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Uvod

LNA molekuly (locked nucleic acids, tedy volné pie-
lozeno nukleové kyseliny s ,,uzamcenou* konformaci)
patfi mezi synteticka analoga ptirozenych nukleotidd, kte-
r4 lze chemicky spojit v LNA oligonukleotidové fetézce.
Vzniklé oligomery disponuji fadou strukturnich i funkc-
nich odlisnosti oproti pfirozenym fetézcim nukleovych
kyselin. Dulezitou soucésti kazdého LNA monomeru je
methylenovy mistek mezi 2’-hydroxylovou skupinou
a 4’-uhlikem furanosového kruhu (oxy-LNA), viz obr. 1.
Hydroxylovou skupinu na 2’-uhliku je mozno téz substitu-
ovat skupinou thiolovou (thio-LNA) nebo aminovou
(amino-LNA). Methylenovy mistek urcujici bicyklicky
charakter LNA nukleotidil fixuje ribosu v 3’-endo konfor-
maci, coZ vyznamné zvysuje termodynamickou a biologic-
kou stabilitu komplementarn€ vznikajicich LNA/DNA ¢i
LNA/RNA dvousroubovic v porovnani s jejich nemodifi-
kovanymi analogyl’z. Zaclenénim jediného LNA nukleoti-
du do sekvence oligomeru lze po hybridizaci
s komplementarnim fetézcem zvysit teplotu tani vysledné
dvousroubovice o 1-3 °C (cit.?).

Vyssi afinita ke komplementdrnim sekvencim, vétsi
odolnost vici u¢inkim nukleas, a nasledné delsi biologic-
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Obr. 1. Chemicka struktura oxy-locked nucleic acids (LNA)

ky poloc¢as v porovnani s pfirozenymi analogy jsou dulezi-
té aspekty potencialniho vyuziti LNA oligonukleotidl
nejen v 1é¢bé malignit, virovych infekci, autoimunitnich
onemocnéni & alergii®, ale také v klinické diagnostice.
Fluorescencné znacené sondy konstruované na bazi LNA
oligomerti se pouzivaji pii FISH (fluorescentni in situ
hybridizace) analyzach nebo pii detekci bodovych mutaci
pomoci polymerasové fetézové reakce v realném cCase
(real-time PCR, ve zkratce rt-PCR)3. Neznacené LNA
oligomery jsou soucasti kotvicich sond (tzv. LNA-capture
probes) pii vySetfeni jednonukleotidovych polymorfismii
v mikrotitraénich destickdch a pii detekci somatickych
mutaci, které provazeji maligni transformaci bunék v riz-
nych biologickych tkanich®”.

Somatické bodové mutace v genu K-ras (Kirsten ras 2
gen, lokalizace 12p12.1) se objevuji u 30-50 % piipadt
sporadického kolorektalniho karcinomu; onemocnéni pro-
vazeného genetickymi zménami v mnoha protoonkoge-
nech, tumor supresorovych genech a genech opravnych
(repairovych). Mutace v genu K-ras byly prokazany nejen
v nadorové tkani, ale téz ve stolici® a v krevni plasmé po-
stizenych osob’. Genetické zmény vézané predevsim na
kodony 12 a 13 jsou jednou z klicovych udalosti pfi trans-
formaci bunék benigniho stfevniho adenomu v zhoubny
kolorektalni karcinom'’.

Konstrukei plné komplementarnich kratkych syntetic-
kych oligonukleotidi vici ,,zdravym* alelam genu K-ras,
které byly vytvofeny na bazi PNA molekul (peptide
nucleic acids, zaklad oligomeru tvofi 2-aminoethyl-
glycinovy fetézec) a jejich pfidanim do reakéni smési 1ze
takto zvyhodnit amplifikaci alel mutantnich. Diky vytvore-
ni komplementarni ,,svorky“ mezi PNA oligomerem
a alelami s normalni sekvenci byl tento d¢j oznacen jako
PCR clamping. Pomoci této modifikace metody PCR byla
s velkou citlivosti a specifi¢nosti zji§téna pritomnost mu-
tantnich alel genu K-ras ve vzorcich cholangiokarcinomu,
karcinomu pankreatu'', endometria'? a plic"’. Relativnimi
nevyhodami PNA oligomerd jsou niz§i rozpustnost a pre-
cipitace béhem skladovani, nizsi teplota tani a v n¢kterych
aplikacich téz vyS8i nespecifické pozadi pii rt-PCR. Cilem
nasi studie bylo vyuzit diagnostické moznosti neznac¢enych
LNA oligonukleotidti pro detekci mutaci genu K-ras meto-
dou rt-PCR clamping ve vzorcich malignizovanych tumo-
rd tlustého streva.
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Experimentalni ¢ast

Do studie bylo zafazeno 133 vzorkt primarnich spo-
radickych stfevnich adenokarcinomil pacientd Chirurgické
kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Chirurgické
kliniky Krajské nemocnice Pardubice a 2. Interni kliniky
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Kazdy kolorektalni
karcinom byl klasifikovan klinicky dle TNM stupnice
(zkratka z anglickych slov tumor, node a metastasis)
a histologicky dle stupné bunécné diferenciace. Kontrolni
skupinu tvofilo 20 bioptickych vzorkd morfologicky nor-
malni stfevni sliznice osob s negativnim koloskopickym
vysetfenim. Studie byla schvalena Etickou komisi Lékarské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a veskery biolo-
gicky materidl byl ziskdn s informovanym souhlasem pacien-
ti. VSechny vzorky tkani pochazely z Cerstvych resekati Ci
vzorki Cerstvé bioptovanych. Bezprostiedné po odbéru byly
vzorky v plastovych zkumavkach ulozeny do mraziciho boxu
na teplotu —70 °C. Ani v jednom pfipadé nebyl pouZzit vzorek
po fixaci ve formalinu nebo zality v parafinovém blocku.

Stabilizovana bunécnd linie lidského kolorektalniho
adenokarcinomu SW480 (p53—/—, APC—/-) byla ziskana
z American Type Culture Collection (ATCC), USA. Tato
linie obsahuje bodovou mutaci GGT->GTT (GI2V)
v kodonu 12 genu K-ras. Buiiky byly kultivovany v Dul-
bekové modifikovaném Eaglové médiu (Gibco, USA)
obohaceném o 10% fetalni hoveézi sérum (Gibco, USA),
penicilin G (100 U ml™") a streptomycin (100 mg ml™).
Inkubace probihaly v inkubétoru s fizenou atmosférou (5%
CO,) pii 37 °C. Bunééné kultury byly pasazovany dvakrat
tydné pomoci 0,05% roztoku trypsin/EDTA dle protokolu
spolecnosti ATCC.

DNA byla ze vzorkil tumorti a z buné¢ného sedimen-
tu linie SW480 izolovana standardni fenol-chloro-
formovou extrakéni metodou'®. Vysetieni pomoci rt-PCR
byla provedena v pfistroji LightCycler 1.5 (Roche Dia-
gnostics, SRN). Reak¢ni objem ve sklenénych kapilarach
byl 10 ul. Kazda kapilara obsahovala 60 ng DNA templa-
tu, 1 pl reakéni smési LightCycler DNA Master HybProbe
(Roche), chlorid hote¢naty (finalni koncentrace ve smési
5 mmol I™"), fluorescenénimi znadkami opatfené hybridizac-
ni sondy S1 a S2 (kazda s finalni koncentraci 0,3 pmol 1),
oxy-LNA oligomer O1 (0,1 pmol 1) adva primery P1 a P2
(0,5 pmol 17"). Sondy S1 a S2 hybridizovaly ke kodujicimu
fetézci ve vzdjemné vzdalenosti dva nukleotidy — pro G¢inny
prenos fluorescencéni rezonanéni energie (FRET, fluorescen-
ce resonance energy transfer) mezi pouzitymi fluorochromy.
Sonda S1 byla na 3’-konci znacena fluoresceinem (donor-
fluorochrom s excitatnim maximem 497 nm a emisnim
maximem 525 nm); sonda S2 byla na svém 5’-konci zna-
Cena fluorescencni znackou LC RED 705 (akceptorovy
fluorochrom s emisnim maximem 705 nm, Roche) a jeji
hydroxylova skupina na 3’-uhliku byla blokovana fosfory-
laci (v sekvenci sondy S2 oznaceno symbolem PH-3’) pro
zabranéni polymerace. Stejnym zpasobem byl opatien i 3°-
konec pouzitého oxy-LNA oligomeru Ol. Oba primery
(P1 primer: 5°-AGG CCT GCT GAA AAT GAC TG-3’
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a P2 primer: 5’-GGT CCT GCA CCA GTA ATA TGC A-3),
sondy (S1, donor fluorescence: 5’-CGT CCA CAA AAT
GAT TCT GAA TTA GCT GTA TCG TCA AGG CAC
T-fluorescein-3’; sonda S2, akceptor fluorescence: 5’-LC
RED 705-TTG CCT ACG CCA CAA GCT CCA A-PH-3”)
a oxy-LNA oligomer O1 (5’-CCT ACG CCA CCA GCT
CC-PH-3’) byly syntetizovany v TIB MOLBIOL, SRN
podle navrhu Chen a spol."". Délka amplifikovanych PCR
produktti byla 164 bp. Pozice nasedani primerti, sond
a LNA oligomeru Ol na fetézce DNA schematicky zna-
zorfiuji obr. 2a,b. Teplotni podminky pro rt-PCR byly na-
sledujici: inicidlni denaturace 10 minut pti 95 °C nasledo-
vana 45 amplifikaénimi cykly (denaturace 5 s pii 95 °C,
hybridizace primerti 10 s pfi 60 °C, elongace 7 s pri 72 °C).
Celkova doba analyz se pohybovala okolo 60 minut.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z nadorové
bunééné linie SW480. Negativni amplifika¢ni kontrolu
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Obr. 2. Schematické znazornéni pozic primeri (P1 a P2), sond
(S1 a S2) a oxy-LNA oligomeru (O1) v exonu 1 genu K-ras;
obr. 2a ukazuje situaci, kdy je ve vzorku pfitomna DNA
s normalni sekvenci v genu K-ras a oligomer O1 diky vyssi kom-
plementarité vytésiiuje pii optimalni teploté sondu S2 z vazby na
DNA templat, coz vede k ztrat¢ moznosti pienosu fluorescencni
rezonan¢ni energie mezi dvojici fluorochromii vazanych na kon-
cich hybridiza¢nich sond, tj. fluoresceinu (F) jako donoru fluores-
cence a LC 705 (L) jako akceptoru fluorescence. Na obr. 2b je
znazornena situace, kdy v pfitomnosti mutantni alely genu K-ras
(v kodonu 12) piednostné hybridizuje sonda S2 a po pienosu
fluorescenéni rezonan¢ni energie dochazi k emisi zafeni fluo-
rochromu LC 705 a k jeho naslednému zachyceni na detektoru
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tvofila reakéni smés bez pritomnosti DNA templatu.
K vylouceni moznosti inhibice rt-PCR byl kazdy vzorek
DNA amplifikovan paralelné s a bez pfitomnosti LNA
molekul v reakéni smési. Pro ovéteni vysledku a pro bliZsi
specifikaci zjisténého typu bodové mutace byla stanovena
nukleotidova sekvence PCR produktii s pouzitim soupravy
GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit a kapilarniho sekve-
natoru CEQ 8000 (Beckman Coulter, USA).

Redici fada vzork pro zjisténi citlivosti metody byla
pfipravena sériovym fedénim DNA pochézejici z linie
SW480 extrakty DNA kontrolni skupiny s normalni sek-
venci genu K-ras (sekvence byly predem ovéteny stanove-
nim nukleotidové sekvence v exonu 1). Vytvorena fedici
fada obsahovala tento podil mutantnich alel v 60 ng DNA
templatu: 33 %; 6,7 %; 1,3 %; 0,27 %; 0,05 %; 0,01 %.

Vysledky a diskuse

Amplifikace produktli z oblasti 1. exonu genu K-ras
pomoci rt-PCR probéhla ve v§ech DNA vzorcich extraho-
vanych z nadorové i nenadorové (kontrolni) tkané. Se-
lektivni amplifikace mutantnich alel pfi LNA-clamped
rt-PCR prokazala pfitomnost bodové mutace v genu K-ras
u45 vysettenych karcinomi (34 %). Frekvence vyskytu
mutaci ve sledovaném souboru vzorkli je v souladu
s vysledky nagich piedchozich experimentti'. Amplifikaéni
ktivky typické pro mutantni alely genu K-ras ukazuje obr. 3.

Nasledna konfirmace provedena stanovenim nukleoti-
dové sekvence PCR produkti umoznila blize specifikovat
vSechny detegované mutace. Prestoze jsme pro LNA-
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Obr. 3. Amplifikaéni kFivky real-time PCR; oblast 1. exonu
genu K-ras byla amplifikovana v pfitomnosti fluorescencnich
hybridizaénich sond umoznujicich vizualizaci vznikajicich PCR
produktl. PferuSovanymi ¢arami 1-7 jsou znazornény amplifika-
ce bez pfitomnosti LNA oligomeru v reakéni smési, plnymi Cara-
mi 8-14 jsou vyznaceny amplifikace totoznych vzorkid DNA pfi
LNA-clamped rt-PCR. Ve ¢tyfech pfipadech zde byly detegovany
bodové mutace v genu K-ras. Stanovenim nukleotidové sekvence
byly nasledné zjistény mutace G12D (tomuto vzorku odpovida
amplifikaéni kiivka 8), G12S (kiivka 9), G12V (kiivka 10) a
G13D (kiivka 11). Ve tfech piipadech byly mutace vylouceny
(nedoslo k amplifikaci, kiivky 12—14). Vzhledem k pfitomnosti
jak mutantni, tak normalni sekvence v DNA extraktech ziskanych
z kolorektalnich karcinomti jsou amplifikace provadéné bez pii-
tomnosti oxy-LNA oligomeru silngjsi a pocty cykla rt-PCR nut-
nych pro detekei fluorescen¢niho signalu nizsi
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clamped rt-PCR pouzili fluorescenéni sondu navrzenou
primarn¢ pro mutantni typ GGT—>TGT (G12C), ktery byl
zachycen ve dvou vzorcich, pouzitd metoda byla schopna
spolehlivé detegovat taktéz substituice GGT—>GAT
(GI12D, 17 ptipadi), GGT->GTT (G12V, 16 piipadn),
GGT—>AGT (G12S, 4 pripady) a GGT—>GCT (G12A,
2 ptipady), a to ve frekvencich blizkych zavérim vétsich
populacnich studii'®. Bodové mutace v genu K-ras analy-
zované metodou rt-PCR clamping ve vzorcich karcinomu
pankreatu a cholangiokarcinomu jsou prokazovany vy-
hradné v 12. kodonu genu''. Konstrukce pouzitych sond
nam vSak v pifipad¢ kolorektilniho karcinomu umoZnila
zachytit rovnéz genetické zmény v kodonu 13. Zaména
GGC—GAC (G13D) byla v nasem souboru vzorkl dete-
govana celkem ve Ctyfech ptipadech.

Mutace v kodonech 12 a 13 predstavuji u kolorektal-
nich karcinomti 90 % vSech genetickych zmén prokazatel-
nych v genu K-ras. Dosud provedené studie ukézaly, Ze
transverze GGT—>GTT jsou vyznamnym prognostickym
faktorem pro vyssi vyskyt pooperacniho relapsu této cho-
roby. Naopak, nejéastéjsi zaména GGT—>GAT byva dete-
govana spiSe v méné rozvinutém stadiu tumoru a pravde-
podobné nijak neovliviiuje délku preziti'®.

Jednim ze stéZejnich cili nasi prace bylo optimalizo-
vat amplifikaci mutantnich alel genu K-ras ve vzorcich
kolorektalnich karcinomia. Klicovym predpokladem pro
cilenou amplifikaci mutantnich sekvenci bez rizika falesné
negativnich ¢i faleSné pozitivnich vysledkdl je mnozstvi
LNA molekul ptidavané do reakéni smési. Optimalni kon-
centrace LNA pro rt-PCR clamping (0,1 umol I"") byla pfi
stejném mnozstvi DNA templatu v reak¢éni smési dvacet-
krat niz8i oproti pouzivanym koncentracim PNA oligome-
ra'!. Tento fakt sv&di o fadové vyssi tginnosti ndmi pou-
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Obr. 4. Urceni citlivosti metody LNA-clamped rt-PCR; ampli-
fikacni kfivka 1: v 60 ng DNA templatu bylo zastoupeno 20 ng
mutantnich alel genu K-ras z linie SW480 (33 %); kiivka 2: 4 ng
(6,7 %); kiivka 3: 0,8 ng (1,3 %); kiivka 4: 0,16 ng (0,27 %);
ktivka 5: 0,03 ng (0,05 %); kiivka 6: 0,006 ng (0,01 %, bez am-
plifikace). Diky LNA clamping nebyly amplifikovany normalni
alely genu K-ras. Proto i pfes stejné vychozi mnozstvi DNA
templatu stoupa pocet cykli potfebny k detekci fluorescenéniho
signalu podle snizujiciho se mnozstvi mutantnich alel ve vzorcich
fedici fady. Citlivost metody je pfiblizné¢ 0,03 ng. Vzorek bez
DNA templatu (negativni kontrola) je znazornén pferusovanou
Carou (ktivka 7)
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zité modifikace PCR clamping.

VySetfenim vzorkli morfologicky normélni stfevni
sliznice jsme nezaznamenali zadné amplifikacni kiivky pfi
rt-PCR ani jiné nespecifické produkty na elektroforetic-
kém gelu. Negativni vysledek potvrdilo téz sekvenovani
PCR produktt amplifikovanych v reakénich smésich bez
pritomnosti LNA oligonukleotida.

Na zékladé fedici fady popsané v Experimentdlni
Casti byla urcena citlivost nasi vySetfovaci metody. Nejniz-
§i amplifikovatelné mnozstvi mutantnich alel obsazené
v 60 ng DNA matrice bylo 30 pikogramu (0,05 %). Urceni
detekéniho limitu znazoriiuje obr. 4. Citlivost této jed-
nostupniové metody je v souladu s pracemi vyuzivajicimi
pro rt-PCR PNA oligomery'""".

Zavér

Nekolik autorti popsalo moznost detekce velmi ma-
Iych mnozstvi cirkulujicich nadorovych bunék v krevni
plasmé, Zlu€i, pankreatické §tave, sputu nebo v sentinelo-
vych uzlinach na zakladé ptitomnosti mutaci v genu K-ras
metodou PNA-clamped rt-PCR (cit.'"'*'¥). Podobné i nase
modifikace vyuZzivajici LNA oligonukleotidy k cilenému
zablokovani amplifikace normdlnich alel genu K-ras
umoziuje specifickou detekci malych mnoZstvi mutant-
nich alel v kodonech 12 a 13. Pfedstavuje rychlou a spo-
lehlivou alternativu pro vysetfeni mutaci ve vzorcich DNA
pochézejicich ptimo z nadorové tkané nebo jiného biolo-
ci je vzdy nezbytné stanovit nukleotidovou sekvenci ziska-
nych PCR produkti.

Seznam zkratek

bp pocet part bazi
FISH  fluorescenéni in situ hybridizace
FRET fluorescence resonance energy transfer
LNA  locked nucleic acids
PNA  peptide nucleic acids
rt-PCR  polymerasova fetézova reakce v realném Case
TNM  mezindrodni klasifikace malignich tumort
(z anglického Tumor, Node, Metastasis)
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Detection of Point Mutations in Kirsten ras 2 Gene
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The aim of the study was to examine diagnostic possi-
bilities of LNA (locked nucleic acids) -clamped PCR for
detection of somatic mutations in the K-ras gene in 133
samples of human malignant colorectal tumors. Selective
real-time PCR amplification of mutant alleles of the K-ras
gene (codon 12 and 13) revealed the presence of mutations
in 45 samples of the tumors. The detection limit of the
used method for K-ras mutant alleles was 0.03 ng. LNA-
clamped PCR suppressing amplification of the wild-type
alleles of the K-ras gene provides a very sensitive and
specific detection of mutations present in DNA samples of
colorectal carcinomas.



