti na koncentraci smési. Spojené body grafu
pfedstavuji hodnoty pred frakéni kolekci, samotné body oznacené krouzkem znazorfuji intenzitu signalu
po frak¢éni kolekci. (gDNA: genomicka DNA, GI12V: Glyl2Val, MUT: mutovand forma DNA,
HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA)
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Obrazek 20. Kvantifikace genomickou DNA s prokdzanou KRAS mutaci G12D. Kftivka grafu zachycuje signal
pikt predstavujicich mutované fragmenty DNA (MUT, HT1, HT2). Porovnany jsou hodnoty vzorkt jednotlivych
koncentraci pted frakéni kolekei a po ni. Na grafu lze mimo obohaceni mutantni frakce po frakéni kolekci opét
pozorovat stoupajici tendenci signalu v zavislosti na zvySujici se koncentraci vzorku. (gDNA: genomicka DNA,
G12D: Glyl2Asp, MUT: mutovana forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA)

5.2.4 Klinicka ¢ast vyzkumu

Do této valida¢ni studie byly zatazeny krevni vzorky pacientl ve stadiu IV (pfitomny
metastazy), u kterych je vysokd pravdépodobnost vyskytu ctDNA v krevni plazmé
(Leon et al., 1977; Fournié et al., 1995). Z dalSich literarnich zdroji vsSak vyplyva,
ze u nékterych pacientli jsou naopak celkova mnozstvi cirkulujicich ctDNA fragmentl
na velmi nizké urovni (Jahr ef al., 2001; Taly et al., 2013). Z tohoto diivodu mé zcela z4sadni
roli analytickd citlivost pouZzit¢é metody. Vzorky pouzit¢é na validacni studii byly
ctDNA-negativni pfi pouziti standardni DCE metody v citlivosti cca 1 %.

Z celého poctu 21 vzorka byla ctDNA detekovana u 12 z nich (rizné mutace),

coz predstavuje 57% ucinnost metody. Na Obrazku 21 jsou uvedeny 2 piiklady realnych

vzorkll pacientl se zachycenou ctDNA.
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Obrazek 21. Vysledky analyzy 2 realnych krevnich vzorkli pacientil s detekovanou mutaci onkogenu KRAS
(krevni plazma). Horni zaznam znazornuje vzorek pacienta po prvni analyze (pted frakéni kolekei), dolni zdznam
po frakéni kolekci. Oba vysledky jsou uvedeny po analyze na kapilarnim pfistroji ABI PRISM. (G13D:
Glyl13Asp, G12S: Glyl2ser, WT: Wild Type, nemutovana forma DNA, MUT: mutovana forma DNA, HT:
heteroduplexy, mutovana forma DNA)
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5.2.5 Optimalizace dalSich vyznamnych molekulirnich markeri
5.2.5.1 BRAF

Po zprovoznéni a klinické validaci =zafizeni byla provedena optimalizace
mikropreparativniho DCE systému za Ucelem detekce somatické mutace (V600OE) v genu
BRAF (vzorek tkanové biopsie s potvrzenou mutaci). Jak bylo uvedeno v uvodni ¢ésti, tato
mutace ma zcela zasadni vyznam, nebot’ jako u jediné protein-kinazy rodiny Raf byla
prokdzana pifima spojitost s nddorovym onemocnénim a v soucasné dob¢ se tak stava cilem
biologické 1écby.

Vzorek tkanové biopsie byl na experimentdlnim systému rozdélen, nicméné oproti
onkogenu KRAS nebyly z divodu nizsi citlivosti pfistroje detektorem zobrazeny 4 piky,
ale pouze 3 (oba heteroduplexni piky byly zobrazeny jako jeden), dale byla provedena izolace
fragmentti s néslednou amplifikaci a analyzou na kapildrnim pfistroji ABI PRISM. Také
u tohoto markeru byly zachyceny prazdné frakce, ale také frakce obsahujici nemutované
1 mutované fragmenty DNA (Obrazek 22).

Po optimalizaci systému byla provedena valida¢ni analyza 2 vzorkd krevni plazmy
realnych pacientl (metastaticky kolorektalni karcinom), u kterych byla tato mutace zachycena
v nadorové tkani a je tedy vysoka pravdépodobnost jeji pfitomnosti v krevnim ob&hu. Oba
vzorky byly vyhodnoceny negativné, ptitomnost ctDNA v krvi nebyla prokdzana (vysledky

nejsou vyobrazeny).
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Obrazek 22: Zaznam frakeni kolekce vzorku tkdnové biopsie s potvrzenou mutaci V60OE onkogenu BRAF. Prvni
zéznam zobrazuje separaci fragmentii DNA na mikropreparativnim DCE systému (modré ¢ary predstavuji odbér
frakci). Dal$i 3 zaznamy zachycuji klicové frakce po analyze kapilarnim pfistrojem ABI PRISM: ve frakci F1 byl
izolovan nemutovany fragment, frakce F2 obsahuje pouze mutovany fragment, frakce F3 zachycuje oba

M

PRISM). (Wild Type, nemutovana forma DNA, MUT: mutovand forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana

forma DNA)
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5.2.5.2 EGFR

Poslednim testovanym markerem byl onkogen EGFR, nebot tento marker je v pfipadé
karcinomu plic pozitivnim prediktorem lécebné odpovédi na anti-EGFR biologickou 1écbu.
Jak bylo uvedeno dfive, pacienti s mutovanou formou genu maji profit z Iécby
monoklonalnimi protilatkami.

V ptipad¢ tohoto onkogenu byla detekce zaméiena na dvé nejcastejsi mutace (delecni
mutace E19, substitu¢ni mutace E21). Obdobné separaci markeru BRAF i v tomto piipade
nebyly z divodu nizs8i citlivosti experimentalniho pfistroje detektorem zachyceny 4 piky,
ale tentokrat pouze 2 (zobrazeny byly pouze piky MUT a WT).

I u tohoto markeru byly izolovany nejen prazdné frakce, ale také frakce obsahujici
mutované i nemutované fragmenty DNA. V piipadé mutace E19 byly pozorovany 4 klicové
frakce, v ptipad¢ substitu¢ni mutace E21 byla (oproti genu KRAS ¢i BRAF) pouze prokazana
zameéna potadi frakci obsahujicich mutované (frakce MUT) a nemutované fragmenty (frakce

WT). Vysledky jsou zachyceny na Obrazku 23.
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Obrazek 23. Frakéni kolekce markeru E19 a E21. V levém sloupecku jsou uvedeny zdznamy prezentujici
vysledky markeru E19, v pravém jsou zndzornény vysledky analyzy vénované markeru E21. Modré zdznamy
jsou pofizeny z detektoru, ostatni zaznamy pochazi z piistroje ABI PRISM. Modrymi ¢arami jsou znazornény
odbéry frakci, pro lepsi piehled ndzvy grafii obsahuji klicovy fragment. (EGFR: Receptor epidermalniho
rustového faktoru, WT: Wild Type, nemutovand forma DNA, MUT: mutovana forma DNA, HT: heteroduplexy,

mutovand forma DNA)



Po izolaci frakei markeru E19 a E21 s pozitivnim vysledkem byla provedena validace
systému na 7 vzorcich krevni plazmy (karcinom plic) s ocekdvanou mutaci genu EGFR
(5 vzorkli s mutaci E19, 2 vzorky s mutaci E21). Jak bylo uvedeno dfive, separa¢ni podminky
obou markerit byly shodné a nasledna vysetfeni vzorkll krevni plazmy mikropreparativnim
DCE systémem tak probéhla u vSech vzorkli za stejnych podminek. Ze 7 vySetfovanych
vzorkli byla po PCR amplifikaci II a analyze na pfistroji ABI PRISM prokazateln¢ zjisténa
pritomnost mutace E19 pouze u 2 pacientli, pfitomnost mutace E21 nebyla detekovéana
ani v jednom z obou piipadi (Obrazek 24).

Na vzorku krevni plazmy pacienta s mutaci E19 byla prokazdna funkcnost
mikropreparativniho systému nejen z pohledu detekce rtznych molekularnich markert
(onkogen KRAS, BRAF, EGFR) z ruznych typi vzorkl (tkanova biopsie, cytologicky natér,
krevni plazma), ale také z pohledu pritomnosti jiného nddorového onemocnéni (kolorektalni

karcinom, karcinom plic).
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Obrazek 24. Analyzy vzorku krevni plazmy s pozitivni mutaci E19. Prvni zaznam piedstavuje vzorek krevni
plazmy pacienta po prvni analyze (pied frakéni kolekei), druhy zaznam po frakéni kolekci, oba zdznamy jsou
uvedeny po analyze na kapilarnim pfistroji ABI PRISM. (E19: dele¢ni mutace genu EGFR v exonu 19, WT: Wild
Type, nemutovana forma DNA, MUT: mutovana forma DNA, HT: heteroduplexy, mutovana forma DNA).
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6. Diskuze

Nédorova onemocnéni jsou v celosvétovém meéftitku jednou z nejcastéjSich pficin
umrti (Ferlay et al., 2015), proto je dulezitd jejich vCasna diagndéza. Ta je klicova
pro naslednou volbu nejvhodnéjsi 1écebné metody, kterou mize byt napt. chirurgicky zakrok,
radioterapie, chemoterapie, biologicka 1écba ¢i jejich vzajemné kombinace (Tong et al., 2017;
Vogel et al., 2017). Neodd¢litelnou soucasti protinddorové 1é€by je kromé sledovani
a vyhodnocovani odpovédi pacienta na lécbu, také detekce piipadné recidivy (navratu)
¢1 progrese (postupu) onemocnéni vedouci ke zménam v podavané 1€¢bé (Yiu & Yiu, 2016).
Ke stanoveni diagnézy ¢i sledovani 1écby jsou nejCastéji pouzivany zobrazovaci techniky
zahrnujici pfedevSim pocitacovou tomografii (CT), magnetickou rezonanci (MR)
¢i ultrazvuk (UZ) (Catalano et al., 2017). V ptipad¢€ pozitivniho nélezu nésleduje odbér vzorku
tkané (tzv. tkanova biopsie), avSak v posledni dobé je stdle vice zkoumana mozZnost
vySetfovani molekuldrnich DNA markerid (somatickych mutaci) uvoliiovanych z nadoru
do krevniho ob&hu. Pro vysetiovani této cirkulujici nadorové DNA (Circulating tumor DNA,
ctDNA) se ustalilo oznadeni ,,tekutd biopsie®, kterd se oproti tkanové biopsii vyznacuje
pfedev§im nesrovnatelné SetrnéjSim zplsobem odbéru (Murtaza et al, 2013). Dale také,
narozdil od odbéru tkané, podava informaci o celkovém stavu onemocnéni, vcetné
pritomnosti nadorovych bunék v riznych ¢astech téla pacienta, ¢imz je umoznéno piipadné
odhaleni progrese (Benesova et al., 2013).

V ramci prace byl sestrojen a vyvinut novy systém, coz znamend, Ze nelze pouzit
standardni formu diskuze ke zhodnoceni a porovnani jednotlivych cili prace s vysledky
stejnych metod v jinych laboratofich. Zhodnoceny tedy budou zejména vlastni vysledky
ve spojitosti s piinosem analyzy at' uz z pohledu pfistupu k pacientovi nebo po strance
financni nakladnosti. VySetfeni touto metodou totiz vykazuje mnohem Setrnéjsi ptistup
k pacientovi, coz v praxi znamend pouze odbér krevniho vzorku a zaroven je finanéné¢ méné
naro¢né, nebot’ ze soucasnych vysledki vyplyva, ze celkova analyza je mnohem levné;si.

Zakladnim parametrem metod pouZivanych pro vySetfeni ctDNA z krevni plazmy
je vysoka citlivost umoznujici detekci somatickych mutaci, které jsou ve vzorku ptitomny
v menSinovém zastoupeni. Cilem této prace byl proto experimentalni vyvoj a validace nové
metody umoznujici obohaceni mutantnich frakci za Gcelem zvysSeni zachytu ctDNA z krevni
plazmy. Tohoto obohaceni je dosazeno oddélenim DNA fragmentu s jeho naslednou

amplifikaci. Obohacené frakce byly dale analyzovany metodou denatura¢ni kapilarni
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elektroforézy (Denaturing capillary electrophoresis, DCE) fungujici na zékladé¢ rozdilnych
denaturac¢nich vlastnosti mutovanych a nemutovanych fragmentt.

Za ucelem izolace mutantnich frakei byl pouzit experimentalni mikropreparativni DCE
systém sestrojeny ve spolupraci s Ustavem analytické chemie AV CR v Brné. Jednoduché
apomérn¢ usporné fteSeni detekce a sprdvného nacasovani odbéru DNA fragmentl
predstavovala fluorescencni detekce za pouziti nizkondkladové LED. Dale byla pouzita
optickd vldkna vedouci excita¢ni a detekcni zafeni a ke sbéru detekované fluorescence byla
zvolena fotodioda. Tento nizkonakladovy detektor vykazoval v ptipadé fluorescencni znacky
FAM (carboxyfluorescein) analytickou citlivost na trovni 10%M, coz bylo prokazano
prolévanim fluorescencné znaCeného primeru. Tato citlivost je sice o 3 az 4 tfady nizsi
ve srovnani s analytickymi pfistroji (napt. DNA sekvenatory ABI PRISM), avSak
experimentalni DCE systém piedstavuje pouze jednu ¢ast dlouhého fetézce Cinnosti v procesu
analyzy vzorkii. Ve vysledku je tieba porovnavat celkovou analytickou citlivost popsaného
procesu, nikoliv pouze jednoho konkrétniho kroku. Pfinos fluorescenéniho detektoru
se zminénou niz$i citlivosti spofivd zejména v upiesnéni spravného nacasovani odbéru
jednotlivych frakci urenych k dal$imu zpracovani a jeho horsi citlivost tak nemé negativni
vliv na vysledky celé analyzy.

Na zaklad¢ poznatka ziskanych v pribéhu testovani metodiky a optimalizace postupii
byl tento systém priibézn¢ upravovan. Mezi hlavni Upravy lze zaradit upevnéni detektoru
provedené kvili kolisani signalu, zprovoznéni automatického ovladani kolektorového valce
urcené¢ho ke sbéru jednotlivych frakci, nebo zlepSeni teplotni kontroly, jejiz nestabilita zprvu
vedla k nizké reprodukovatelnosti vysledkt. Bylo zji$téno, Ze tato nestabilita nastava vyhradné
v pribéhu 20-30 minut od spusténi termostatického bloku a proto bylo za nejvhodnéjsi postup
zvoleno zapinani termostatické jednotky pouze jednou denné (pfed prvnim pokusem).
Zaznamenané kolisani hodnot 1 po wustdleni, vrozmezi + 0,2°C, je =zpohledu
reprodukovatelnosti dat zcela postacujici a na ziskané vysledky nema Zadny vliv.

Za ucelem testovani oddéleni a izolace mutantnich fragmentt byly z analytického DCE
systému (ABI PRISM) pievzaty podminky analyzy (chemikalie, parametry davkovani, teploty
atd.) a na mikropreparativnim systému byly dale optimalizovany. Mezi hlavni Gpravy patiilo
zejména pouziti jiného separacniho polymeru, nebot polymer POP-4 (mikropreparativni
systém) se oproti polymeru POP-7 (analyticky syst¢tm ABI PRISM) vyznacuje mensi
viskozitou. Niz§i vazkost tak umoZnila ruéni plnéni polymeru do separacni kapilary
experimentalniho systému, zatimco do kapilarniho pfistroje ABI PRISM je polymer plnén pod
vysokym tlakem a vyS$$i viskozita tak nepfedstavuje problém. Ziedéni polymeru POP-7
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reakénim pufrem sice umoznilo jeho snadné ru¢ni plnéni do kapilary, nicméné tim doslo
ke zhorSenému rozdéleni mutantnich DNA fragmentii. Z tohoto diivodu byl nakonec pro dalsi
pokusy pouzit alternativni polymer POP-4 (pfesné slozeni vyrobce nezvetejiuje).

S outo zménou souvisela i nutnost provedeni nové optimalizace separacni teploty,
k ¢emuz byly vybrany vzorky obsahujici hlavni mutace onkogenu KRAS — G12V a G12D,
které se v populaci vyskytuji nejcastéji (Capella et al., 1991; databaze COSMIC -
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue). Na zaklad¢ zmény separacniho polymeru byl
zaznamenan posun optimalni teploty o0—-1°C (50 °C na ABI PRISM a 49°C
na mikropreparativnim DCE systému). Ve shod¢ s vysledky ziskanymi na analytickém
pristroji bylo i zde potvrzeno, ze v ptipad¢ onkogenu KRAS je tato teplota vhodna pro rozliSeni
vSech vyznamnych mutantnich variant vyskytujicich se v exonu 2, konkrétné¢ v kodonu 12
a 13. Obdobné byly pro separaci mikropreparativnim DCE systémem nasledné optimalizovany
1 postupy detekce dalsich vyznamnych molekularnich markerd BRAF a EGFR.

V pribchu izolace frakei dochazelo k vyraznému nafedéni odebiranych fragmentd,
jejichz vyslednd koncentrace se tak pohybovala zhruba o dva az tii fady pod trovni detekce
analytickych systémtl. Z téchto zavérti lze vyvodit nutnost dalsi amplifikace pouzivaného
genetického materidlu. S potiebou ,re-amplifikace mutantnich fragmentti po izolaci
na experimentalnim systému vSak souviselo zvysSené riziko kontaminace. I ptesto, Ze ptred
kazdou analyzou bylo provedeno plnéni kapilary separacnim polymerem, ojedinéle se mohly
fragmenty putujici kapilarou (v pfedchozi analyze) zadrZet v tenké vrstvé polymeru, ktera
zlstavala u stény kapilary. Pfi néasledné vyméné polymeru piesto mohly DNA fragmenty
v této vrstvé zlstat a uvolnit se aZz béhem dalsi analyzy, ¢imz dochédzelo ke kontaminaci
izolovanych frakci. Vzhledem k PCR re-amplifikaci tak mohou 1 jednotlivé molekuly
kontaminujicich DNA fragmentt zpusobit falesné vysledky. Pfitomnost mozné kontaminace
byla experimentalné prokazana a to v ptipad¢ izolace frakci béhem analyzy, pfi které nebyl
davkovan zadny vzorek. Tato analyza tak predstavovala zasadni krok, ktery umozZnil pouzivani
experimentalniho systému. Kontaminaci lze ze separacni kapilary eliminovat nckolika
riznymi zplsoby, kterymi jsou napt. prodlouzeni aplikace vysokého napéti pred samotnym
davkovanim vzorku, analyza bez nadavkovaného vzorku, proplach kapilary ultra ¢istou vodou
¢ pouziti separani kapilary pouze jednou. Nejefektivnéji lze kontaminaci odstranit
elektrickym proudem, ktery vyvold pohyb zbytkl fragmentd z kapilary ven. Experimentalni
systém je vSak schopen udrzet elektricky proud pouze po dobu 110 minut a vzhledem k ¢asu

pottebnému pro kolekci nebylo mozZné tuto fazi analyzy prodlouzit. Proto bylo jako Gc¢inné

63



feSeni zvoleno intenzivni proplachovani kapilary ultra Cistou vodou, jako dalsi preventivni
krok byl upraven protokol PCR amplifikace II a to snizenim poctu PCR cyklt z 34 na 21.

Za ucelem zhodnoceni ucinnosti experimentalniho systému a stanoveni citlivosti
zachytu mutovanych forem DNA byla nejprve provedena absolutni kvantifikace s pouzitim
zakoupenych DNA standardii odvozenych od bunéénych linii. Postupné byly analyzovany
vzorky s uméle pfipravenym zastoupenim mutantni formy na urovni 10 %, 1% a 0,1 %.
Pfitomnost mutantni formy DNA byla ve vSech pfipadech jednoznacné prokazana
atoiuvzorku, kde troven 0,1 % ptedstavuje zachyt 1 mutované alely v 1000 kopiich alel
nemutovanych. V souladu se stanovenou pracovni hypotézou byl tak limit detekce
analytického systému, po obohaceni mutantni frakce za pouziti mikropreparativniho DCE
systému, zvySen o jeden fad (tedy z 1 % na 0,1 %).

Po stanoveni analytické citlivosti experimentalniho systému byly zjisténé vysledky
ovéteny pouzitim redlnych vzorkti genomické DNA vykazujicich pfitomnost nejcastéjsich
mutantnich forem onkogenu KRAS. PouZzité¢ vzorky byly ve vSech piipadech izolovany
z naddorovych tkani pacientd s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim tlustého stfeva
a koneCniku, kde soucasné provedend histopatologickd vySetieni potvrdila pfitomnost
nadorovych bun¢k na trovni blizké 100%. Vzhledem k heterozygotni povaze téchto mutaci
se dalo ocekavat pfiblizné 50% zastoupeni mutovanych alel ve vzorku (v kazdé burice
je mutovana vzdy jedna alela). Pfidanim Wild Type (WT) DNA byla i z téchto vzorki
vytvofena fada s riznym zastoupenim mutovanych alel. Touto kvantifikaci byla citlivost
stanovena na urovni 0,25% zastoupeni mutovanych fragmenti DNA (napf. za ucelem
stanoveni pfitomnosti volné nddorové DNA v krvi pacienta béhem 1é¢by). Posledni krok
experimentalniho vyvoje metody pfedstavovala klinickd ¢ast vyzkumu zahrnujici validaci
mikropreparativniho systému na vzorcich krevni plazmy pacienti. Jak jiz bylo zminéno,
hlavni aplikacni oblasti systému je zachyt cirkulujici nddorové DNA na zdklad€ detekce
specifickych somatickych mutaci v krevnim vzorku pacienta.

Pro prvni ¢ast valida¢ni studie byly vyuZity vzorky z pfedchoziho klinického projektu
(https://vavai.tacr.cz/isvav/project/33161/) zaméteného na detekci pfitomné ctDNA v krevni
plazmé pacientll s metastatickym kolorektalnim karcinomem (stadium IV), u kterych byla pii
vySetieni vzorku nadorové tkan€ zjiSténa pfitomnost jedné z osmi nejcastéjSich mutaci
onkogenu KRAS. V tomto projektu byla metodou standardni DCE potvrzena piitomnost
mutace v krevni plazm€ u 70 z celkového poctu 91 pacientd. Zbyvajicich 21 vzorki
vyhodnocenych jako ctDNA-negativni bylo pouzito pro validaci experimentalniho systému.

Z celkového poctu 21 vzorkil byla na zéklad€ pfitomné KRAS mutace prokazana piitomnost
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ctDNA u 12 z nich (57 %, 12/21). V navaznosti na ptedchozi klinicky projekt lze tedy
konstatovat zvyseni zachytu ctDNA z pivodnich 77 % (70/91) na 90 % (82/91) pacientl. Zde
prezentované vysledky jsou srovnatelné s tadou specializovanych metod vyuZzivanych
k detekci ctDNA, jedna se napt. o metody zalozené na bazi real-time PCR nebo digitalni PCR.
Zde uvedené vysledky zéaroven potvrzuji pracovni hypotézu ptredpokladajici zvySeni zachytu
pacientt ve IV stddiu onemocnéni. Na této Grovni citlivosti l1ze hovofit i 0 moznosti zachytu
onemocnéni v ¢asnéjSich stadiich, kdy miize byt nador jesté operovatelny, coz dava pacientovi
vyrazn€j$i nad€ji na delsi preziti.

Ve druhé ¢asti valida¢ni studie byla provedena kontrola funkénosti metody pro detekci
mutacnich forem onkogenti BRAF a EGFR. Na vzorcich tkanové biopsie (onkogen BRAF)
a cytologického natéru (onkogen EGFR) byla provedena optimalizace separacnich teplot
a nasledn¢ probéhla analyza vzorka krevni plazmy pacientii. U pacientd s dfive potvrzenou
mutaci onkogenu BRAF nebyla pravdépodobné ctDNA v krvi pfitomna a oba vzorky byly
vyhodnoceny jako negativni, oproti tomu v krevnich vzorcich pacienti s dfive potvrzenou
mutaci markeru E19 (onkogen EGFR) byla pfitomnost ctDNA potvrzena u dvou pacientil
z péti. U obou pacientli s o¢ekavanou mutaci E21 (onkogen EGFR) opét nebyla pritomnost
ctDNA prokazana. I pfes to, ze nebyly detekovany odpovidajici markery u vSech vzork
pacientil, kde byla jejich ptitomnost ocekavana, byla funkénost zkoumané metody potvrzena
nejen pii detekci riznych naddorovych markerti (KRAS, EGFR, BRAF) ¢i rliznych typt mutaci
jednoho markeru, ale také ke sledovani 1é€by pacientll s riznymi nddorovymi onemocnénimi
(néddorové onemocnéni tlustého stfeva a kone¢niku, nadorové onemocnéni plic).

Kromé vySe uvedeného lze pfinos vyvinuté metody zhodnotit z pohledu finanéni
dostupnosti, kdy analyza zaloZzen4 na obohaceni mutantnich frakci je nakladové srovnatelna
s béZnymi mutacnimi vySetfenimi nadorovych tkéani, zatimco metody digitalni PCR ¢i NGS

jsou fadove drazsi.

Prakticky vyznam prace spociva predevSsim v oblasti sledovani 1é¢by pacient
s nadorovym onemocnénim tlustého stfeva a konecniku, coz umoZnuje zvoleni vhodnych
lécebnych postupt zejména v piipadech, kdy pacienti, napt. z divodu lékové rezistence,
na zvolenou lécbu neodpovidaji. Pfinosem zkoumaného metodického pfiistupu je vyuziti
takového biologického vzorku, jehoz odbér je pro pacienta zakrokem mnohem méné

invazivnim. Vyvinutd metoda tak umoziiuje castéjSi kontroly sledovanych pacienta
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v porovnani se soucasnymi postupy (tydenni ¢i mésicni odbéry krve v porovnani s kontrolami
zobrazovacimi technikami provadénymi jednou za 6 az 12 mésicii).

V této praci byla popsana metoda zvySujici citlivost analytického systému a je tedy
ziejmé, ze uvedeny postup obohaceni mutantnich DNA fragmenti muze byt pouzit
i ve spojitosti s dal§imi metodami, napi. NGS ¢i real-time PCR. Mikropreparativni DCE
systém by v kombinaci s t€émito metodami umoznil analyzu jesté citlivéjsi, v tomto piipadé
vSak na ukor financni nendrocnosti. I pies toto omezeni se s velkou pravdépodobnosti stane
pfedmétem dal§iho vyzkumu navazujiciho na tuto praci. Obdobné tak citlivost fluorescen¢niho

detektoru ¢i automatizace celého systému za ucelem sjednoceni pouzivané separacni matrice

¢1 separacni teploty, by se mély stat predmétem dalSiho vyzkumu.
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7. Souhrn

Tato prace se zabyvala experimentidlnim vyvojem a validaci metody umoziujici
obohaceni mutantnich frakci za ucelem zvySeni zachytu ctDNA z krevni plazmy.
Experimentalni systém byl pro Gcely této prace sestrojen ve spolupraci s Ustavem analytické
chemie AV CR v Brné. Po sestaveni a dovezeni do laboratofe byl piistroj zprovoznén,
optimalizovan a validovan na vzorcich s jiz dfive potvrzenou mutaci onkogenu KRAS.
V zéavéru celé prace byl mikropreparativni systém optimalizovan na dalSich vySetfovanych
markerech BRAF a EGFR.

Po provedené mikropreparaci mutované frakce bylo zpozorovano obohaceni mutantu,
oproti stavajici citlivosti detek¢nich metod tak byla citlivost analytického systému, za pouziti
mikropreparativniho DCE systému, zvySena z 1 % na 0,1 %, tedy o 1 fad. ZvySeni analytické
citlivosti experimentalniho systému prokdzané analyzou standardni DNA bylo nésledné
potvrzeno na realnych vzorcich genomové DNA.

Klinicka c¢ast vyzkumu zahrnovala validaci mikropreparativniho DCE systému
na 21 vzorcich krevni plazmy pacientil, z celkového poctu 21 pacientii byla volnd nadorova
DNA detekovana u 12. Lze tedy konstatovat, ze se zvySenim citlivosti detekénich metod byl
také zpozorovan zvySeny zachyt pacientll v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni.

Na zavér celé prace byla provedena kontrola funkénosti metody na vzorcich
obsahujicich mutacni formy onkogenli BRAF a EGFR. Po optimalizaci systému byla opét
provedena validace systému na vzorcich krevni plazmy pacientt.

Vysledky této prace dokazuji moznost vyuziti mikropreparativniho systému
k obohaceni mutovanych fragmentii DNA, coZ otevird moZnost uplatnéni v oblasti sledovani
1é¢by pacientli nejen s nadorovym onemocnénim tlustého stieva a konecniku, ktery je pfi
vCasné diagndze dobie léCitelny, ale také napt. pacientli s nadorovym onemocnénim plic.
Pro dal$i zvySeni citlivosti by vSak bylo vhodné misto analytického syst¢ému ABI PRISM

zvolit digitalni metody.
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