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Abstrakt

Karcinom §titné Zlazy je nejcastéj$i malignitou v endokrinologii. Ackoliv se
usilovné hleda genetické pozadi tohoto onemocnéni, ne u vSech karcinomu se nalezne
geneticka pri¢ina. Mezi hlavni mutované geny piedevSim u papiladrniho karcinomu
Stitné zlazy (PTC) patii BRAF gen a RAS geny. V malém procentu karcinomu se
nalézaji mutace v TERT, EIFIAX, CHEK2 a PPMID genech, které mohou také
ovlivitovat agresivitu karcinomu a dalsi prognézu pacienta.

Cilem bakalafské prace bylo shrnuti soucasnych poznatkit o minoritnich
pfi¢innych genech u karcinomu $§titné zlazy ve svétové literatuie a molekularné-
geneticka analyza genu EIFIAX (1., 2., 5. a 6. exonu) u vzorkli zamrazenych tkani
karcinomii §titné zlazy pomoci modernich metod NGS (sekvenovani nové generace a
ovéfeni nalezenych variant) s néslednym statistickym a bioinformatickym
zpracovanim dat.

Bakalatska prace byla podporovéana grantem AZV 16-32665A.
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Abstract

Thyroid cancer is the most common malignancy of the endocrine systém.
Although there is searching for the genetic background of this disease, no genetic
causes in all carcinomas are found. Among main mutated genes mainly in papillary
thyroid carcinoma (PTC) belong BRAF and RAS genes. In small percent of carcinomas
are found mutations in 7ERT, EIFIAX, CHEK?2 and PPMID genes that could also
influence aggressiveness of carcinoma and further prognosis of patient.

The goal of this work was summary of actual knowledge about minor causal
genes in thyroid carcinoma in the world literature and molecular-genetic analysis of
gene EIFIAX (exons 1, 2, 5 and 6) in samples of snap-frozen tissues of thyroid
carcinomas using modern method of NGS (next-generation sequencing and evaluation
of found variants) with following statistical and bioinformatic processed data).
This work was support by grant AZV 16-32665A.
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Uvod

Pro bakalafskou praci jsem si toto téma zvolila, protoze mé obor
endokrinologie velice zajima.

Karcinomy S§titné zlazy jsou velice aktudlnim tématem v klinické praxi, a to
nejen v Ceské republice, ale i po celém svété. Patfi k nejéastéj$im endokrinnim
malignitdm a jejich vyskyt stdle roste v celosvétovém méfitku. Vyzkum pfi¢innych
genll a jejich mutaci, které mohou ovlivnit agresivitu karcinomu, napomaha
personalizovat 1é€bu konkrétnich pacientli [Vu-Phan, D., 2014].

Teoretickd Cast této prace je zamétfena na obecné informace o Stitné zlaze a
druzich karcinomu §titné zlazy. Dale na genetickou podstatu karcinomil, nové geny a
na gen EIFIAX, ktery je pfedmétem experimentdlni Casti této bakalaiské prace.
Zahrnuje jeho strukturu, funkci a nejcastéji se vyskytujici mutace, s ohledem na
vyzkum po celém svéte.

Experimentalni ¢ast obsahuje vysledky analyz vzorkli tkani ze souboru
pacientli, v jejichz DNA byly hledédny pfipadné mutace v jiz zminovaném genu
EIFiIAX. Cilem tohoto vyzkumu bylo potvrdit a porovnat ziskané informace
s celosvétovymi daty.

Prace v klinické laboratofi mi dala mnoho zkuSenosti. Naucila jsem se
systematicky pracovat s velkym mnozstvim vzorki a s klinickymi vzorky, jejichz
nachylnost ke kontaminaci je vysoka. VyzkousSela jsem si mnoho metodik, které mohu
uplatnit v nasledujicim studiu a ptipadné pfi praci v laboratofi. Pfi vykonavani prace
jsem se zaroven naucila pouZivat nové, velice modernich pfistroje a programy na
bioinformatické vyhodnoceni dat.



1 Teoreticka Cast
1.1 Stitna Zlaza

Stitna Zlaza se sklada ze dvou lalokt (pravého a levého) spojenych piiénym
mustkem tzv. isthmus glandulae thyroideae a tvofti tak pismeno H. Je uloZena po
bocich hrtanu a horni ¢asti priduSnice. Na zadnich strandch lalokd se nachézeji
pristitna téliska. Stitna Zlaza je dlouh4 az 8 cm a $irok4 az 4 cm. Hmotnost glandula
thyroidea se pohybuje kolem 30—40 g. Rozméry §titné zlazy se vsak lisi dle pohlavi a
véku. Stitna Z1aza je obalena vazivovym pouzdrem, které se nazyva Capsula fibrosa a
je déleno na dva listy (capsula propria a capsula externa). Povrch §titné Zlazy je
hladky a mé cervenofialovou barvu, kterd je ovlivnéna mnozstvim krve v cévach.
Fixovani stitné zlazy je zajisténo vazivem k hrtanu a pradusnici, dale pak spojenim
pouzdra s okolnim vazivem [Cihdk, R., 2002].

Z capsula propria odstupuji vazivova septa a tvoii tak stroma Stitné Zlazy.
Zlaza je tvofena lobuli, které se déli na vacky folliculi. Folikuly jsou nepravidelné
kulovité uzaviené vacky, jejichz sténu tvoii vrstva epithelovych bunék [Cihak, R.,
2002]. Velikost folikult se pohybuje od 20 do 200 um. Vyska téchto bunék se méni
dle funkéniho stavu. Pokud je zldza hypofunkéni, buiiky jsou nizké a ploché, pfi
normalni funkénosti jsou buiiky kubické. Naopak pii hyperfunkei jsou bunky
cylindrické [Jiskra, J., 2011].
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Obrazek 1 — Anatomie Stitné zlazy — zobrazeni usporadani stitné zlazy
[prevzato a upraveno www.falco-petrovickyvitr.webnode.cz]


https://falco-petrovickyvitr.webnode.cz/zdravi/stitna-zlaza/

Dutina neboli nitro folikul, je vyplnéno homogenni viskozni tekutinou zvanou
koloid, ktera je produktem folikuldrnich bun€k a obsahuje thyroglobulin a
trijodthyronin [Jiskra, J., 2011].

Stitna zlaza produkuje velké mnozstvi hormont, které jsou syntetizovany ve
folikulech. Syntéza zacind produkci prekurzoru - glykoproteinu thyroglobulinu s
naslednou jodaci jeho tyrosinovych zbytkl. Z ného se proteolyzou ziskavaji majoritni
hormony trijodthyronin a thyroxin (viz. Obrazek 2) [Jiskra, J., 2011].
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Obrazek 2 — syntéza hormomii Stitné ZzZlazy. Thyroglobulin je syntetizovan v drsném
endoplazmatickém retikulu. Dale pokracuje sekrecni cestou a exocytozou vstupuje do koloidu
v lumenu Stitné zlazy. V pribéhu je aktivné pumpovan jodid do buriky Na/l pumpou. Tento jodid
vstupuje do folikularni lumen z cytoplazmy transportnim pendrinem. V koloidu je jodid
oxidovan na jod pomoci thyroidni peroxidazou. Jelikoz je jod velice reaktivni, joduje
thyroglobulin na tyrosylovych zbytcich proteinového retézce. Spojenim sousednich zbytkii
vznikne komplex, ktery znovu vstupuje do folikularni burnky endocytézou. Proteolyza uvoliuje
riiznymi protedazami tyroxinové a trijodtyroninové molekuly, jez vstupuji do krve. [prevzato a
www.wikiskripta.eu].


http://www.wikiskripta.eu/

Trijodthyronin neboli T3 obsahujici ti1 atomy jodu, je aktivovanou formou
prohormonu thyroxinu — T4, ktery obsahuje atomy jodu Ctyfi. Jsou to tedy jodované
derivaty aminokyseliny tyrosinu [www.fblt.cz]. Trijodthyronin se stava ucinnym
hormonem diky odstépeni jednoho atomu jodu z hormonu thyroxin pomoci enzymu
dejodasy [Jiskra, J., 2011].

T3 1 T4 jsou lipofilni hormony. Jsou navazany na plazmatickych proteinech, a
tak jsou transportovany krvi. V takto navazané form¢ nejsou hormony fyziologicky
ucinné [www.fblt.cz].
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Obrazek 3 — strukturni vzorec trijodthyroninu Obrazek 4 — strukturni vzorec thyroxinu
[prevzato www.cs.wikipedia.org] [prevzato www.cs.wikipedia.org]

Tvorba 1 distribuce hormont uvolnovanych ze §titné Zlazy je fizena
thyreostimula¢nim hormonem hypofyzy thyreotropinem, TSH. Syntéza a uvoliiovani
TSH z adenohypofyzy je aktivovano z hypothalamu uvolnénim thyreotropin
uvolnujictho hormonu, TRH (z ang. thyreotropin releasing hormone). Jejich
vylucovani je fizeno na principu negativni zpétné vazby (viz. obrazek 5), tzn., ze
hormony §titné zlazy zpétnovazebné ovliviiuji sekreci TSH 1 TRH [www.fblt.cz]. Po
vazbé cirkulujictho TSH na TSH receptor, coz je receptor ze skupiny G protein
aktivujicich  receptort, stoupaji intracelularni hladiny cyklického 37,5'-
adenosinmonofosfatu, cAMP. cAMP aktivuje vSechny funkéni aspekty $titné Zlazy,
vcetné pumpovani jodu; syntézy thyroglobulinu, jodace, endocytézy a proteolyzy;
aktivita peroxidazy a uvoliovani hormont. [Brent GA., 2012].


http://www.fblt.cz/
http://www.fblt.cz/
http://fblt.cz/skripta/xi-regulacni-mechanismy-1-endokrinni-regulace/2-obecne-principy-endokrinni-regulace/
převzato%20www.cs.wikipedia.org
https://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:L-Thyroxin.svg
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Obrazek 5 — negativni zpétnd vazba endokrinniho systému. TRH uvolnéné v hypothalamu stimuluje
hypofyzu, odkud se uvoliiuje TSH. TSH poté piisobi na Stitnou zldzu, ktera nasledné vylucuje hormony T3 a T4 do
krevniho recisté. Krvi se poté hormony, navizané na plazmatickych proteinech dostavaji do cilové tkané, kde se
stavaji volnymi hormony a jsou fyziologicky ucinné. [ prevzato a upraveno www.akutne.cz].

Rizeni funkce §titné zlazy je ale komplexnéjsi a je ovliviiovano i dalSim
pusobenim. Jako ptiklad 1ze uvést hormon somatostatin (hormon inhibujici riistovy
hormon). Tvoii se v hypotalamu a v D-bunkach endokrinni ¢asti pankreatu.
Somatostatin je hormon tlumici sekreci ristového hormonu a sekreci thyrotropinu
v adenohypofyze [Guillemin, R., 2008]

Utinky hormont §titné Zlazy jsou velmi komplexni a idi fadu fyziologickych
procesti v lidském téle, vyrazné ovliviuji riist a vyvoj organismu. Uginny je zejména
trijodtyronin, ktery se vaze na jaderné receptory tzv. TR receptory (Thyroid Hormone
Receptors), a ovlivituje tak syntézu fady mRNA, ¢imz zprostiedkovava rizné

A

metabolické ucinky v bunice.

Hormony §titné Zlazy tim pfispivaji ke zvyseni bazilniho metabolismu. Cést
ucinku hormoni §titné zlazy je ddna metabolismem mastnych kyselin, které jimi byly
mobilizovany. Hormony $titné Zlazy dale zvySuji aktivitu membranové Na® /K" -
ATPazy v mnohych tkanich [Cihdk, R., 2002].

Kromé folikuldrnich bunék stitné zlazy se ve sténach folikulli nachazeji
rozptylené parafolikularni bunky (C-buiiky). C-buniky formou sekre¢nich granul
produkuji polypeptidovy hormon kalcitonin, ktery ovliviluje metabolismus vapniku a
fosforu [Cihak, R., 2002]. Kalcitonin vyvolava snizeni obsahu véapniku v krvi a
podporuje jeho uklddani do kosti. Piisobi jako antagonista parathormonu (PTH)
produkovanému buiikami hlavnimi pfistitnych télisek [Dylevsky, 1., 2009].



1.2 Karcinomy stitné Zlazy

Karcinomy stitné zlazy se vyviji ze dvou rtiznych typt bunék S$titné zlazy, jak
bylo zminéno v odstavci 1.1. Nadory vzniklé z folikuldrnich bunék tvoii vice nez 90
% pripadi. Tyto karcinomy se dale déli na 4 hlavni typy, které se od sebe lisi
histologickou vystavbou a bunécnou morfologii. Buiiky parafolikularni pfedstavuji 3-
5 % vSech karcinoml a zastupuji jeden ze vzacnych typl karcinomi §titné zlazy.
[Cote, G.J., 2015]

Diferencované karcinomy vzniklé z folikularnich bun¢k se hromadné nazyvaji
dobfe diferencované karcinomy stitné zlazy (WDTC, well-differentiated thyroid
carcinomas). Do této skupiny se fadi dva podtypy: papilarni karcinom §titné zlazy
(PTC) a folikularni karcinom §titné zlazy (FTC). PTC je nejcastéjSim histologickym
typem karcinomu. Vyskyt tohoto typu je az u 90 % pacientd mezi 40-60 lety.
Rizikovéjsi skupinou jsou zeny, u nichz je nalez PTC obvyklejsi nez u muza. Tento
typ rakoviny muze dediferencovat do anaplastického karcinomu (ATC), ktery patii
k nejagresivnéjSim formam karcinomu §titné Zlazy [Cancer Genome Atlas Program
Office, 2014].

Kromé genetickych faktori je rakovina S§titné zldzy ovlivnéna mnozstvim
spotfebovaného jodu, ktery ma na funkci §titné zlazy velky vliv. Déle také ionizujici
zafeni, kterému byl ¢lovek v détstvi vystaven [Ron, E., 1995].

Papilarni karcinom mé& mnoho variant, vétSinou jsou spojeny s mutacemi
ovlivitujicimi MAPK signaliza¢ni dradhu (viz. kapitola 1.4), napt. zmény v genech
BRAF, RET nebo RAS [Zaballos, A., 2017]. PTC casto metastazuje do lymfatickych
uzlin, vzdalené metastazy se objevuji nejcastéji v plicich. Prognéza je vSak velice
dobra a u vétSiny pacientll dochézi k vyléceni rakoviny. Zalezi v§ak na véku i pohlavi
daného pacienta [Bendlova, B., 2016].

Folikularni karcinom je druhy nejcastéji se vyskytujici typ karcinomu, ktery se
objevuje az v 10 % vsech ptipadi nadoru stitné zlazy [Yoo, S.K., 2016]. Tento typ
karcinomu je oproti PTC agresivnéjsi. Hlavni mutace FTC jsou mutace v genu RAS
[Zaballos, A., 2017].



DalSimi dvéma typy karcinoml vzniklych z folikularnich bunék jsou
karcinomy nizce diferencované (PDTC, poorly differentiated thyroid carcinoma) a
karcinomy anaplastické (ATC, anaplastic thyroid carcinoma). Oba tyto typy se fadi
mezi nejagresivnéjsi formy rakoviny §titné Zlazy. ATC se vyskytuje az u 2 % pacientil
s rakovinou §titné Z14zy [Molinaro, E., 2017]. U ATC mZeme pozorovat rychly nariist
nadorového uzlu. Casto také metastazuje do okolnich tkani i do vzdalengjsich organd.
U pacientll s ATC dochazi ke smrti do pll roku od diagnézy. Vhodné 1écba pro tyto
pacienty zatim neni dostupnd [Vu-Phan, D., 2014].

PTC

* BRAF (40-50%) ATC

* RAS (15%)

* RET/PTC (20-40%) * TP53 (60%)

* PAX8/PPARy (rare) * TERT (33%)
* BRAF (56%)

Thyroid
follicular
cell

PDTC
FTC » TERT (42%)
* RAS (25-40%) * BRAF (32%)

* RAS (19%)

* PAX8/PPARy (10-66%)
* PI3K/AKT (rare)

Obrazek 6 — Schéma molekularné genetickych zmén u karcinomui stitné zldazy. Na schématu jsou zobrazeny hlavni
karcinomy Stitné zlazy vzniklé z folikularnich bunék, PTC a FTC. V kazdé tabulce jsou uvedeny hlavni geny
zpuisobujici tyto karcinomy s procentualnim vyskytem jejich mutaci. Schéma pokracuje do dalsich typu karcinomui,
tj. karcinomy vznikajici z PTC nebo FTC. Témito dalsimi karcinomy je ATC a PDTC. [prevzato a upraveno Raue,
F., 2016]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molinaro%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28707679

MTC neboli medularni karcinom stitné zlazy vznika z parafolikularnich C-
bunék. Tato forma karcinomu je agresivnéjsi v porovnani s PTC a FTC [Azar, F.K.,
2015].

Familiarni formy karcinomu S$titné zlazy vznikajici z parafolikuldrnich bunék
se nazyvaji familiarni meduldrni karcinomy, karcinomy vznikajici z folikularnich
bunék pak nazyvame familiarni nemeduldrni karcinomy [Zarebczan, B., 2010].

Nadory stitné zlazy jsou nejcastéji diagnostikovany pomoci sonografie uzlu a
nasledné aspiracni biopsie tenkou jehlou (FNAB — fine-needle aspiration biopsy).
Jedna se o cytologickou diagnézu bun€k odebranych ze §titné Zlazy. Pro medularni
karcinomy a syndromy mnohocetna endokrinni neoplazie 2, u kterych je MTC jejich
soucasti, je typické zvySeni krevnich hladin kalcitoninu produkovaného nadorem
[Zarebczan, B., 2010].

Sporadic MTC

» Somatic RET (50%)
* RAS (10-40%)

Ccell

Familial MTC
* Germline RET (100%)

Obrazek 7 — Toto schéma zobrazuje karcinomy vzniklé z parafolikularnich (C-) bunék.
Témito karcinomy jsou sporadicky MTC a familiarni MTC. [prevzato a upraveno Raue,
F., 2016]

Lécba téchto typl karcinomi je rtiznoroda. Nejvice doporucovana je vSak
totalni tyreoidektomie, odstranéni celé §titné zlazy. Poté se dle ndlezu rozhodne, zda
je potteba zahajit 1é¢bu radiojodem 3! ke znigeni viech moznych residui bunék $titné
zlazy a zejména metastdz nadoru do dalSich organi. Radioaktivni jod se vychytava
zejména v bunikach, které maji nejvétsi metabolickou aktivitu — coZ jsou buiiky téchto
karcinomt S§titné zldzy. Ozafenim pak dochézi k eliminaci téchto bun¢k. K ovétent,
zda byla lécba efektivni a v téle pacienta jiz neni karcinom, se vyuziva méfeni
sérovych hladin thyroglobulinu a celotélova scintigrafie. Lécba radiojédem je ucinna
vSak pouze pro PTC a FTC. Pro dal$i typy karcinoml nema smysl, jelikoZ napf.
medularni karcinomy, kter¢ jsou tvoieny C-bunikami, nevyuzivaji jod [Zarebczan, B.,
2010].



Mimo mutaci ve vySe uvedenych genech, jsou castou pii¢inou PTC/FTC
genova preskupeni (Obrazek 6). Napiiklad u papilarniho karcinomu stitné zlazy je RET
proto-onkogen aktivovan pomoci translokace s jinym bézné¢ exprimovanym genem.
Tyto dva geny se spoji a hovoiime o tzv. RET/PTC pieskupeni. Jelikoz druhy gen
pfinesl aktivni promotor a dimerizacni funkci, dochazi k expresi aktivaéni domény
RET genu, ktery za normalnich okolnosti ve folikularnich bunkach Sstitné zlazy
prepisovan neni. Vysledkem je aktivace MAPK signalni drahy, jelikoz zustala
neporusena tyrosinkinasova doména RET genu. Pro 1éCbu je vyvijeno velké mnoZzstvi
inhibitort tyrosinkinas se zaméfenim na RET kinasu, nékteré z nich se jiz dostaly do
onkologické praxe (Sunitinib) [Zarebczan, B., 2010].



1.3 Genetické faktory — BRAF, RAS, RET, TERT

Rakovina $titné zlazy muze byt zplsobena aktivaci proto-onkogenli nebo
deaktivaci tumor—supresorovych genti, které svou cinnosti zabranuji vzniku
karcinomu [Bendlova, B., 2011].

Tabulka ¢. 1 Prehled hlavnich pricinnych genui jednotlivych typi karcinomi stitné zlazy [Abdullah, M 1., 2019]

KARCINOM MAJORITNi GENY MINORITNi GENY

Papilarni BRAF, RET/PTC, RAS EIFAX, CHEK2, PPM1D, TERT
Folikularni RAS EIFAX, CHEK2, PPM1D, TERT
Anaplasticky BRAF, RAS

Medularni RET, RAS

BRAF protein je serin-threoninova kinasa. Tento protein je aktivovan pomoci
RAS proteinu. Mutace, které se nachazi pravé na BRAF proteinu
vedou k nekontrolovatelné aktivité tyrosinkinasy. Nejobvyklejs$i mutact je tzv. V60OE,
kterd se vyskytuje az v 95 % pfipadli. Mutace je zplsobena zdménou glutamatu
(glutamova kyselina) za valin na pozici 600 peptidového fetézce. Tato mutace byla
detekovana v PTC, PDTC a ATC. PTC s BRAFY%%E jsou spojeny s dediferenciaci a
s vyss$i aktivaci extracelularni signal-regulujici kinasy (ERK) nez nadory zplisobené
mutacemi v RAS genu [www.ncbi.nlm.nih.gov]. Mutace v genu BRAF v PTC maji
klinicky vyznamnou vlastnost, a to snizenou citlivost na radioaktivni jod. Tato
vlastnost ma za nasledek omezenou moznost 1é¢by. Vyskyt BRAF mutaci je zarovei
spjat s vysi agresivitou onemocnéni [ Vu-Phan, D., 2014].

Ti1i RAS onkogeny H-RAS, N-RAS a K-RAS koduji malé GTPasy. Kazdy
z téchto genl je lokalizovan na jiném misté. Gen H-RAS se nachdzi na kratkém
raménku 11. chromosomu na pozici 15.5 a skldda se ze 7 exonl
[www.ncbi.nlm.nih.gov]. N-RAS se nachézi na prvnim chromosomu v pozici 13.2 a je
téz sloZen ze 7 exonii [www.ncbi.nlm.nih.gov]. Posledni gen, K-RAS, je lokalizovan
na kratkém raménku 12. chromosomu v pozici 12.1, je tvofen 6 exony
[www.ncbi.nlm.nih.gov]. VSechny tyto geny se podili na regulaci dilezitych procest,
jako je napf. rast nebo diferenciace bun¢k. RAS a jejich nasledné efektory jsou
zahrnuty v jiz zminéné MAPK signaliza¢ni draze (viz. kapitola 1.4). Protein RAS
existuje ve dvou forméch, v aktivni a neaktivni. Aktivni forma RAS proteinu je vazana
na GTP, neaktivni forma je naopak navazana na GDP. Aktivace je indukovéana
vnéj§imi podnéty plisobicimi na tyrosinkinasovy receptor. Mutace RAS genu patii
k nejcastéjsim mutacim [Vu-Phan, D., 2014].
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Gen TERT je jeden z dalSich vyznamnéjSich pii¢innych gent karcinomu §titné
zlazy Nachazi se na pozici 5p15.33 a je tvofen 16 exony. TERT kdduje reverzni
transkriptazu komplexu telomeras, ktery se podili na zachovavani délky telomeras,
jaka je potieba pro nepfetrzitou bunécnou replikaci a nesmrtelnost bunck. Aktivita
tohoto genu byla nalezena v riznych typech rakoviny. Mutace v TERT genu
maji pomérné nizky vyskyt v PTC. Naopak metastazujici PTC a PDTC se objevuje az
u 30-40 %, u ATC to je dokonce 70 % [Pestana, A., 2017].
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RET proto-onkogen (RET) se tadi mezi proto-onkogeny, které pfispivaji
k vyvoji malignit tim, Ze reguluji replikaci DNA a pienosy signala [Alberts, B., 2002].
RET je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 10 v pozici 11.21, cili
10q11.21. Je tvofen 20 exony. Hlavni funkci RET je kédovani transmembranového
tyrosinkinasového receptoru. Gen RET je nezbytné nutny pro spravny vyvoj mnoha
organt a tkani [www.ncbi.nlm.nih.gov].

Mutace v RET proto-onkogenu jsou pii¢inou meduldrniho karcinomu §titné
zlazy (MTC, FMTC). Naopak fuze tohoto genu s jinymi partnery (piesmyky) jsou
spojené zejména s papilarnim karcinomem. Dodnes bylo popséno vice jak 10 faznich
partnera tvoticich s RET proto-onkogenem 15 ruznych RET/ PTC pteskupeni. Napf.
RET/ PTC1 je nejcastéjsi formou, kde je fizovan 1. exon genu CCDC6 s 12. exonem
RET proto-onkogenu. Prognoza pro karcinomy RET/PTC je pomérmné dobra, pouze
v nékterych ptipadech jsou zaznamenany zvySené metastazy lymfatickych uzlin [Vu-
Phan, D., 2014].
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1.4 MAP kinasova signaliza¢ni draha

Témét 70 % rakoviny Stitné Zlazy je zplsobeno mutacemi, které aktivuji
MAPK (mitogen-activated protein kinase) signaliza¢ni drahu. MAPK signalizacni
draha je konzervovana signalné-transdukéni draha, kterd vyuziva série proteinkinas
k vysilani signali z bunééné membrany do jadra bun¢k. Kontroluje bunééné procesy
jako je proliferace, diferenciace a apoptoza.

Dréaha signalizace je spusténa ve chvili, kdy se navaze externi stimul (napf.
rustovy faktor) na receptory plazmatické membrany. V disledku vzniku nové vazby
se meéni konformace tyrosinkinasového receptoru, a tak je piislusnd informace
prenesena do jadra bunky [Zaballos, A., 2017].

Ptes 200 riznych efektord je pak aktivovano pomoci ERK v riznych
bunéénych kompartmentech, jako je cytoplazma, mitochondrie, Golgiho komplex,
endoplazmatické retikulum a castecné jadro, kde aktivuje skupinu transkripcnich
faktorit souvisejicich s proliferaci buiky. Aktivace MAPK signaliza¢ni drdhy je
kontrolovana, na mnoha riznych Urovnich, pozitivni a negativni zpétnou vazbou
regulace. Tato zpétna vazba ovliviluje trvani a rozsah signala. Primarni mutace, které
zptsobuji nadmérny rist karcinomt, jsou bodové mutace v genech BRAF a RAS a
RET/PTC pteskupeni [Morrison, D.K.,2012].

MAPK draha Riistovy
faktor
Tyrosin-
kinasovy
receptor

Cytoplasma

Jadro

Obrazek 8 - Schéma MAPkinasové signalizacni drahy. Na obrazku je
zndzorneén tyrosinkinasovy receptor reagujici na navazujici se ristovy
faktor. Dochazi k dimerizaci receptoru a autofosforylaci zbytkit (GRB2).
Timto navazanim pomoci adaptorového proteinu SOS dochdazi k preméné
GDP/GTP na RAS proteinu, a tim je protein aktivovan. RAS aktivuje
nekolik efektori, jako napriklad RAF proteiny. Dimerizaci a fosforylact
BRAF proteinii se postupné aktivuje MEK a ERK. Negativni zpétnd vazba,
ktera deaktivuje BRAF proteiny drahu zastavi. [prevzato a upraveno
Zaballos, A., 2017]
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1.5 Nové geny pro karcinomy Stitné Zlazy

Studie TCGA (The Cancer Genome Atlas), ktera zjistovala pticinu u velkého
souboru PTC, objevila nové slibné pticinné geny EIFI1AX, CHEK2 a PPMID [The
Cancer Genome Atlas Office, 2014]. Tato bakalatska prace se soustfedi na EIFIAX
gen.

Lidsky gen EIF1AX je lokalizovan na chromosomu Xp22.12. EIFIAX je gen
velky 17,331 kb a je kddovan 144 aminokyselinami. Tento gen obsahuje 7 exont. Jeho
chromosomu X, coz tvoii pravé zkratku EIFIAX. Tento protein tvoii spolu s 40S
ribosomalni podjednotkou a dal§imi translacnimi faktory 43S komplex. Spole¢né
s dalsimi faktory odpovida za nalezeni start kodonu mRNA v eukaryotickych buiikéch
a iniciuje translaci mRNA do proteinu. [www.ncbi.nlm.nih.gov].

Obrazek 9 — Na obrazku je zobrazena struktura proteinu EIFIAX
[prevzato www.phosphosite.org]

Nejcastéjsi mutace byly nalezeny v 1., 2., 5. a 6. exonu tohoto genu. Nejvetsi
zachyt mutaci na tomto genu byl u papilarniho karcinomu. Mutace EIFIAX byly
nalezeny 1 ujinych typl karcinomi, neZ je PTC, napiiklad u ATC. Naopak ve
folikularnich karcinomech a v benignich formach jsou znamy jen sporadicky. Mutace
zatim nebyly dostate¢né charakterizovany, cilem vSech probihajicich vyzkumii je tedy
stanovit vyskyt EIF'/AX mutaci ve vSech hlavnich typech karcinomt S§titné Zlazy a
uzlinach [Karunamurthy, A., 2016]. Skutecnost, Ze se mutace objevuji i v jinych
typech karcinomu §titné Zlazy, znemoZiiuje tento gen uzivat jako specificky marker
papilarniho karcinomu [Luster, M., 2019].
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Obrazek 10 — distribuce mutaci v genu EIFIAX 1 u PTC, Cervené jsou na obrazku vyznaceny
missense mutace, modre mutace sestiihu, konkrétné A113 splice, ktera je vyznamna pro dany gen.
Sestrihova mutace Al13 se nachazi na kodonu 113 [prevzato a upraveno Landa, 1., 2016].

Velké mnozstvi zachycenych mutaci bylo spojenych s mutacemi jinych gent,
nejcastéji s mutacemi v RAS genu. Tyto kombinované mutace maji zesilujici efekt, a
tak diagndza pacientll stimto nalezem byva hor$i. Kombinace variant DNA se
vyskytuji pfedevSsim u anaplastického a Spatné diferencovaného karcinomu $titné
zlazy. Na rozdil od téchto typl karcinomu, je vyskyt kombinaci v PTC minimalni. U
papilarniho karcinomu jsou zachyceny spiSe samostatné mutace genu E/F 14X [Luster,
M., 2019].

Jednou z nejcastéjSich mutaci genu EIFIAX je sestifihova mutace v pozici
Al13, kterd se vyskytuje u papilarniho karcinomu. Je lokalizovana na C-konci
EIF1A4X, nakodonu 113, ktery lezi na sestfihovém misté mezi 5. intronem a 6. exonem
[Tirro, E., 2019]. A113_splice je typicka pro nadory §titné zlazy. Tato mutace indukuje
ATF4 — aktivaéni transkripéni faktor 4, coz je senzor bunécného stresu, ktery tidi
defosforylaci EIF2a (eukaryoticky iniciacni faktor 2), ktery je zasadni pro syntézu
proteint [Clemens, M.J., 2001], a tim dochazi k jejimu zvySeni [Krishnamoorthy,
G.P., 2019].

Mutace v tomto genu nejsou specifické pouze pro karcinomy §titné Zlazy,
vyskytuji se napt. u rakoviny vajecnikii, délohy nebo ledvin [Krishnamoorthy, G.P.,
2019].
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1.6 Metody uzivané v molekularni biologii

1.6.1 Stanoveni kvantity nukleovych kyselin fluorospektrofotometricky

Bézné€ pouzivané stanoveni koncentrace dsSDNA UV spektrofotometricky pfi
260nm je pro malé koncentrace ¢i malé objemy DNA méné piesné, jelikoz je
ovlivnéno nezadouci absorbanci necistot pii stejné vinové délce. Proto se pro méfeni
koncentrace nukleovych kyselin stale astéji vyuziva fluorometrické stanoveni. Jedna
se o nedestruktivni metodu, kterd v jednotlivych modifikacich dokaze kvantifikovat
DNA, RNA a proteiny v daném vzorku. Pro kazdy druh téchto molekul se pouzivaji
specificka fluorescencni barviva, kterd se specificky vazou na konkrétni molekuly.
Tato barviva maji extrémné nizkou fluorescenci, dokud se nevazou na svou cilovou
molekulu. Rozdil ve fluorescenci mezi vdzanym a nevazanym barvivem je né€kolik
fada. Po navazani, v nasem piipad¢ na dsDNA (interkalace mezi bazemi), se barvicka
stane intenzivné fluorescencni. Koncentrace se odecitd vici kalibra¢ni kiivce. Pro
stanoveni, kterd jsem provadéla v ramci této prace, byl pouzit fluorometr Qubit 2.0
(Thermo Fisher Scientific) [www.en.wikipedia.org].

1.6.2 Polymerasova fetézova reakce

Polymerasova fetézova reakce (anglicky Polymerase Chain Reaction — PCR)
je jednou z nejrozsifengjSich a velmi citlivych molekularné biologickych metod. PCR
metoda byla popsana roku 1983 K. Mullisem, ktery za ni vroce 1993 obdrzel
Nobelovu cenu za chemii. PCR je metoda in vitro, kterd ma podobny princip jako in
vivo replikace DNA. Jedna se o nékolikrat opakujici se cyklus 3 dé€jii — denaturace,
annealing (navazani primert) a elongace. Diky této reakci se amplifikuje (zmnoZzi)
pfesné¢ vybrany usek templatové molekuly DNA. Podstatou metody PCR je
nékolikandsobnd syntéza komplementdrniho Gseku DNA pomoci ptislusné DNA
polymerazy, kterda vytvoii dvoufetézcovou molekulu vymezenou tzv. primery. Aby
reakce probéhla spravné, musime znat primarni strukturu useku DNA, kterou chceme
namnozit [Kubista, M., 2006].

Cilem PCR je vytvoiit velké mnozstvi identickych kopii vybraného tseku
DNA, které muze byt dale vyuzito pro rizné analytické, preparativni a klinické tcely,
napt. sekvenovani s cilem identifikovat patogenni mutace.

PCR se stala velice oblibenou metodou. PCR ma Siroké zastoupeni nejen
v molekularni biologii, ale také v mnoha dalSich aplikovanych oborech
[https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-
sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr], napt. v lékafstvi,
forenzni genetice, ekologii nebo molekularni archeologii [Kodi¢ek, M., 2015].
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Pavodni DNA

Nukleotidy

Denaturace
Annealing
Elongace
Obrazek 11 — Schéma cyklu PCR, reakce probiha pouze od 3'- konce k5'- konci [prevzato a upraveno
www.microbeonline.com]. 1 — v prvnim kroku je zndazornéna denaturace, kterd je nutnd pro namnozeni DNA.
Z dvousroubovice DNA se stavaji dvé molekuly jednoretézcové DNA. 2 — Annealing je druhy krok této reakce.
Dochazi pri ém k navazani specifickych primerii (reverse, forward) na konkrétni konce sekvence DNA. 3
Elongace je poslednim krokem PCR. Diky DNA polymerdze pritomné v reakcni smési, se vytvori druhy
komplementarni retézec. Vznikne tak dvouretézcova molekula. Tento proces se nékolikrat opakuje v zavislosti na
typu zvoleného programu na Thermocycleru.

Prvni fazi, ktera je nutna pro namnoZeni DNA, je denaturace. Vlivem tepla
dojde k denaturaci (cca 95 °C), ¢imz se zméni puivodni struktura DNA. Z ptivodni
dvousroubovice (dAsDNA), diky rozruSeni vodikovych mustka, vzniknou dvé molekuly
jednofetézcové DNA (ssDNA).

Dalsi klicovou fazi PCR metody je annealing neboli nasednuti specifickych
primert. Primer je kratky usek nukleotidii, komplementarni ke koncovym sekvencim
na useku DNA, ktery chceme amplifikovat. Primery jsou navrhnuty a syntetizovany
pfimo pro dany usek DNA viz. Tabulka 2. V reakéni smési pro PCR jsou pfitomny
dva primery (forward a reverse). Ochlazenim reakce dojde k tomu, Ze se primery
navazou pomoci parovani vodikovymi vazbami na 3’- konce denaturované molekuly
jednotetézcovée DNA. Pro kazdy par primerti se musi nalézt vhodna teplota annealingu
(55-70 °C), kdy se primery vazi specificky a s dostate¢nou ucinnosti na tisek DNA,
ktery potfebujeme amplifikovat. Tato teplota zavisi na sekvenci pouzitich primeri
(obsahu GC bazi a jejich rozmisténi), koncentraci hotecnatych iontl a pouzité
polymerase [https://www.ncbi.nlm.nih.gov].

Poslednim krokem je tzv. elongace. Tim, Ze jsou primery diky vodikovym
mustkim nasedlé na komplementarni sekvence zdrojové DNA, mlze DNA
polymerasa, kterd je souCdsti reakéni smési, syntetizovat druhy, komplementarni
fetézec od 3’-konce primeru. Vznika tak dvoufetézcovd molekula. Teplota pro
elongaci se optimalizuje dle typu polymerasy (72 °C u Taq polymerasy).
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Reakéni smes typické PCR reakce tedy obsahuje templatovou DNA (v nasem
piipadé DNA ziskanou z nadoru), specifické forward a reverse primery, stavebni
jednotky = deoxynukleosidtrifostaty (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) a polymerazu, ktera
je odolna pro stiidani vyse uvedenych teplot. VSe je doplnéno vhodnou koncentraci
hotecnatych iontl s vhodnym pufrem o specifickém pH.

1.6.3 Elektroforéza nukleovych kyselin

Tato separacni metoda je zaloZzena na principu rozdilnych mobilit
separovanych latek ve stejnosmérném elektrickém poli. Timto zplisobem je mozno
delit nabité molekuly — ionty. DNA ma diky zbytkiim kyseliny ortofosfore¢né vzdy
zaporny naboj, proto elektroforéza probihd smérem ke kladné elektrodé — anoda.
Jelikoz z&porny naboj DNA se vzdy zvySuje o jednotku imérné s poctem bazi, vklada
se pro rozliSeni rizné¢ velkych molekul DNA do cesty v elektroforetickém poli vhodné
molekularni sito. Pro ptipady, kdy je tieba rozliSovat fragmenty DNA liSici se i 0 jednu
bazi kovalentné¢ polymerizovany akrylamidovy gel, pro ostatni typy elektroforéz
nejCasteji agarosovy gel. Kratsi fragmenty projdou gelem rychleji [labguide.cz].

Zdroj .
napéti
° Katoda Anoda b

= 7_'

P \ Gel

Obrazek 12 — Elektroforeticka aparatura pripojena ke zdroji elektrického pole,
elektroforéza probihala na pripraveném agarosovéem gelu, kde jsou delsi
fragmenty zadrzovany déle nez kratsi, a tak nedoputuji tak daleko [prevzato a

Smés

DNA !]
molekul ﬂ| l,' '
0 ruzne

velikosti

upraveno www.decodingdna.yolasite.com].

Na obrazku 12 je vidét rozlozeni elektroforetické aparatury, jeji zapojeni ke
zdroji a nadavkovani vzorki DNA do pfislusnych jamek.

Elektroforéza se provadi jako kontrola, zda je pfitomen PCR produkt. Po
spravném prubéhu PCR, miizeme na gelu pod UV lampou diky pfidané fluorescencni
barvicce, kterd se vaZze na DNA, pozorovat viditelné pruhy, které odpovidaji danému
PCR produktu. Jeho velikost odeCteme porovnanim s velikosti markeru (DNA
fragmentll o znamé velikosti), ktery ptidime do sousedni jamky [Mitchell, K., 2010].
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1.6.4 Sekvenace nové generace — NGS

NGS (z angl. Next generation sequencing) je sekvenacni metoda, ktera dnes
umoziuje zjistit sekvenci (potadi nukleotidii v DNA) celého lidského genomu béhem
24 hodin za cenu vyrazn¢ pod 1000 americkych dolart. Kazdy lidsky genom obsahuje
mnoho variaci jako je naptiklad substituce, delece, inzerce, translokace a dalsi, které
prispivaji ke zmén¢ struktury, mnozstvi nebo druhu bazi v konkrétnich genech. Tyto
zmény nazyvame mutace. Na zaklad¢ vysledkl, které nam poskytne NGS metoda,
jsme schopni tyto zmény v DNA piesné identifikovat. NGS je nejcitlivéjsi metoda,
proto dokaze identifikovat i zménu v malém mnozstvi, 1 v jedné molekule DNA
[Behjati, S., 2013].

Existuje mnoho technologickych variant principti NGS. VSechny jsou zaloZeny
na stejném principu, a to na sekvenovani milionti fragmenti DNA naraz (paralelng).
Nésledna bioinformaticka analyza ziskanych sekvenacnich dat skladd postupné
ziskané sekvence dohromady, uréi jejich polohu v genomu a identifikuje jednotlivé
varianty v riznych vzorcich sekvenovanych DNA. Jelikoz sekvenace neni bezchybna,
je kazda baze v sekvenovaném useku DNA n¢kolikrat prectena, ¢imz je chybovost
eliminovana. Tato moderni metoda slouzi k identifikaci celych genomil, ale mize byt
vyuzita také pfi sekvenovani konkrétni oblasti genomu, jednotlivych genti. [Behjati,
S., 2013]. Metoda NGS poskytuje data, kterd je potfeba nasledné bioinformaticky
analyzovat a vyhodnotit, ¢asto i za vyuziti vizualiza¢nich (zobrazovacich) programd.

Nejvétsi vyuziti NGS nachazime v klinické praxi, kde se se vzorky DNA
pracuje nejcastéji. Kromée klinickych laboratofi pro hledani zarode¢nych variant
v lidském genomu si NGS naSlo vyuziti i v mikrobiologii, kde slouzi k charakterizaci
a definici patogent. Velmi intenzivni vyuziti NGS se nachazi nyni v onkologii. NGS
je pouZzivano pro identifikaci somatickych mutaci v nadorech, na které je poté zvolena
1écba cilena.

Lepsi, detailngjsi a systematicka specifikace lidského genomu ptinaSi moznost
lepsi diagnostiky a nasledné tak pfesnéjSi a efektivnéjsi (personalizovanéjsi) 1écby
konkrétniho pacienta. V experimentdlni ¢asti pouzitd NGS metoda vychazi ze
sekvenace klasicky pfipravenych PCR produktli konkrétniho genu, kdy templatem
byla DNA ziskana z riznych typt karcinom §titné Z14zy.

Tyto klasické PCR produkty byly pfevedeny na DNA knihovny (pifidani
technickych sekvenci nezbytnych pro sekvenaci) pomoci technologie Nextera XT
[NEXTERA XT DNA Library Prep, Reference Guide, Illumina, 2019]. Ta umoziuje
v jednom kroku fragmentovat DNA a opatiit fragmenty adaptérovymi sekvencemi
pomoci speciadlné vyvinutého enzymu — transposom = komplex transposazy a
transposonu (tzv. tagmentace). V dalsim kroku se pomoci n¢kolika PCR cykla ptes
tyto adaptérové sekvence piidaji dalsi tseky DNA nezbytné pro sekvenovani
technologii SBS (Sequencing by synthesis, Illumina). SBS metoda je zaloZena na
sekvenaci syntézou komplementarniho fetézce a detekci reverzibilné blokovanych
terminatorovych nukleotidi na bazi fluorescence [Besser, J., 2018].
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Tyto sekvence jsou (Obrazek 13c¢) vyznaceny barevné. Slouzi k uchyceni DNA
k povrchu sklenéné reagencni cely v sekvenatoru (tzv. flow cell), k odliseni
jednotlivych vzorkl (v nasem piipad¢ jednotlivych pacientli — unikatni sekvence 8
nukleotidll tzv. index) a k nasednuti sekvena¢niho primeru pro vlastni sekvenacni
reakci.

Transpozomy
Genomicka DNA

N Y . .
A | "
' 300 bp )

4 Tagmentace

B HH—31 i g———————————— 8 N g———HH

PCR amplifikace

5

Sekvenace

Obrazek 13 — Schéma principu Nextera XT [prevzato a upraveno NEXTERA XT
DNA Library Prep, Reference Guide, Illumina, 2019]

A — Nextera XT transposomy s adaptéry kombinovanymi s templatovou DNA
B — Tagmentace fragmentii a pripojeni adaptérii

C — PCR pro pridani indexit adapterovych sekvenci

Ptipravené DNA knihovny se denaturuji (hydroxid, teplo) a ptepipetuji do reagencni
cartridge sekvenatoru. V mém piipad¢ se jednalo o sekvenator MiSeq (Illumina).

Nasleduje plné automaticky proces NGS sekvenovani sestavajici se ze tii kroku:

1. Klonalni amplifikace. DNA knihovny (po denaturaci jiz ve formé ssDNA)
jsou do reagencni cartridge sekvendatoru napipetovany v optimalni nizké
koncentraci tak, aby se na sklenéném povrchu flow celly jednotlivé molekuly
uchytily v dostate¢né vzdalenosti od sebe.
Nasleduje pomoci polymerdzy vytvofeni identickych kopii pavodni
pfichycené molekuly — tvorba tzv. clustert. Cilem je vytvoftit nékolik desitek
kopii identickych s plvodnim vldknem dsDNA knihovny. Na kazdém

clusteru pak bézi identickd sekvenacni reakce na stejnych kopii DNA —
fluorescencni signal je dostatecné zesilen, aby mohl byt spolehlivé detekovan.
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2. Vlastni sekvenacni reakce. Po vytvoieni clusterti sekvenator prechdzi do
sekvena¢niho modu, kdy postupné v kazdém cyklu na flow cellu fluidika
nanasi v pfesném potadi potfebné reagencie pro SBS sekvenovani (Obrazek
14). Pocet cykll zavisi na experimentu a délce DNA knihovny.

3. Bioinformaticka analyza. V poslednim kroku pfistroj provede zékladni
analyzu ziskanych sekvenac¢nich dat

Pocitac

Cteni

Ptipojeni

tpojel Opticky
primerti

senzor

-
1
1
\ 4
Stépeni,
fluorescence,
Pfipojent k Opakovani oplach
k flow cell

Obrazek 14 - SBS sekvenovani vyuziva fluorescencné oznacené reverzibilni terminatory syntézy komplementarniho
retezce DNA. Kazdy dNTP ma k sobé pripojeny odpovidajici fluorofor, ktery zabraiiuje pokracovani syntézy DNA.
Polymerdze jsou v kazdém sekvenacnim cyklu postupné nabizeny vSechny ctyri dNTP. Mezi pridanim se vidy
nepouzité ANTP odmyvaji. Kdyz polymerdza obdrzi nukleotid, ktery je komplementarni k sekvenovanému vidknu,
prodlouzi Fetézec o jeden fluorescencné znaceny dNTP. V ten moment jsou klastry (identické kopie sekvenovaného
useku DNA vedle sebe) excitovany svételnym zdrojem a emitované zareni je zaznamendna optickym detektorem.
Tim se urci, jaky nukleotid polymeraza pridala. Po inkorporaci dochazi k odstépent fluoroforu, ¢imz se odblokuje
syntéza pro dalsi nukleotid, ktery se ma zaclenit v dalsim cyklu [prevzato a upraveno www.binf.snipcademy.com].



1.6.5 Bioinformaticka analyza sekvenacnich dat
Zakladni kroky bioinformatické analyzy pouzité v této praci:

V prvnim kroku se ptfevadi zdznamy ziskanych fluorescenci zkazdého
sekvenacniho cyklu sekvenatoru (fotografie v .fiff souborech) na vhodny textovy
format genetickych dat tzv. FASTQ. Tento format dat jiz obsahuje jednopismenné
zkratky jednotlivych bazi a zaroven informaci o kvalit¢ sekvenovani.

V druhém kroku jsou vylouCeny sekvence s nizkou kvalitou a jednotlivé
soubory jsou rozdéleny do separatnich adresarii na zaklad¢ sekvence indext (pro
kazdého pacienta byla pii ptipravé knihoven ptidana konkrétni sekvence indexi - 8
nukleotid).

Ve tietim kroku se ze sekvenci odstrani pfidané technické sekvence, tj. ziistane
pouze sekvence pacienta (tzv. trimming).

Ve c¢tvrtém kroku se ziskané sekvence lokalizuji v genomu (tzv. alignment).
Prifadi se jim konkrétni pozice na konkrétnim chromosomu. K tomu se vyuziva
teoretickd sekvence, vmém piipadé se jednalo o hgl9 (Genome Reference
Consortium Human Build 37 (GRCh37)). Sekvence s pfifazenou lokalizaci se ukladaji
ve formatu .bam

Nasledn¢ dalsi algoritmus vypise pro jednotlivé vzorky vSechny odlisnosti od
hg19. Seznam téchto sekvenaci zjisténych variant v¢etné detaili o jejich kvalité je
uloZen v tabulkovém formatu .vcf.

Pomoci dalSich programii, webovskych aplikaci se pak takto zjisténé varianty
porovnavaji s udaji ve vetfejn¢ dostupnych databazich. Pokud se jedné o varianty jiz
zname, je vétSinou dostupnd v databazich informace o jejich frekvencnim zastoupeni
v populacich, jejich vlivu na strukturu bilkovin ¢ vztah k onemocnénim.
K vyhodnoceni nalezenych variant je dale dostupna celd $kala in-silico predikénich
algoritmli. Pokud pomoci téchto zdrojii ziskdme informace k sekvenaci nalezenym
variantdm, hovotfime o tzv. anotovaném .vcf souboru.
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2 Experimentalni ¢ast

Soubor, ktery byl v pribéhu vykondvani této prace studovan, obsahoval 250
vzorki vyizolované DNA z hluboko zamrazenych naddorovych tkani pacientd. Soubor
obsahoval pacienty obou pohlavi a rizné¢ho véku.

DNA byla izolovana pracovniky Endokrinologického ustavu. Dalsi postup byl
tak provadén z ptipravenych vzorkl tkédni o pozadované koncentraci.

2.1  Ptiprava vzorku a PCR

Pro PCR metodu bylo potieba vzorky pfipravit tak, aby obsahovaly vSechny
pottebné reagencie, diky kterym je mozné konkrétni DNA spravné namnozit.

Nejprve byla pouzivana metoda jednotlivé PCR, kde je pfipravovan mastermix
pro kazdy exon zvlast (singleplex PCR). Singleplex: Nejprve bylo do stripu
napipetovano 3 pul DNA o koncentraci 10 ng/ul a nechano na ledu. Do eppendorfky
pro mastermixy bylo napipetovano pozadované mnozstvi vody, chloridu hofe¢natého
(kofaktor polymerasy, optimalizace koncentrace Mg®"), PCR pufru, nukleotidd
(dNTPs), forward a reverse primerd.

Tabulka 2 — Prehled sekvenci pouzitych primerit pro amplifikaci genu EIF1AX

POUZITE PRIMERY Velikost PCR produktt
E1F: 5- GGA AGG AAA AAG GGT CACTGC -3’

238 bp
E1R:5- CCT CCAGCACCTACTTGG TC- 3’
E2F: 5- TCC CCA GCT AAA AAA GAAAGGATGT-3’

513 bp
E2R:5- CTG GCT TTA GAA GACACC CAAGATT-3’
ESF: 5°- AAATCC ATA GTT CCT TCA CCT AACCAG -3’

262 bp
E5R: 5- ACG GTG AGA TTT GAT TGT TTA TTC AAT ATG AGA - 3
E6F: 5'- ACAACCTTATTIT AAG TGT CCCATGTT -3’

527 bp
E6R: 5 - TGA GTC TAT CTG ATG ATT AGT GAA CCA -3’

Jako posledni byla pfidana Taq polymerasa. VSe bylo pfipraveno dle
ptiloZzeného protokolu (Tabulka 3). K pfipravenym vzorkiim DNA bylo pfidano 12 pl
pfipravené¢ho mastermixu pro konkrétni exony. PouZila jsem AmpliTaq Gold™ DNA
Polymerase with Buffer II (Thermo Fisher Scientific). Vyhodou této polymerasy je, ze
je upravena pro tzv. Hot start PCR reakce. Vydrzi ivodni 10 min. trvajici denaturaci
DNA a teprve pii této denaturaci se aktivuje. Tim se vyrazn& snizuje mnozstvi
nespecifickych amplifikaci vznikajicich pii pouZziti bézné Taq polymerasy.

23



Tabulka 3 — Protokol pripravy reagencni smési pro metodu Singleplex PCR

EIF1AX - SINGLEPLEX

[l [pe!] [p!] [p!]
H,0 5,0 5,0 5,0 5,0
25mM MgCl, 1,2 1,2 1,2 1,2
10xPCR Buffer Il 1,5 1,5 1,5 1,5
2mM dNTPs 1,2 1,2 1,2 1,2
1uM Primer F 1,5 1,5 1,5 1,5
1uM Primer R 1,5 1,5 1,5 1,5
Taq (5U/ul) 0,1 0,1 0,1 0,1
Total mastermix: 12,0 12,0 12,0 12,0
DNA (10ng/ul) 3 3 3 3
Total: 15 15 15 15
Exon 1 2 5 6

Dalsi variantou byla multiplex-PCR, kde je mozné pro vSechny konkrétni
exony pfipravit jeden mastermix obsahujici vSechny reagencie. Vyhodou této metody
je mensi spotieba chemikalii a urychleni pfipravy mastermixu.

Multiplex: Pro spravné namnozZeni templatu bylo potieba ke vzorku pfidat
vodu, PCR pufr, chlorid hofe¢naty a nukleotidy. Daéle byly pfidany primery
odpovidajici pozadovanému genu a jeho exontim. Pro kazdy exon byly pfidany dva
primery, forward a reverse. Poté byla do smési pfiddna Taq polymerasa. Timto
zptisobem byla reakéni smés ptipravena dle nasledujiciho protokolu — Tabulka 4.

Tabulka 4 — Protokol pripravy reagencni smesi pro metodu multiplex PCR

EIF1AX - MULTIPLEX

(1]
H,O0 71,72
25mM MgCl, 17,6
10xPCR Buffer Il 22
2mM dNTPs 17,6
10uM Primery 8x 35,2
Taq (5U/l) 0,88
Total mastermix: 15
DNA (10ng/ul) 5
Total: 20
EXON 1,2,5,6
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Takto ptipravena reakéni smes byla vlozena do termocykleru BIO-RAD T100
Thermal Cycler, kde uz reakce probihala dle nasledujicich programii (Obrazek 15).

SINGLEPLEX PCR MULTIPLEX PCR
94 °C, 10 min 94 °C, 10 min
95°C30s 95°C30s
95 °C, 20s5; 66 °C, 30s; 72 °C, 1 min (5x) 95 °C, 205s; 66 °C, 1,5 min; 72 °C, 1,5 min  (5x)
4 SZ
(sniZeni teploty nasednuti primerd o 5°C) (snizeni teploty nasednuti primer( o 5°C)

95 °C, 20s; 61 °C,305s; 72 °C, 1 min (35x) 95 °C, 20's; 61 °C, 1,5min; 72 °C, 1,5 min (35x)

72 °C, 10 min 72 °C, 10 min

4°C, 4°C, 00

Obrdazek 15 — PouZzité teplotni programy pro multiplex a singleplex PCR reakce.

Po skonceni reakce byly vzorky vyjmuty z pfistroje a byla provedena kontrolni
gelova elektroforéza, pro ovéfeni pfitomnosti vzniklého PCR produktu. V tomto
pfipadé¢ se jednalo o horizontalni gelovou elektroforézu, kterd je provadéna na 1,5%
agarosovém gelu v 0,5x TBE pufru a probiha pti 90 V. Do gelu byl ptfidan 1,5ul
fluorescen¢ni GelRed barvicky (Biotium) na 100ml gelu. Jako zdroj proudu byl pouzit
pristroj BIO-RAD Model 200/2.0 power supply. Elektroforéza probihala ptiblizné 30
min. Tento postup byl zvolen na zaklad¢ zavedené metody.

Po skonceni elektroforézy byl gel umistén nad UV svétlo, diky kterému je
mozn¢ vizualizovat PCR produkty (PCR produkty se béhem migrace v gelu obarvily
interkala¢ni barvickou GelRed). Takto nasviceny gel byl vyfotografovan.

Obrdazek 16 — Fotografie vysledku elektroforézy pod UV
svetlem. NTC — negativni kontrola (voda misto DNA)
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2.2 Sekvenace nové generace (NGS)

V laboratoti byl pouzivan ptistroj MiSeq od firmy Illumina. Pro piipravu
knihovny byl pouzit komer¢ni kit Nextera XT DNA, jehoz protokol je optimalizovan
na 1 ng vstupni DNA, v mém pfipadé¢ 1 ng PCR produkta. Piesné kvantifikované
mnozstvi, které bylo pouzito pro Nexteru XT, bylo ziskdno pomoci fluorometrické
metody — Qubit dsSDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific). V mém experimentu
bylo pouzito 5 pul PCR produkti na 195 pl pracovniho roztoku pro kvantifikaci.
Nasledujici diagram popisuje prib¢h prace s Nextera XT DNA Preparation Kit.

Tagmentace
genomické
DNA

PCR PCR Pooling pro
amplifikace precisténi sekvenaci

Obrazek 17 — Schéma NGS — na schématu je znazornén postup pripravy DNA knihoven pomoci kitu NexteraXT
pro sekvenovani nové generace ve ctyrech zakladnich krocich: tagmentace, amplifikace, PCR, pooling

V prvnim kroku, zvaném tagmentace, byla vstupni DNA tagmentovana
(tagovéna a fragmentovana) Nextera XT transposomy, které ji pseudonahodné §tépi a
zaroven piidavaji odpovidajici technické sekvence na konce vzniklych fragmentt,
diky kterym je mozné DNA amplifikovat pomoci PCR v nasledujicim kroku.
V nasledujici tabulce je zobrazen piehled uzitych reagencii.

Tabulka 5 — Prehled uzitych reagencii pro tagmentaci. Vsechny reagencie jsou soucasti Nextera XT kitu, ktery byl
pri praci pouzit.

Slozka

ATM (Amplikac¢ni Tagmentacni Mix)

TD (Tagmentacni Pufr)

NT (Neutralizacni Pufr)

Vstupni DNA (0,2 ng/ 1)
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Do desticky bylo ptidano 10 ul TD pufru do kazdé jamky, kterd byla pouzita
v tomto kroku. Dale bylo pfidano 5 ul vzorku vstupni DNA o koncentraci 2ng/ul a 5
ul ATM. Opét byla smes lehce propipetovana. Desticka s takto pfipravenymi roztoky
byla centrifugovana 280 x g piesn¢ 1 minutu pti 20 °C. Poté byla desticka umisténa
do termocykleru, kde probihala inkubace po dobu 5 minut pti 55 °C.

Jakmile teplota vzorka klesla na 10 °C, okamzité byla desticka vyjmuta
z cykleru a dale byla provadéna neutralizace NTA.

Bylo pfiddno 5 pul NT pufru do kazdé jamky. VSe dohromady bylo
propipetovano. Poté opét byla desti¢ka umisténa do centrifugy na 1 minutu pii 20 °C.
Déle byly vzorky nechany v destic¢ce inkubovat pfi laboratorni teploté 5 minut.

V dalsim kroku byla tagmentovanda DNA amplifikovdna pomoci PCR
programu. Dale v prubéhu této reakce byly pfidany indexy ke konkrétnim vzorkim,
diky kterym bylo poté mozné identifikovat jednotlivé pacienty a jejich vysledky.

Do kazd¢ jamky bylo pfidano 15 ul NPM. Pomoci multikandlové pipety bylo
pfiddno do kazdé fady jamek 5 pl index primeru 2, poté bylo pfidano 5 pl index
primeru 1. Kazda jamka (vzorek) byla tak opatfena svou unikatni kombinaci index
primerti. Desti¢ka byla vloZena na 1 minutu do centrifugy pii 280 x g a 20 °C. Na
termocykleru byl nastaven pozadovany program (viz. Obrazek 18) a desticka byla
umisténa dovnitf.

12x: 95 °C, 10's
72 °C, 3 min 95°C,30s 55°C,30 s 72 °C, 5 min 10°C
72°C,30s

Obrdazek 18 — schéema PCR programu v amplifikacnim kroku kitu Nextera XT, ktery slouzi k pridani technickych
sekvenci nezbytnych pro viastni sekvenaci.

Nasledny krok slouZzi k vy¢isténi vzniklych PCR produkti pomoci AMPure XP
beads (Beckman Coulter). Produkty byly zbaveny neZadoucich kratkych fragmenti
vzniklych v pribéhu reakce. Na promyti byl pfipraven Cerstvy 80% ethanol. K PCR
produktiim bylo pfidano 30 ul AMPure XT beads, jemné 10x propipetovano a nechdno
inkubovat po dobu 5 minut. Desti¢ka byla umisténa na magnetickou podlozku na 2
minuty. Multikanalovou pipetou byl opatrné odebran supernatant. Zbylé kulicky byly
promyty 80% ethanolem tak, Ze nejprve bylo pfidano 200 ul ethanolu, dale nechano
30 s inkubovat na magnetické desticce a poté byl opct opatrné odebran supernatant.
Cely proces promyvani byl jesté jednou zopakovan. Kulicky byly nechany suSit na
magnetické desti€ce 15 minut na vzduchu. Desticka byla sejmuta z magnetické
podlozky a do kazdé jamky bylo ptidano 32,5 ul RSB, jemné propipetovano a nechano
inkubovat 2 minuty. Opét byla desticka umisténa na magnetickou podlozku a nechana
2 minuty, dokud supernatant nebyl ¢isty. Do nové desticky bylo opatrné pieneseno
multikanalovou pipetou 30 pl supernatantu.
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Déle bylo provedeno fluorometrické méfeni na piistroji Qubit (Thermo Fisher
Scientific) vysledné koncentrace jednotlivych indext, které¢ bylo jako kontrola pred
spusténim sekvenovani. VSechny koncentrace musely byt vyrovnané, aby sekvenacni
reakce prob¢hla spravné a efektivné. Pii piipravé vzorkli bylo smichéno stejné
mnozstvi index, s jiZ vyrovnanou koncentraci.

Multikanalovou pipetou bylo pfeneseno 5 ul jednotlivé naindexované
knihovny, dale bylo smichano v poméru 1:1 s 0,2M hydroxidem sodnym, ktery byl
pfidan kvili denaturaci. Smés byla promichdna na vortexu a 5 minut probihala
denaturace. Po uplynuti této doby bylo pfiddno 990 ul HTI1. Z této smési bylo
odebrano 600 pl do cartridge a vlozeno do piistroje Miseq. V pfistroji poté bylo
provadéni sekvenovani ptipravené knihovny. Sekvenace probihala 2 dny. Sekvenacni
kit, ktery byl pouzit byl V3 kit. Tento typ obsahuje vylepSené reagencie, a tak
umoznuje lepsi kvalitu 1 kvantitu sekvenace [www.illumina.com]. Sekvenacni run byl
koncipovan jako obousmérné sekvenovani (Paired-End) 2x 250 cykla.

2.3 Bioinformatické vyhodnoceni sekvenacnich dat — MiSeq Reporter, IGV

Soucasti sekvenatoru MiSeq je 1 zakladni bioinformaticky software MiSeq
Reporter (Illumina). Sekvenator automaticky po skonceni sekvenan¢nich cyklla dle
nastaveni spousti konkrétni bioinformatickou pipelinu dle poZzadovaného typu analyz.
Pouzila jsem verzi MiSeq Reporter v2.3 s Amplicon DS workflow, s defaultnim
nastavenim, vhodnou pro vyhodnoceni somatickych dat [www.emea.illumina.com].
Vyhodnocovala jsme pouze sekvenacni ready s kvalitou vétsi nez 30 (Q>30), coz u
této technologie znamena pravdépodobnost Spatn€ odectené baze mensi nez 1 : 1000.

Ziskané .bam a .vcf soubory jsem vizualizovala a vyhodnotila pomoci
Integrative Genomics Viewer v2.7 (IGV, Broad Institute) [Robinson, J.T., 2017].

Diky prohlizeci sekvenci IGV bylo mozno osekvenované tiseky DNA zobrazit,
a tak pozorovat pripadné zmény v genomu konkrétniho pacienta. V programu jsem si
zobrazila gen EIF1AX, jehoz struktura je zndma, a sledovala rozdily mezi definovanou
strukturou a strukturou pacienti s referenéni sekvenci hgl9. Podrobné byl
prozkouman kazdy vzorek, DNA pacienta byla prohlédnuta po jednotlivych exonech.
V kazdém exonu byla nalezena prostfedni hodnota poctu ¢teni, tzv. coverage (pocet
nezavislych sekvenaci konkrétniho useku). V tomto kroku byly brany pouze varianty
s hodnotou coverage vyssi nez 500. Pokud v nékterém ze studovanych exont byla
pfitomna libovolnd mutace, program barevné zobrazil zdménu béaze spolecné
s informaci ohledné procentualniho zastoupeni obou variant. Tomuto postupu byly
podrobeny vSechny osekvenované vzorky.
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2.4 Vysledky a diskuse
2.4.1 Studovany soubor

Studovany soubor obsahoval 273 vzorkl karcinomu S§titné zlazy (izolovana
DNA ze zamrazenych nadorovych tkani, pfipadné krvi), které byly pouzity pro
vyhledavani mutaci a variant v genu EIF 14X, v exonech 1, 2, 5 a 6. Dle NGS metody
a nasledného vyhodnoceni pomoci zobrazovaciho programu, se v souboru
vyskytovaly téméer vSechny typy karcinomu Stitné zlazy. Velka vétSina nalezl
karcinomii byla urcena jako druh PTC c¢ili papilarni karcinom. Jak bylo zminéno
v teoretické Casti, tento karcinom se vyskytuje ze vSech typl nejcastéji.

V tabulce 6 je zobrazeno zastoupeni jednotlivych typl karcinomt §titné zlazy
u Zzen a muzi ve studovaném souboru. Déle je v tabulce uveden primérny vék
diagndzy. Vétsina vzorki byla od pacientii Zenského pohlavi.

Tabulku 6 - Studovany soubor — zastoupent jednotlivych typu karcinomii

KARCINOM POCET PRUMERNY VEK DIAGNOZY POHLAVi
VYSETRENYCH ROKY # SD M/Z
NADORU

PAPILARNI 245 38,6 let + 22,25 67/178

FOLIKULARNI 2 66 let + 0,0 2/0

ANAPLASTICKY 5 73,4 let £ 9,33 0/5

MEDULARNI 21 53,6 let + 21,48 10/11

Na nasledujicim grafu je graficky zvyraznéno pifevladajici zastoupeni vzorki
s papilarnim karcinomem ve studovaném souboru.

Zastoupeni jednotlivych typ(
karcinom sStitné zlazy (n=273)
7%

2%
1%

0%

u PTC = FTC = ATC = MTC

Obrazek 19 - Procentudlni zastoupeni jednotlivych typii karcinomui stitné zlazy. Nejcasteji
se vyskytujicim typem je PTC — papilarni karcinom (90 %), dale MTC — meduldrni
karcinom (7 %), ATC —anaplasticky karcinom (2 %), FTC — folikularni karcinom (1 %).
Hodnoty zjisteny ze studovaného souboru.
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Nejcastéji vyskytujicim se typem karcinomu S§titné zldzy byl papilarni
karcinom. PTC byl pfitomen u 90 % pacientd. Tento vysledek se shoduje
s celosvétovymi vysledky, kde se uvadi prevalence okolo 80 % [Rahbari, R., 2010].
Ackoliv je FTC druhym nejcastéjSim typem karcinomu, v nasem souboru byl pouze
v 1 % ptipadd. Vyskyt ATC je v naSem souboru relativné nizky. Tento typ karcinomu
se vyskytuje predevSim pacientli s vysSim vékem, casto v navaznosti na PTC.
Anaplasticky karcinom byl zaznamenén ve 2 % ptipadi, coz odpovida celosvétovym
vysledkiim. Pies tento nizky vyskyt (viz. kapitola 1.2) ale ATC zpiisobuje umrti az
v 50 % ptipadl rakoviny §titné zlazy [ Vu-Phan, D., 2014]. Nastésti diky Gspésné 1lécbe
pacientii s PTC se trend vyskytu anaplastického karcinomu snizuje [Albores-Saavedra,
J., 2007]. MTC, zpusobeny C-bunikami, byl pfitomen u 7 % pacientd. Vyskyt
medularniho karcinomu se v populaci uvadi okolo 3 % vsSech pfipadi. Je tak 3.
nejcastéjSim typem rakoviny Stitné zlazy [https://www.thyroidcancer.com/thyroid-
cancer/medullary].

Vyskyt rakoviny §titné zlazy u Zen je vys$$i nez u muzt (Obrazek 20). Muzi
naopak vykazuji hor$i prognézu v pokroc¢ilém stadiu nemoci [Yao, R., 2011]. Jednim
z moznych divodi, pro¢ je vyskyt rakoviny u zen castéj$i, mohou byt pohlavni
hormony a jejich receptory. Zatim ale vysledky studii nejsou presvédéivé. Zmény
hladin pohlavnich hormont u zen, béhem menstrua¢niho cyklu nebo v téhotenstvi,
byly studovany jako divod k nerovnosti mezi pohlavimi u PTC. Zjistilo se ale, ze
ucinky reprodukénich faktord s rizikem rakoviny Stitné Zlazy souvisi pouze slabé.
Agresivngjsi typy karcinom §titné Z1azy, jako je ATC nebo MTC, maji u obou pohlavi
podobny vyskyt. [Rahbari, R., 2010].

Vyskyt karcinom Stitné Zlazy na pohlavi

v ||

ATC I .
B Zeny

W Muzi

Typ karcinomu

FTC
I

PTC F

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Pocet osob

Obrazek 20 — Vyskyt karcinomu v zavislosti na pohlavi pacienta. Z grafu je patrné, Ze nejvetsi
mnozstvi vyskytujicich se karcinomu je typu PTC, z toho vétsina u Zen. Nalez papildrniho
karcinomu byl jak u déti, tak u dospélych lidi a seniorii, a tvoril 89,7 %. Nejmensi zachyt v nasem
souboru byl karcinomu folikularniho. Vyskyt byl pouze u 2 pacientii, coz tvori necelé 1 %. Na
rozdil ATC byl nalezen v 5 pripadech (3 %). Medularni karcinom byl zachycen v 7 % pripadii.
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Na obrazku 21, je zobrazen primérny veék diagndzy pacientll znaSeho
studované¢ho souboru. PTC se nejcastéji vyskytoval u zen ve véku 40 let. FTC byl
nalezen pouze u dvou Zen ve véku 66 let. ATC, jehoz zachyt byl 2 %, ukazoval
primérny veék 73,4 let. Je zjevné, Ze tento typ karcinomi se vyskytuje u starSich osob
nebo jako nasledek PTC, ptipadné FTC, ze kter¢ho mlize vzniknout, viz. Obrazek 6.

Pramérny vék v zavislosti na typu karcinomu

80
73,4+9,33

70

66£0,0
60
53,6421,...

50
a0  38,6%22,25
30
20
10

0

PTC FTC ATC MTC

Typ karcinomu

Vék

Obrazek 21 — Zavislost véku pacienta na typu karcinomu Stitné zlazy. Primeérny vek PTC byl
38,6 let + 22,25. nejcasteji se vyskytuje u zZen ve véku 40 let. Prumeérny vék FTC byl v nasem
souboru 66 let. Tento typ karcinomu byl nalezen pouze ve dvou pripadech. V obou pripadech
se jednalo o 66 let starou zZenu. ATC, ktery v tomto souboru byl nalezen u 2 % pacientii se
vyskytoval pri priumerném veku 73,4 let + 9,33. Tento typ karcinomu se bézné vyskytuje u
starsich pacientit. MTC byl nalezen pri primérném véku 53,6 let = 21,48.
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2.4.2 Zachyt mutaci v EIFIAX

Varianty v EIF 14X genu byly zaznamenany pouze u papilarniho karcinomu.
Prevalence mutaci v naSem souboru je 1%, tato hodnota se shoduje s prevalenci, kterou
udava v TCGA (The Cancer Genome Atlas). Nalezené varianty v genu byly 3 z 273
vzorkli DNA, vSechny v ptipad¢ papilarniho karcinomu, ktery byl zastoupen v 245
piipadech. Mutace v papilarnim karcinomu jsou nejCastéji v BRAF, RET a RAS
genech. Ve 20-40 % u PTC nachazime RET/PTC pieskupeni. VéEtsina téchto pticin
figuruje v MAPK signalizacni draze. Mutace poté ovliviiuji spravnost funkce této
drahy a prispivaji k onkogenezi [Vu-Phan, D., 2014].

U folikularniho, anaplastického ani medularniho karcinomu nebyla ve
studovaném souboru nalezena 74dnd mutace. Prevalence mutaci u folikuldrniho
karcinomu je nizkd [Karunamurthy, A., 2016]. FTC nejcastéji obsahuje mutace
v TERT promotoru [Duan, H., 2019] a také RAS mutace. V ATC se nachézi mnoho
mutaci Stitné zlazy, které byly popsany ptivodné v diferencovanych karcinomech
(PTC, FTC). Jedna se napt. o mutaci RAS, ktera tvoii az 27 % ptipadt. Dalsi takovou
mutaci je BRAF, ktera tvoti 25 % ptipadt [ Vu-Phan, D., 2014]. Medularni karcinom
je vzacnd, ale agresivni forma rakoviny $titné zlazy. Skoro 25 % piipadd MTC ma
zachyt mutaci v RET proto-onkogenu [Azar, F.K., 2015].

Nejcasteéjsi mutaci je sestfihova mutace A113, kterd se nachazi na rozhrani 6.
exonu genu EIFIAX. Al1l13 ovlivituje sestfih transkriptd EIF1AX. Mutace A113
prinasi veétsi riziko rakoviny nez napi. mutace v 2. exonu [Karunamurthy, A., 2016].
Vyskyt této konkrétni mutace je nejcastéji u PTC, dale také ATC. Tato mutace v naSem
souboru vSak nalezena nebyla. VSechny zachyty byly v 1. exonu studovaného genu.

Vice nez 95 % piipadti BRAF mutaci je mutace BRAFY*"E, Na pozici na 1799.
nukleotidu dochazi k preméne¢ Valinu na Glutamovou kyselinu v poloze
aminokyseliny 600 na polypeptidovém fetézci. Tato mutace zpisobuje aktivaci genu
BRAF, ktery dale bez RAS genu, mize aktivovat MEK/ERK. Tato mutace byla
zachycena také v ptipadé¢ leukémie nebo rakoviny tlustého stfeva [Vu-Phan, D., 2014].

BRAFVGOOE

CTAGCTACA|GTGA&HTCTCGA

Obrazek 22 — Zobrazeni mutace BRAFV600E — zdaména bazi T/A Sangerovou metodou [prevzato a upraveno
www.horizondiscovery.com].
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2.4.3 Klinicky obraz zachycenych variant v EIFIAX genu

Pacient s Cislem 1246 je muz, ktery byl operovan ve véku 72 let s diagnézou
papildrniho karcinomu o velikosti 20 mm. V lymfatickych uzlinach byly pfitomny
metastazy. Ve vzorku DNA karcinomu byla nalezena zdména bazi C/A v 3. kodonu 1.
exonu (Obrazek 23), diky které¢ v DNA doslo k zamén¢ aminokyseliny lysin (K) za

asparagin (N).

EEEEEE

EEEEEE

EEEEEE

GCGG6CATTITACCTTTATTCTTGEGEGCATGEGECGEG6TG6EG6CCG

Fraax
Obrazek 23 - Zobrazeni nalezené mutace v prvinim exonu genu
EIF1AX pacienta 1246 pomoci zobrazovacich programii IGV

Obrazek 24 zobrazuje strukturu v konkrétni ¢asti genu EIFIAX. Ve vzorku
DNA 1246 byla nalezena zdména bazi, misto, ve kterém se mutace nachazela je
vyznaceno ¢ervenymi ¢arami. V tomto piipadé se divame na pivodni strukturu genu.

c_ c BINTRIRNARNNT c REN

Show 2 mork transcripts...

NM_001412.4 - exon 1

Obrazek 24 Zamena bazi (C/4) v 1. exonu, na 3. kodonu genu EIFIAX [pFevzato a upraveno
www.varsome.com].

[N

Tabulka 7 — Shrnuti nalezené mutace a popis jeji lokalizace v genu

Genomicka DNA zména Exon anena' . Zmen'a
kodovani proteinu
chrX:g.20159750C>A 1 c.9G>T K3N
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Pacient s ¢islem 1291 je muz, operovan v 82 letech pro neopouzdieny papilarni
karcinom (PTC) o velikosti 35 mm. Nador invazivné rostl pies pouzdro §titné zlazy do
okoli. Byla nalezena angioinvaze, coz znamend, Ze nador déle roste do cév, a
v lymfatickych uzlindch metastdzy. Mutace vtomto vzorku byla 98% zaména
predpokladané baze G za novou bazi A. JelikoZ se varianta nachdzela v promotoru
prvniho exonu, nebyla tim DNA nijak vyznamné ovlivnéna. Vyznam této mutace neni
nijak definovan, pravdépodobné¢ ma zména dopad na sestfih fetézce.

T
T

&
ACCTTTATTCTTGGGECATGGECEGTGEGECGE6CEACCTCGCGGECG

Obrazek 25 — Zobrazeni zachycené mutace v intronu prvniho
exonu pomoci programu IGV.

Na obrazku 26 je zobrazena struktura genu EIF1AX, konkrétné promotor a
pocatek 1. exonu (Met). Cervené &ary vyznaéuji misto, kde doslo ke zminéné zaméné
bazi G/A.

C AT

A -
—] —
1

Obrdazek 26 — Zameéna bazi G/A v promotoru exonu 1 [prevzato a upraveno www.varsome.com].
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Posledni vzorek, ve kterém byla nalezena varianta, byla pacientka s ¢islem 693.
Byla operovana ve véku 60 let. Byl u ni nalezen benigni uzel v pravém laloku o
velikosti 25 mm. Nalezena varianta byla c.26G>A ve 2. exonu. Jedna se o zaménu bazi
C a T. Dle zdroje https://varsome.com/variant/hgl9/chrX-20156731-C-T je tato
zaména patogenni. V katalogu COSMIC bylo dale uvedeno, Ze je tato zména
somaticka [www.cancer.sanger.ac.uk].

N c i
|
— T -— —
L] L ]
Obrazek 27 — Zameéna bazi C/T na druhém exonu genu EIF1AX [prevzato a upraveno www.varsome.com].
Tabulka 8 - Shrnuti nalezené mutace a popis jeji lokalizace v genu
c s < Zména Zména
Genomicka DNA zména Exon . - .
kodovani proteinu
chrX:g.20156731C>T 2 c.26G>A G9D

Dle zjisténych dat tento soubor neobsahoval zddné kombinace mutaci, které
jsou v ptipad€ EIF1AX velice Casté [Cancer Genome Atlas Research, 2014]. Samotné
mutace v genu nejsou tedy ziejmé tak agresivni, ale podporuji malignitu spolecné
s jinymi mutacemi jako je napi. RAS [Kunstman et al. 2015]. Agresivita mutaci také
souvisi s dal§imi genetickymi zménami konkrétniho pacienta. Vyzkum novych gent a

vvvvvvv

dalsi tidicich procest a signaliza¢nich drah téchto nadort

Rakovina §titné zlazy a jeji pti¢inné geny vykazuji mensi pocet mutaci nez u
jinych druht rakoviny. EIF1AX patii k jednomu z genli s niz§im zachytem mutaci
mezi karcinomy §titné zlazy. S rostouci diferenciaci nddoru vSak zachyt mutaci roste.
Mutace genu EIF1AX zasahuji do translace proteinil a v zavislosti na typu karcinomu
se mohou tyto zdsahy §ifit do raznych oblasti genu [Simoes-Pereira, J., 2018]. Tento
jev souvisi s funkei EIFI1AX, cozZ je eukaryoticky translaéni iniciacni faktor 1A na
chromozomu X.

Rakovina je vysledkem riznych genetickych zmén, které ovliviiuji stav a miru
onemocnéni. Diky postupnému poznavani téchto zmén, mohou byt poskytnuty lepsi
podminky a 1é¢ebné procesy pro konkrétni pacienty [Vu-Phan, D., 2014].
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3 Zaver

Cilem mé prace bylo shrnuti soucasnych poznatki o pfi¢innych genech u
karcinomt $§titné zlazy a molekuldrné-genetickd analyza genu EIFIAX pomoci
modernich metod (NGS) s naslednym bioinformatickym zpracovanim dat. Nadory
Stitné zlazy patii k nejcastéjSim malignitdm endokrinniho systému a jejich incidence
kazdym rokem vzrasta. Diky modernim technologiim a lepsi dostupnosti informaci se
ale zvysuje uspésnost 1écby [Cancer Genome Atlas Research, 2014].

Problematika, kterou jsem se pii vypracovavani bakalaiské prace zabyvala je
nova a dulezita pro celosvétove stoupajici vyskyt nadoru stitné zlazy. Pokusila jsem se
rozsifit poznatky, co gen EIF1AX a jeho varianty zptsobuji.

Pro testovani byla zavedena metoda multiplex PCR, ktera préci, konkrétné tedy
ptipravu vzorku, velice zrychlila a ulehcila. Déle byla pouzita metoda sekvenovani
nové generace (NGS), diky které je mozno gen EIFIAX kvalitné sekvenovat a
identifikovat jeho somatické varianty.

V nasem souboru 273 pacientl byly nalezeny 3 mutace, coz je 1% zachyt. Tato
informace je shodné s informacemi z vyzkumii po celém svété. VSechny zaznamenané
mutace byly nalezeny u papilarniho karcinomu §titné zlazy, ktery je nejrozsirenéj$im
typem karcinomu §titné zlazy a vyskytuje se az v 90 % ptipadi. PTC nachazime vice
u zen, nejcastéji kolem 40. roku zivota. Papilarni karcinom ma nejlepsi progndzu, je
dnes ve velké vétSin€ pripadl uspésné 1écitelny.

Varianty PTC jsou rtizné a dle svétové literatury mtiizeme fict, ze kombinace
mutaci v genu EIF1AX s mutacemi napf. v genu RAS jsou mnohem agresivnéjsi nez
samostatng. V naSem studovaném souboru nebyla nalezena v literatufe popisovana
nejcastéjsi sestiithova mutace v pozici A113, kterd se vyskytuje na zacatku 6. exonu
genu EIFIAX. Bylo vSak nalezeno nékolik variant, které mohou v budoucnu pfispét
k novym poznatklim a k pochopeni, jak gen EIF/AX vlastné funguje. Motivace pro
vypracovani této prace bylo, aby moje poznatky prispély klepsi 1é€bé a
konkretizovéani veskerych postupti s pacienty.

Toto onemocnéni zcela nelze ovlivnit, ale diky modernim védam se stale
vyzkum rakoviny §titné Zlazy posouva vpred.
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Seznam uzitych zkratek
A — Adenin

A113 splice — Mutace genu EIF1AX lokalizovana na kodonu 113, sestfihu 5. intronu
a 6. exonu

ATC — Anaplasticky karcinom §titné zlazy (Anaplastic thyroid carcinoma)
ATF4 — Aktivaéni transkripéni faktor 4 (Activation transcription factor 4)
ATM — Amplicon tagment mix

ATPéza — Adenosintrifosfataza, enzym katalyzujici hydrolyzu adenosintrifosfatu
BP — Pocet pari bazi (Base pair)

BRAF — Lidsky gen kodujici protein B-Raf

C — Cytosin

cAMP — cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat

C-bunky — Parafolikularni bunky $titné zlazy

dATP — Deoxyadenosintrifosfat

dCTP — Deoxycytidintrifosfat

dGTP — Deoxyguanosintrifosfat

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

dNTP — Deoxynukleosidtrifosfat

dNTPs — Deoxynukleosidtrifosfaty

dsDNA — Dvojtetézcova DNA (Double-stranded DNA)

dTTP — Deoxythimidintrifostat

......

iniciation factor 14 on chromosome X)

ERK — Extracelularni signél-regulujici kinaza (Extracellular signal-regulated kinase)
FASTQ — Format dat v bioinformatice vyvinuty Wellcome Trust Sanger Institute
FNAB — Aspiracni biopsie tenkou jehlou (Fine-needle aspiration biopsy)

FTC — Folikularni karcinom §titné zlazy (Follicular thyrod carcinoma)

G — Guanin

GDP — Guanosindifosfat

GRB2 - Protein vazany na receptor riistového faktoru (Growth factor receptor-bound
protein 2)

GRCh37 — Genomov¢ referencni lidské konsorcium sestaveni 37 (Genome Reference
Consortium Human Build 37)
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GTP — Guanosintrifosfat

GTPaza — Guanosintrifosfataza, enzym hydrolyzujici GTP

HT1 — Hybridiza¢ni pufr

CHEK?2 — Gen produkujici protein checkpoint kinase 2

IGV — Integracni genomicky prohlizec (Integrative genomics viewer)

K — Lysin

MAPK — Mitogenem aktivovana proteinkinaza (Mitogen-activated protein kinase)

MEK - Kindza  mitogenem  aktivované  proteinkinazy (Mitogen-
activated protein kinase kinase)

mRNA — Mediatorova ribonukleova kyselina

MTC — Medularni karcinom §titné zlazy (Medullary thyroid carcinoma)
N — Asparagin

NGS — Sekvenace nové generace (Next generation sequencing)

NPM — Tagment DNA enzym

NT — Neutralize tagment buffer

PCR — Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PDTC — Spatné diferencovany karcinom §titné zlazy (Poorly differentiated thyroid
carcinoma)

PPMID - Proteinovd fosfatdza protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependentni
(Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ Dependent 1D)

PTC — Papilarni karcinom §titné zlazy (Papillary thyroid carcinoma)

PTH — Parathormon

RAS — Skupina genii produkujici protein kontrolujici riist bunék

RET — Gen pro produkci signalizacniho proteinu (Rearranged during transfection)
RNA — Ribonukleové kyselina

RSB — Resuspension buffer

SBS — Sekvenace syntézou komplementarniho tetézce (Sequencing by synthesis)
SOS — Adaptorovy protein (Son of Sevenless)

ssDNA — Jendotetézcova DNA (Single-stranded DNA)

T3 — Trijodthyronin

T4 — Thyroxin

Tag polymerdza — Termostabilni DNA polymeraza z bakterie Thermus aquaticus

TBE pufr — Tris-borate-EDTA
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TCGA — The Cancer Genome Atlas

TD — Tagment DNA buffer

TERT — Gen tvorici ¢ast enzymu telomerazy

TR receptory — Receptory hormont stitné zlazy (Thyroid hormone Receptors)
TRH —Thyreotropin uvoliujici hormon (Thyreotropin releasing hormone)
TSH — Thyreotropin

UV — Ultrafialové zateni (ultra violet)

V600E — Zaména glutaméatu za valin na pozici 600 peptidového fetézce

WDTC — Dobte diferencovany karcinom S§titné Zlazy (Well-differentiated thyroid
carcinomas)
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