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1. TEORETICKA CAST

1.1 Seznam zkratek

AF1 — aktivacni funkce 1

AF2 — aktivacni funkce 2

AMACR - Alfa-metylacyl-CoA racemaza

AR — androgenni receptor

ARTA terapie — terapie zaméfena na androgenni receptor

AR-V7 — varianta 7 androgenového receptoru

Bcl-2 — protoonkogen, z angl. B-cell ymphoma

BHP — benigni hyperplazie prostaty

ccfDNA/RNA — volna cirkulujici DNA/RNA

CD45 — proteinova tyrozinova fosfataza, receptor typu C

CNAs — alterace v poctu kopii

CPA — Cyproteron acetat

CRPC — kastracné rezistentni karcinom prostaty

CTCs — cirkulujici nadorove buriky

CtDNA — cirkulujici nadorova DNA

DBD — DNA-vazajici doména

DD3 — puvodni oznaceni genu PCA3 (z angl.differential display
clone 3)

DHT — dihydrotestosteron

DMEM médium — Eaglovo médium modifikované dle Dulbecco
DRE - digitalni rektalni vySetfeni

EMT — epitelialné mezenchymaini pfechod

EpCAM - epitelidlni bunééna adhezni molekula

ERG — gen souvisejici s ETS

ETS - E-26 transformacné-specifickd (ETS) rodina
transkripénich faktort

FBS — fetalni bovinni sérum

FDA — ufad pro kontrolu potravin a léCiv USA (z angl. Food and

Drug Administration)



FISH — fluorescence in-situ hybridizaci

fPSA — volna frakce PSA

Hsp90 — protein teplotniho Soku, z angl. heat shock protein 90
KP — karcinom prostaty

LBD - ligand-vazajici doména

LHRH — hormon uvolnujici luteinizaéni hormon

MCRPC — metastaticky kastracné rezistentni karcinom prostaty
NGS — sekvenovani nové generace

NMCRPC - nemetastazujici kastracné rezistentni karcinom
prostaty

NTD — N-koncova doména

PAP protein — rekombinantni prostaticky a fosfatazovy fuzni
protein

PCAS3 — prostaticky rakovinny antigen 3

PCR — polymerazova fetézova reakce

PIN — prostaticka intraepitelialni neoplazie

PIP3 — fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat

PSA — prostaticky specificky antigen

PTEN — homolog fosfatazy a tenzinu

gPCR - kvantitativni PCR

RT-PCR - reverzni transkripce

TBP — TATA-box vazajici protein

TMPRSS2 — transmembranova proteaza, serin 2

TRUS - transrektalni ultrasonografie

WtAR — wild-type AR



1.2 Uvod a cile prace

Karcinom prostaty je Casté onkologické onemocnéni a jeho pokrocilé stadium
Casto predstavuje nevylécitelnou diagnozu. V poslednich letech bylo vyvinuto
mnoho terapii, jez dokazou prodlouzit dobu pfeziti a zmirnit projevy symptomda.
Nicméné, idealni pristup, jak predikovat a monitorovat odpovéd tumoru na danou
|éCbu zatim nebyl nalezen (Zainfeld a Goldkorn, 2018).

Tradicni biopsie, jakozto klasicky pfistup diagnostiky karcinomu prostaty,
predstavuje invazivni proceduru, ktera sebou pfinasi mnoho rizik, a navic je
nemozne ji provest pfi zhorSeni stavu pacienta Ci pokud je tumor lokalizovan
v nedostupné &asti. Navic, genomicky profil bioptického vzorku poskytuje pouze
omezené informace o konkrétni ¢asti tkané v konkrétni ¢as. Kvuli témto limitam je
v poslednich letech trend zaméfovat se na tumorové komponenty cirkulujici v krvi
(Palmirotta et al., 2018).

Tekuta biopsie, vyuzivajici analyzu tumorovych komponent (volna cirkulujici
DNA/RNA, cirkulujici nadorové bunky, exozomy apod.), by mohla potencialné
predstavovat idealni moznost hodnoceni stavu pacientl v pribéhu vSech stadii

onemocnéni (Zainfeld a Goldkorn, 2018).

Cile této diplomové prace byly nasledujici:

s Vypracovani literarni reSerSe na téma Tekuta biopsie a monitoring
pokrocCilého karcinomu prostaty.

¢ lzolace nukleovych kyselin z krve pacientll s karcinomem prostaty, jak z
cirkulujicich nadorovych bunék, tak z plazmy (cirkulujici nadorova
DNA/RNA).

% Expresni analyza vybranych cild (napf. AMACR, PCA3, varianty
androgenniho receptoru a dalsi).

% Zhodnoceni klinického vyznamu provedenych analyz.
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1.3 Prostata a karcinom prostaty (KP)

Prostata neboli Zlaza pfedstojna, je neparovy, svalové Zlaznaty organ. Dorusta
velikosti a tvaru kastanu, nachazi se pfi bazi moCového méchyie a obklopuje
zaCatek mocové trubice. Horni ¢ast se oznaCuje jako baze a pfiléha k bazi
mocového meéchyre. Dolni Cast se zuzuje a oznacuje jako apex. Z anatomického
hlediska ma prostata dva postranni laloky, které se vepfedu spojuji vazivové
svalovou §iji. Zezadu pod spodinou mocového méchyfe se nachazi stfedni lalok,
oznacovan jako Merciértv (Dylevsky, 2009; Fiala, Valenta a Eberlova, 2015).
Z pohledu architektury prostaty ji lze rozdélit na zénu periurethralni, centraini,
periferni a tranzitni Cili pfechodnou.

Periurethralni zéna obklopuje moc€ovou trubici a obsahuje slizniéni zlazky.
Centralni zonu tvofi submukdzni zlazy. Periferni zona, jenz obklopuje zonu vnitini,
obsahuje hlavni zlazy. Z prostaty usti cca 30-50 tuboalveolarnich zlazek,
jenz prorUstaji do stromatu. Epitel téchto Zlaz je tvofen jednou Ci vice fadami
plochych az vysokych cylindrickych bunék, pficemz pravé vysoké cylindrické
bufiky jsou oznadovany jako Zlazové. Zlazové buriky obsahuiji granula, vakuoly
a lysozomy s kyselou fosfatazou. Kromé Zlazovych bunék je prostata tvorena
dalSimi typy funkénich bunék, napf. bazalnimi bufikami zodpovédnymi za obnovu
epitelu, bunkami sekretujici sialomucin a bufikami chromafinnimi, které produkuji
serotonin (Cihak, 2013).

Funkci Zlazy predstojné, resp. jejich Zlazek, je tvorba sekretu, ktery tvofri
15-30 % ejakulatu. Sekret slouzi jako energeticky zdroj pro spermie a jeho
povaha tak ovliviiuje motilitu i viabilitu spermii, které navic ochranuje pfed kyselym
prostfedim v pochvé (Dylevsky, 2009). V sekretu se nachazi zinek, jenz ma vliv
na metabolismus testosteronu v prostaté, kyselina citrénova jako pufr
a prostaglandiny potfebné pro uspéSny pohyb spermii v déloze zZeny.
Déle se v sekretu prostaty nachazeji polyaminy spermin a spermidin ovliviujici
pohyblivost spermii a oplodnéni vajiCka, imunoglobuliny, kyseld fosfataza
a proteazy zpusobuijici fidnuti ejakulatu. Prostata, stejné jako jiné pohlavni zlazy,
je citliva na hormony. Napfiklad hormon testosteron se diky enzymu 5-a-reduktazy
v prostaté pfemeénuje na dihydrotestosteron (DHT), ktery dale zajistuje funkénost
prostaty. Ve vy$Sim véku (nékdy uz po 40. roce) u muzu Casto dochazi
k hyperplazii zlaz ve vnitfni zo6né prostaty, coz se oznacCuje jako adenom

(nezhoubny nador) nebo benigni hyperplazie prostaty (BHP). S rostoucim vékem
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totiz prostata prestava ucinné odbouravat DHT, jehoz hromadéni ve stromatu
zpusobuje zvySenou proliferaci a novotvorbu zlazek. Zbytnéna tkan fyzicky limituje
vyprazdiiovani mocoveho méchyre.

Hyperplazie vSak mize vlivem androgent a dalSich faktor( (vék, Zivotni styl,
celkovy stav organismu apod.) pfechazet v nadorové bujeni, které se nejCastéji
objevuje v zevni (periferni) zéné. Prvotni znamkou nadorového bujeni je zvySeni
sekrece kyselé fosfatazy, jez mulUze byt detekovana v krvi pacienta,
&ehoz se vyuziva pfi diagnostice i monitoringu lé&by (Cihak, 2013).
fadime genetické vlivy (pfiCemz se jedna pravdépodobné o defekt autozomalné
dominantniho supresorového genu p53 ¢i pfitomnost onkogenu Bcl-2 (z angl. B-
cell lymphoma)), zvySujici se vék, stravovaci navyky (byla prokazana souvislost
s vys8i Cetnosti onemocnéni u muzld pfijimajicich nasycené mastné kyseliny,
mnohem méné ohroZeni nez Indoevropané) a predevSim hormonalni vlivy.
Androgeny jsou pro vznik karcinomu prostaty nezbytné, nejsou vsak jeho pficinou
(Capak, Kocak a Coupek, 2004; Capoun et al., 2015). Jelikoz doba potfebna
ke zdvojeni objemu karcinomu prostaty (angl. doubling time) byva delSi nez dva
roky, symptomy se C&asto objevuji az v pozdéjSich stadiich. Stejné jako
pfi BHP se i zde objevuji pfiznaky jako slaby ¢i pferuSovany proud modci, urgentni
mikce az inkontinence. Na rozdil od BHP, ktera vznika ve vnitini zoné,
se karcinom rozviji nejCastéji z periferni €asti a mikéni priznaky se tak objevuji
relativné pozdé, teprve pfi vyrazném zvétSeni karcinomu ¢i infiltraci mocového
méchyFe bufikami karcinomu. Casto je v8ak onemocnéni odhaleno aZ pfi vySetfeni
kosti pfi bolesti ¢i zlomening, kde se uz mohou nachazet Cetné metastazy
(Capak, Kocak a Coupek, 2004).

Stanoveni  diagnézy (viz Obr. 1) se opira o vySetfeni
per rectum — DRE (z angl. digital rectal examination). Provadi se v ramci skrininku
muzu nad 50 let. Pfi vySetieni se hodnoti elasticita tkané, symetrie, ohraniCeni
Zlazy a povrch. Ackoliv palpacné je mozné vySetfit pouze zhruba tfetinu povrchu
prostaty, Ize takto odhalit i zcela asymptomatické nadory. Nicméné i pfi normalnim
nalezu se stanovuje také hladina prostatického specifického antigenu
(PSA) vséru. Pfi nejasné hodnoté PSA se stanovuje také pomér volného
(fPSA) ku celkovému PSA (fPSA/PSA), ¢imz se specifita vySetfeni vyrazné zvysi.

Na rozdil od BHP jsou u KP hodnoty fPSA niz8i, pfiCemz pfi hodnotach
12



fPSA <18 % nasleduje transrektalni ultrasonografie (TRUS). Tato metoda
umozniuje zjistit objem prostaty i nadorového lozZiska a orientatné také penetraci
karcinomu do okolnich tkani. Pro stanoveni pfesné diagnozy se invazivné odebira
nékolik bioptickych vzork(l prostatické tkané. Na zakladé stanoveni diagndzy
a stadia nemoci je volen |é8ebny postup (viz. kapitola 1.6) (Capak, Kocak
a Coupek, 2004; Filipensky, Capak a Katolicka, 2012). Existuji dalsi typy
KP, napf. adenokarcinom duktalni ¢i mucin6zni, KP z pfechodného epitelu,
dale malobunécny, sarkomatoidni Ci adenoskvamozni karcinom. Ackoliv je jejich
prognoéza velice Spatna, vyskyt téchto forem karcinomlO je velmi vzacny
(Filipensky, Capak a Katolicka, 2012).

vySetieni per rectum

normalni nalez patologicky nalez
PSA
>10 ng/ml 2 - 10 ng/ml <2 ng/ml
f/t PSA
<18% >18%

Transrektalni sonografie

prostaty s biopsii Kontrolni vySetieni 1x rocné

Obr. 1: Schéma postupu diagnézy karcinomu prostaty. Prevzato a upraveno z Filipensky, Capak
a Katolicka, 2012; str. 151.
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1.4 Androgenni receptor (AR)

Androgenni receptor je 110kDa protein rodiny steroidnich transkripcnich receptoru
sestavajici z 919 aminokyselin, jeZz zprostfedkovava bunécnou odpovéd
na androgeny testosteron a DHT (Dehm a Tindall, 2011).
DHT se od testosteronu liS§i absenci jedné dvojné vazby (viz Obr. 2),

coz v dusledku zvySuje jeho afinitu k AR (Tan et al., 2015).

Testosterone Dihydrotestosterone

Obr. 2: Chemicka struktura testosteronu a dihydrotestosteronu (pfevzato z Tan et al., 2015).

Muzi maji jednu kopii AR genu na chromozomu X (na lokusu Xq11-12).
Region kodujici protein ma 2757 nukleotidd a obsahuje 8 exonu, s introny
o velikostech od 0,7 do 2,6 kb. Stejné jako ostatni Clenové rodiny jadernych
receptord, i AR se sklada ze tfi hlavnich domén: N-terminalni (NTD, rezidua
1-555), dale DNA vazajici doména (DBD, rezidua 555-623) a C-koncova ligand
vazajici doména (LBD, rezidua 665-919), ktera je pfipojena k DBD flexibilni
pantovou oblasti (rezidua 623-665), viz Obr. 3 (Tan et al., 2015).

X chromosome [ H ]

____________ 520 >15 26 56 48 08 "0F-.__

Intron size (kb)
AR gene 5’ 1 2 3 4 5MH6MH 7 8 3
. FaNF AF1 (142-485) WHTLFY, % /’
‘q@32)  ————— (33437855 63665 919
AR protein N u NTD I DBD LBD I- C terminus
A = Hinge =.  Helix12
Tau-1 Tau-5 NES HES
(110-370) (360-485)

Obr. 3: Struktura genu AR a proteinu AR. Prevzato z Tan et al., 2015.

Exon 1 koduje celou NH2-terminalni doménu (NTD), coz predstavuje zhruba
60 % celého AR (Dehm a Tindall, 2011). NTD obsahuje glutaminové repetice
14



(CAG repetice), jejichz polet se mulze u pacientd liSit (vétSina muzl
ma 19-25 repetic), coz se projevi variacemi vSech aminokyselin v AR.
Bylo registrovano cca 919 aminokyselin v databazi mutaci AR genu.
KratSi glutaminové repetice jsou spojovany s vysokou transkripcni aktivitou
AR, €imz pro pacienta predstavuji vySSi riziko vzniku KP. Naopak pacienti
s Kennedyho chorobu (dédiCna svalova atrofie) maji dlouhé CAG repetice
(>40), ¢imz vznika nizka transkripni aktivita AR, projevujici se gynekomastii,
erektilni dysfunkci, testikularni a svalovou atrofii (Fujita a Nonomura, 2019).

Exon 2 koduje prvni “zinc-finger” oblasti DBD, coZ je oblast rozpoznavajici
DNA. Exon 3 koduje druhy “zinc finger” v DBD, jenz funguje jako mustek
pro tvorbu dimeru se sousedni molekulou AR. Exony 4-8 kéduji kratkou a flexibilni
pantovou oblast a COOH-koncovou doménu, ze které vychazi ligand-vazajici
doména a transkripni oblast AF2 (z angl. activation function 2). Kazda z téchto
proteinovych domén ma dulezity vyznam v normalni aktivaci AR androgenovymi
ligandy. AR protein bez navazaného ligandu je lokalizovan v cytoplazmé
v komplexu s Hsp90 (protein teplotniho Soku, z angl. heat shock protein 90)
a dalSimi molekularnimi chaperony. Po navazani androgenu
k LBD dochazi ke zméné konformace a kompozice tohoto multiproteinového
komplexu, ¢imz dojde k uvolnéni jaderného lokaliza¢niho signalu v pantové oblasti
a nasleduje interakce s transportnim proteinem (importin-a) a skrze pory
translokace do jadra (Dehm a Tindall, 2011). NTD obsahuje regulacni region
transkripce AF-1 (z angl. activation function 1) a LBD ma AF-2. Po navazani
DNA dimer AR vytvafi komplex s koaktivatorem a koregulacnimi proteiny
v oblastech AF-1 a AF-2 (Fujita a Nonomura, 2019).

V jadfe se AR ve formé dimeru navaze na promotor a zesilova¢ cilovych
genu (Dehm a Tindall, 2011). AR reguluje genovou expresi napf. fuznich genu,
ristovych stimulatort, transkripénich faktort, regulatord bunééného cyklu atd.
AR také potlaCuje transkripci. Formovani aktivaCnhiho komplexu zahrnuje
AR, koaktivatory a RNA polymerazu Il pro navazani na zesilova¢ i promotor,
zatimco vytvoreni represivniho komplexu vyzaduje navazani faktord pouze na
promotor (Fujita a Nonomura, 2019).

VSechny tfi domény jsou pro receptor dullezitou soucasti.
Vysoce konzervativhi doména DBD pfipojuje AR k promotoru a zesilovadi
(enhanceru) cilovych gena pfimym navazanim k DNA, ¢imz je AF-1 a AF-2
z NTD a LBD umoznéno stimulovat transkripci téchto genu.
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Zatimco AF-1 (rezidua 142-485) v NTD je aktivni permanentné, AF-2 je zavisla na
ligandu (Tan et al., 2015).

1.4.1 Varianty androgenniho receptoru

Mechanismy rezistence KP jsou zapfiCinény variantami AR — aberacemi
AR, vysokou expresi, genovou amplifikaci, mutacemi. Varianty AR jsou zkracené
proteiny bez ligand-vazajici domény, coz umozfiuje AR signalizaci i pfi absenci
androgenu. Existuji dva mozné mechanismy pro vytvofeni variant AR v kastracné
rezistentnim karcinomu prostaty (CRPC), strukturni zmény v AR genu
a alternativni mRNA sestfih (Sciarra et al., 2019).

Jiz vice nez dvacet let je znamo, Zze AR ma ruzné varianty sestfihu,
viz Obr. 4. Wild-type AR (WtAR) ma NTD doménu kdédovanou exonem 1,
DBD exonem 2 a 3 a LBD exonem 4-8. Je ale znamo vice nez 20 rliznych variant
AR, pfiCemz vétSina z nich postrada nékteré C-koncové domény, véetné LBD.
Pravé LBD je vSak cilem |éCiva enzalutamidu, tudiz tyto varianty AR jsou funkéné
aktivni i bez androgenl. AR hraje zasadni roli v karcinomu prostaty,
predevSim pfi CRPC. Androgenni deprivace sice dokaze potlaCit hormonalné
vnimavy karcinom prostaty, ale ten nakonec méni AR a pfizpusobi se a preziva
i pfi kastragnich hladinach androgenu. Vyzkumy dokazuji, Zze AR je i v CRPC stéale
aktivni a stava se tak potencialnim cilem pro terapii CRPC (Fujita a Nonomura,
2019).

oo s Eon ZHEHE-BHE-EHE- -

AR protein N-terminal NTD B0 |[HR| 1BD | C-terminal
AF-1 AF-2

AR variant

s w0 EICE

s
s
rvr

AR-V567es NTD DBD |HR | LBD |

Obr. 4: Struktura AR a AR variant, které postradaji DNA-vazebnou doménu
Ci ligand-vazajici doménu. NTD — N-koncova doména, HR — pantova oblast,
AF-1 — aktivacni funkce 1, AF-2 — aktivaéni funkce 2, CE — krypticky exon. Prevzato z Fujita
a Nonomura, 2019.

16



1.4.2 AR-V7

Uloha AR ve spojitosti s jeho sestfihovou variantou 7 byla dlouho neznama, az v
roce 2014 Antonarakis et al. objevili souvislost mezi variantou AR-V7 v
cirkulujicich nadorovych burnkach a vysledcich pacientt s KP léCenymi
androgenovymi inhibitory druhé generace. Ackoliv AR-V7 muze byt detekovan v
neléCeném KP i v benigni prostatické tkani, jeho hladina byva nedetekovatelna
metodami hybridizace i imunohistochemickymi. V. CRPC byva exprese AR-V7
vyrazné vySSi, kvuli genové amplifikaci a antiandrogenni terapii (Sciarra
et al., 2019).

AR-V7 je zkracena na konci exonu 3 a obsahuje 16 aminokyselin z exonu 3.
AR-V7 spolu s AR-V1 byvaji nejCastéji se vyskytujici varianty AR u pacientl
s CRPC (Fujita a Nonomura, 2019). AR-V7 je produktem alternativniho sestfihu
genu pro AR, obsahuje DNA-vazajici doménu, avSak postrada ligand-vazajici
doménu, ¢&imz pfispiva k aktivaci onkogennich signall a proliferaci bunky
(Scher et al., 2018). Buriky karcinomu prostaty, jenz exprimuji wtAR a sestfihové
varianty AR jsou na androgenech nezavislé a rezistentni k enzalutamidu
a abirateronu (Fujita a Nonomura, 2019). Varianty AR, v€etné AR-V7,
jsou bunkami KP vytvafeny jako reakce na stresovou situaci,
jako je napf. androgenni deprivace. V tomto stavu totiZz dochazi k vysSi transkripci
AR, vc€etné jeho variant. Nicméné se zda, Ze pozitivita AR-V7 nema vliv na 1éCbu
taxany, dalsi moznost terapie mCRPC (metastaticky CRPC).
Navic, jelikoz produkce AR-V7 je reverzibilni, bylo prokazano, ze pfi Ié€bé taxany
se mohou bunky KP stat zase AR-V7 negativnimi, a tedy opét citlivymi na l1éCbu
ARTA (androgen receptor axis target therapy) (Buchler, Bobek a KoloStova, 2018).

Da se tedy predpokladat, ze pozitivita/negativita AR-V7 by mohla byt kliCova
pro volbu lécby mezi ARTA terapii a taxany u pacientt s mCRPC. Na druhou
stranu, pouziti mRNA jako zdroj AR-V7 jako biomarkeru pfi tekuté biopsii
ma sva omezeni, nebot stabilita krve je zavisla na odbérové zkumavce a dobé
zpracovani vzorku a je zde problém rozeznat, zda je u transkripniho faktoru
AR-V7 kodujici protein lokalizovan skute€¢né uvnitf bunécného jadra, kde pusobi
jako onkogenni faktor (Scher et al., 2018).
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1.5 Kastraéné rezistentni karcinom prostaty (CRPC)

U zhruba 20 % pacientd s hormonalné naivnim KP se po péti letech androgenni
deprivace rozvine CRPC. Toto stadium doprovazi progrese PSA a také klinicka,
napf. kostni komplikace. Pacienti s CRPC mivaji nejhorSi progndézu a vétSina
z nich prezivd méné nez dva roky (Capoun et al., 2015). CRPC je definovan
kastracnimi hladinami testosteronu v séru (<50 ng/dl nebo 1,7 nmol/l) sou€asné
s progresi biochemickou ¢i radiologickou. Podminkou pro potvrzeni biochemické
progrese tumoru jsou tfi po sobé jdouci vzestupy PSA v séru s odstupem alespon
hodnota

PSA po urcité I1éEbé) a zaroven je hladina PSA > 2 ng/ml. Radiologicka progrese
karcinomu je potvrzena pfi vyskytu dvou a vice novych kostnich 1ézi odhalenych
pomoci kostniho scanu Ci progrese lézi mékkych tkani podle kritérii
RECIST (z angl. Response Evaluation Criteria in Solid Tumor). V dobé této
diagnézy ma vétsSina pacientd uz metastazy (mCRPC), nicméné existuje i podil
pacientd bez metastaz, oznaCovany jako nemetastazujici CRPC (nmCRPC).

Pfi terapii nmCRPC, kdy je volbou vy&kavani, antiandrogeny prvni generace
(napf. bicalutamid) nebo  estrogeny, je cilem prodlouzit dobu
pfed rozvojem metastaz. Zadna ze jmenovanych moznosti terapii v8ak podle
dostupnych zjisténi nepfispéla k prodlouzeni Zivota. Teprve vyvoj nejnovéjSich
antiandrogent v poslednich letech poskytuje pro pacienty s nmCRPC nad§ji

na delSi preziti (Heidegger, Brandt a Heck, 2020).

1.6 Moznosti terapie

Pro zvoleni vhodné terapie je velice dulezité stanoveni stadia (stagingu) nemoci
(viz Obr. 5). Ktomu se vyuziva TNM klasifikace. Kategorie T posuzuje velikost
nadoru, pficemz je nejCastéji pouzivano digitalni rektalni vySetreni Ci transrektalni
sonografie a nasledné histologické vySetfeni nadorové tkané ziskané pfi radikalni
prostatektomii. Pismenem N se oznacuje stav uzlin, které se vySetfuji metodou
pocitacové tomografie (CT) ¢i magnetické rezonance (MR), bohuzel s vysokym
rizikem faleSné negativity (> 20 %). V pfipadé pozitivniho nalezu byva pozménéna
terapie pacienta, nejCastéji na radioterapii. Oznaceni M se pouziva pro vySetieni
metastaz, jejichz pfitomnost musi byt vylouCena predtim, nez je pacientovi
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nasazena kurativni terapie. Mezi standardni vySetfeni patfi scintigrafie skeletu
(jenz na rozdil od rentgenu (RTG) dokaze odhalit metastazy dfive o nékolik
mésicl), dale RTG plic a ultrazvukové vySetfeni jater. Pfi sérové hladiné
PSA < 10 ng/ml je pFitomnost vzdalenych metastaz malo éasta (Filipensky, Capak
a Katolicka, 2012).

histologie, staging

Tla No Mo T1b-3 No Mo T1-4 N1 MO-1
> 65let <65let <70let >70let antiandrogenni
PS +- PS + PS + PS+- terapie
— - : : progrese tumoru
observace radikalni prostatektomie radioterapie
"wait and see"
= = chemoterapie
progrese stablllzovevmfe RE N& bez znamek lokdIni 1é€ba
tumoru onemocnéni nemoci anelgezie
antiandrogenni lécba, -
- - - sledovani
pfi R+ radioterapie
bez zndmek

progrese tumoru

nemoci

Postup jako pfi T1b-3 No MO Postup jako pfi T1-4 N1 MO-1

nebo T1-4 N1 MO-1

Obr. 5: Schéma algoritmu terapie karcinomu prostaty. Pfevzato a upraveno z Capak, Kocak
a Coupek, 2004.

V pfipadé stadia T1a NO MO se pfi terapii vychazi z predpokladu, ze starSi muze
a diky
monitorovani stavu stanovovanim PSA bez radikalnich |éCebnych postupl

tento karcinom vzhledem kdlouhému ,doubling time“ neohrozi
zUstane zachovana kvalita Zivota (Capak, Kocak a Coupek, 2004).
Lokalizovany KP (T1b-3 NO MO) je primarné
prostatektomii a/nebo radiacni terapii a 1é¢ba je v tomto stadiu vétSinou velmi
dobre (Rice, 2019).

Pfi radikalni prostatektomii je chirurgicky odstranéna prostata v€etné pouzdra

[éCen budto radikalni

zvladnutelna Malhotra a Stoyanova,
a semennych vackul, nékdy také véetné miznich uzlin. V sou¢asné dobé se porad
jedna o nejcastéjSi volbu |éCby pro lokalizovany KP. Teprve u pacientu,
ktefi nemohou C€i nechtéji podstoupit radikalni prostatektomii, je volbou IéCby
radioterapie (Capak, Kocak a Coupek, 2004).
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Metastazujici Ci opakujici se KP (T1-4 N1 M1) se vétSinou IéCi pomoci
hormonalni terapie ¢&i androgenni deprivace (kastrace) (Rice, Malhotra
a Stoyanova, 2019).

KastraCnich hladin androgent l|ze dosahnout orchiektomii (odstranéni
varlete) €i podavanim analog hormonu uvolnujiciho luteinizacni hormon (LHRH).
Oba pfistupy jsou stejné ucinné, co se tyCe navozeni kastracnich hladin
androgent  (Capak, Kocadk a Coupek, 2004). Podavani agonistd
(syntetickych  derivatt) LHRH nepfimo zplUsobuje blokaci sekrece
LHRH z hypotalamu, kvuli navozeni faleSné nadbyte¢nosti neaktivniho LHRH.
Naopak, antagonist¢ @ LHRH pfimo  blokuji receptory pro LHRH
(Capoun et al., 2015).

Jako dalSi pfistup se nabizi antiandrogenni léCiva, viz kapitola 1.6.2.
KP lé€en androgenni deprivaci miva z pocatku vyborné reakce, nicméné vétSina
pfripadu presto konc&i navratem KP v pribéhu nékolika mésicua, diky alternativnim
mechanismum signalizace AR. K témto patfi napfiklad amplifikace
AR ¢&i alternativni sestfih, intratumoralni produkce androgenu ¢&i produkce
androgenu nadledvinkami. V téchto pfipadech je KP povazovan za kastracné
rezistentni a v souCasnosti je nelécitelny.

CRPC casto tvofi metastazy a je oznaCovan jako posledni faze onemocnéni
se stfedni dobou Zivota 9-36 mésicu. Je tedy zodpovédny za vétSinu umrti
spojenych s karcinomem prostaty (Rice, Malhotra a Stoyanova, 2019). MozZnosti
terapie CRPC zahrnuji pouziti chemoterapeutik (v pfedni linii docetaxel, pozdéiji
cabazitaxel), dale ARTA terapie — pouziti inhibitord androgenni signalizace
(abirateron a enzalutamid), imunoterapeutik (sipuleucel-T) a radioterapie pomoci
radia-223 (Komura et al., 2018). Vzhledem ktomu, Ze jsou objevovany dalSi
a dalsi mutace Ci jiné mechanismy rezistence k souasnym moznostem terapie,
jsou vyvijeny novéjSi a cilenéjSi pfistupy a léCiva, jako napfiklad olaparib,
PARP inhibitor, pouzivany jako Iék po selhani terapie abirateronem

¢i enzalutamidem (Martin, Chen a Parikh, 2017).

1.6.1 Antiandrogenni léciva

Je znamo, Zze KP je vnimavy k ménici se hladiné androgenu. Predev§im
v Gasnych stadiich zodpovidaji za proliferaci KP. Casteéna androgenni deprivace

kastraci mize nemoc zastavit i na mnoho let. Nicméné, nakonec se vétSina
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KP stane k androgenni deprivaci rezistentni a vznika tim CRPC. Na zacatku
let 1980 se totiz ukazalo, ze vKP se i nadale vyskytuji hladiny androgen
postacujici k androgenni signalizaci i po kastraci, pfestoZze hladina testosteronu
v séru klesla o vice nez 95 % (Crawford et al., 2018). Vice nez 95 % testosteronu
je u muzi produkovano varlaty, pfesto ale zbylych 5 % produkovanych
nadledvinkami, prostatou a intratumoralné hraji vyznamnou roli v rozvoji
rezistence, jelikoz i nepatrné vySSi exprese AR stacCi k interakci s androgeny,
¢imz se tumor postupné stava citlivéjSim i k niz8im hladindm androgenu.
Navic, cela tretina CRPC pacientt ma AR amplifikovan
(Rice, Malhotra a Stoyanova, 2019).

Antiandrogeny jsou latky, které soutézi s cirkulujicimi i lokalnimi androgeny
o vazbu k AR. Antiandrogeny jsou obecné Kklasifikovany jako steroidni
Ci nesteroidni, pficemz se dale [iSi chemickou strukturou, farmakologickym
efektem a bezpecnostnimi profily.

Steroidni antiandrogeny dokazou snizit hladinu testosteronu, ale také se vazi
na jiné hormonalni receptory (napf. LHRH). Steroidni antiandrogeny byly pro 1é¢bu
KP pouzivany dfive nez nesteroidni. CPA (Cyproteron acetat), prvni steroidni
antiandrogen, kompetitivné blokoval vazbu DHT a testosteronu k AR.
Pfi samotném pouziti byl efekt CPA srovnatelny s chemickou kastraci. DalSi
steroidni antiandrogeny jsou megestrol acetat a medroxyprogesterone acetat.
Steroidni antiandrogeny maiji spoustu vedlejSich ucinkd, v€etné ztraty libida
a impotence — diky snizujicim se hladinam testosteronu a androgenni aktivity.
Z tohoto duvodu byly hledany jiné latky s vétSi selektivitou pro AR.

Nesteroidni antiandrogeny byly objeveny na prelomu 60. a 70. let minulého
stoleti a cilené ucinkovaly pouze na AR bez progestativnich u&inkd jako CPA.
Pfi samotném podavani u nekastrovanych muzu zvySovaly libido a potenci.
Nesteroidni antiandrogeny jsou pouzivany jako monoterapeuticka |éCba
ke zvySeni hladiny testosteronu u intaktnich jedincli a jsou vice specifické k AR.
k 1éCbé KP v zapadnich zemich (Crawford et al., 2018).

Antiandrogeny se od LHRH antagonistu lisi tim, Ze blokuji specificka mista
androgenni signalizace. Prvni generace antiandrogend, bicalutamid, nilutamid
a flutamin brani translokaci AR do jadra a pfedchazi pfirozené signalizaci.
Druha generace antiandrogenu, enzalutamid, apalutamid a darolutamid tento

mechanismus jeSté vylepSuji (Rice, Malhotra a Stoyanova, 2019).
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Abirateron, aktivni metabolit abirateron acetatu, zabraruje biosyntéze androgenu
tim, Ze inhibuje cytochrom P-450 c17 (CYP17), €imz dochazi k potlaeni syntézy
androgenl v nadledvinach a intracelularniho testosteronu v nadorovych burnkach
(Hradec a Capoun, 2018).

Prvni pokusy o inhibici AR zacaly s prvni generaci antiandrogenu,
steroidnich analogu s cilem zablokovat aktivaci AR ligandem. AvSak brzy bylo
zfejmé, Ze doSlo k vyvinuti rezistence k témto inhibitordm. Bylo objeveno,
Ze pfi nadmérné expresi AR, coz je pro agresivni KP typické, dochazi
u antagonistll AR prvni generace k pfeméné a naslednému chovani jako agonisté,
jez podnécuji progresi tumoru. Tato pfeména vede ke zvySené hladiné
MRNA AR a proteinu, coz vede k rozvoji rezistence k antiandrogeni terapii.

Tento problém vedl k vyvoji druhé generace antiandrogenu, zvlastni duraz
byl kladen na zachovani vlastnosti antagonisty i pfi nadmérmému vyskytu AR.
Navic, prvni generace antiandrogent téméf vlabec nezachytava mutacni
AR a v pfipadé preruseni lécby bicalutamidem byl Casto pozorovan syndrom
androgenového odnéti, pfi kterém tumor ustupoval kvali mutacim
AR a agonistickych vlastnosti bicalutamidu. Pfed vyvojem antiandrogent druhé
generace  bylo nejefektivnéjSim  zpusobem |éCby CRPC taxanové
chemoterapeutikum docetaxel a cabazitaxel. Jiné moznosti |éCby zahrnovaly
imunoterapii pomoci sipuleucel-T vakciny. Sipuleucel-T je prvni vakcina zalozena
na  dendritickych  bunkach. Tato  vakcina vychazi z  vyzkumu
Dr. Edgar G. Engelmana, ve kterém jsou sbirany dendritické bunky pacientd
a ovliviiovany fuznim proteinem PAP (z angl. rekombinant prostatic acid
phosphatase fusion protein) a vloZzeny zpét do pacienta, coz vedlo ke stimulaci
autoimunity ke KP (Martin, Chen a Parikh, 2017; Rice, Malhotra a Stoyanova,
2019).

Antiandrogeny druhé generace zvySily specifitu k AR, vykazuji vysSi afinitu
nez pfedchozi generace, jsou k AR vyhradné antagonistické a nevyvolavaji
syndrom androgenového odnéti. Tyto IéCiva vyznamné prodlouzily Zivot pacientd,
zvySily dobu pfeziti bez metastaz o nékolik mésicu a snizily cirkulujici
a intratumoralni hladiny androgend a sérového PSA. Bohuzel ani pfes
tyto pokroky stale neni CRPC zcela IéCitelny (Rice, Malhotra a Stoyanova, 2019).
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1.6.1.1 Souc€asné nesteroidni antiandrogeny

K nejnovéjSi generaci nesteroidnich antiandrogent Fadime enzalutamid,
apalutamid, darolutamid (Crawford et al., 2018).

Enzalutamid je nesteroidni antiandrogenni |éCivo s vysokou afinitou
k LBD (ligand binding domain) AR (Fujita a Nonomura, 2019). Tato latka
je selektivni antagonista AR, ktery inhibuje translokaci AR do jadra, kde dochazi
k aktivité kofaktord a navazani na DNA, pouziva se pfi lécbé pacientd
s CRPC (Crawford et al., 2018).

Apalutamid je nesteroidni antiandrogenni léCivo s vySSi ucCinnosti
nez enzalutamid. Vaze se k LBD a na rozdil od enzalutamidu, postrada
agonistickou aktivitu. Apalutamid inhibuje jadernou lokalizaci a navazani
DNA androgenniho receptoru v bufikach karcinomu prostaty (Fujita a Nonomura,
2019).

Tretim léCivem patfici do této generace je darolutamid. Darolutamid je oproti
dvéma predchozim Iékim strukturalné odliSny. Na rozdil od enzalutamidu
ma darolutamid nizSi schopnost penetrace skrz hematoencefalickou bariéru
a jiz po osmi hodinach je jeho mnozstvi v mozku nedetekovatelné. Diky tomuto
predstavuje pro pacienta nizSi riziko ovlivnéni centralniho nervového systému.
DalSim rozdilem je fakt, Zze pfi samostatném podavani darolutamidu nedochazi,
alespon u mysi, ke zvySovani hladiny testosteronu. Darolutamid inhibuje navazani
androgenu k AR. Plsobi jako antagonista k mutovanému AR, vcéetné varianty
AR-V7, ktera je zodpovédna za rezistenci k enzalutamidu a apalutamidu.
V soucasnosti toto IéCivo podstupuje treti fazi testd u muzd s vysokorizikovym
nemetastazujicim CRPC (Crawford et al., 2018; Fujita a Nonomura, 2019).

K nové vyvinutym latkam patfi i galateron. Galateron je novy androgenné
zaméreny lék, jenz inhibuje CYP17, plsobi jako antagonista AR a redukuje
expresi AR v bunkach karcinomu prostaty tak, ze zplUsobuje zvyS$eni degradace
WtAR i AR-V7 (Fujita a Nonomura, 2019).

1.6.2 Primarni a sekundarni rezistence

Nadory obecné jsou sloZzeny z heterogenni populace bunék, jez vykazuji riznou
senzitivitu vac&i rlznym pfistupdm terapie. Béhem I[éCby, v idealnim pfipadé,
dochazi ke snizovani poCtu nadorovych bunék az po kompletni remisi.
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Vzhledem Kk riznorodosti bunék v populaci nadoru v ném ovSem existuji také
buriky pfirozené rezistentni k terapii, a pravé tyto jsou zodpovédné za primarni
rezistenci. Velmi €asto se jedna o kmenové bunky karcinomu, které si vypéstovaly
celou Skalu mechanismu, jak odolat poskozeni bé&hem I|éCebnych postupd.
Pfrestoze dle zobrazovacich metod je pacient v remisi, tyto rezistentni nadorove
buriky byvaji zodpovédné za relaps nemoci (Liberko, 2019).

Za mechanismy primarni rezistence nadoru kléCbé jsou povazovany
genomové zmeény, napi. bodové mutace, zmény v genu AR (amplifikace, exprese
sestfihovych variant, jez jsou nezavislé na ligandu), ale také vnitini nadorova
exprese androgenu €i potlaceni mechanisml signalizace. Primarni rezistence
nadoru je tedy dana geneticky (Rice, Malhotra a Stoyanova, 2019).

Sekundarni rezistence vznika na zakladé selekcniho tlaku béhem I[écCby.
Primarné rezistentni bunky, jimz se podafilo dosud pfezit, jsou vystavovany dalSim
metodam terapie. Aby byly nadale schopny pfezivat, musi podléhat dalSim
a dalsim mutacim, coz vede krozvoji vySSi agresivity a rezistence.
Nakonec zUstava populace rezistentni k dané 1écbé. Pfi zméné terapie je znovu
¢ast bunék usmrcena, ovSem Cast opét podléha genetickym zménam a pfeziva.
Kazda dalsi linie |éCby byva kvuli této ,ziskané® sekundarni rezistenci méné
ucinna (Liberko, 2019). Pro personalizovanou medicinu a efektivni volbu |éCby
karcinomu prostaty je dllezité identifikovat geny, jez by mohly byt potencialnimi
zdroji rezistence klécbé. V této diplomové praci byla zkoumana exprese
vybranych genl ve vztahu ke stadiu onemocnéni a zvolené terapii pomoci tekuté

biopsie.

1.7 Tekuta biopsie

Tekuta biopsie je neinvazivni metodou odbéru krve pacienta za ucelem izolace
rakovinnych komponent (CTCs, ccfDNA/RNA a exozomu) z periferni krve a jejich
nasledné analyzy (Palmirotta et al., 2018). Pro pacienty s pokroc€ilym karcinomem
prostaty byla v poslednich letech vyvinuta fada terapii, jez zvySuji Sanci na preziti
a omezuji symptomy. Nicméné, optimalni metoda pro predikci ¢i monitoring
odpovédi na IéCbu zatim vyvinuta nebyla. Tekuta biopsie v8ak slibuje moznost
zhodnoceni stavu pacienta s potencialni aplikaci pfi vSech stadiich onemocnéni
(Zainfeld a Goldkorn, 2018).
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Skrinink krevniho vzorku vysoce rizikovych pacientt by v jistych pfipadech
mohl byt analyzovan pro genomové alterace typické pro urCity nador, jako nastroj
pro identifikaci pfipadné malignace. SouCasnym zlatym standardem pro klinické
a vyzkumné genomové profilovani tumoru je paralelni srovnani tumorové
a normalni tkané sekvenovanim z bioptického vzorku. Po zpracovani standardniho
vzorku mulze byt nadorova Dbiopsie nedostaCujicim mnozstvim tkané
pro genomové sekvenovani. Navic, frakce nadorovych bunék vzhledem k poctu
normalnich bunék je v kazdé biopsii rozdilna, tudiz opét muze byt nedostatek
materialu, coz vyzaduje opakované biopsie, které jen dale zvySuji riziko
pro pacienta. Vzorky z jediné oblasti tumoru dale omezuji komplexnost
genomoveého sekvenovani nadoru, vzhledem k pravdépodobné intratumoroveé
heterogenité (Krishnamurthy et al., 2017).

Tekuta biopsie ale otevira zcela nové moznosti. Tato metoda zahrnuje
detekci a izolaci cirkulujicich nadorovych bunék (CTC), cirkulujici
nadorové DNA/RNA (ccfDNA/RNA) a exozomd, viz Obr. 6. Tyto komponenty slouzi
jako zdroj genomické a proteomické informace o pacientech s karcinomem
(Palmirotta et al., 2018).
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Obr. 6: Princip tekuté biopsie; popis jednotlivych komponent tumoru izolovatelnych z periferni krve
pacienta a jejich viastnosti vyuZitelné pri analyze (pfevzato a upraveno z Palmirotta et al., 2018).

Presnost této metody je znacné zvySovana diky pokroku v molekularnich
technikach, od metod zalozenych na PCR, DNA sekvenovani, digitalni PCR
az po moderni NGS (z angl. next generation sequencing) technologie
(Cheung, Chow a To, 2018).
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Ve studiich porovnavajicich plazmu a nadorovou tkan, byla potvrzena vice
nez 80% shoda v aberacich tumorové nukleové kyseliny, pfi¢emz nékteré
vysledky potvrzovaly, Ze krevni vzorek poskytoval vice kompletni profil tumoru
oproti tkanové biopsii, kvali heterogenité mezi primarnim tumorem
a metastatickymi loZisky. V pfipadé plazmy, cirkulujici nadorova DNA (ctDNA)
obsahovala vSechny nebo vétSinu zmén tkanové tumorové DNA, a navic i dalSi
dodate¢né mutace. Tyto vysledky potvrzuji, Ze analyza CctDNA muze
poskytovat vice nez 80% citlivost a 98-100% specifitu
(Krishnamurthy et al., 2017).

1.7.1 Vyuziti tekuté biopsie

Pavodné bylo vyuziti tekuté biopsie spojovano s prognézou, ale nyni pfichazi
do uvahy pouziti pfi diagnostice, v€etné moznosti skrininku a pfedevs§im odhadu
odpovédi nebo rezistence k podané lécbé (Palmirotta et al., 2018).

Pokud si totiz pacient vyvine rezistenci k cilené terapii, je pro zvoleni jiné
vhodné terapie velice dllezita analyza dalSich vzorkd nadoru, pokud mozno pfimo
z rezistentnich klon. Nicméné, ziskani tkanového &i cytologického vzorku byva

invazivni a mnohdy dokonce nemozné (Cheung, Chow a To, 2018).

1.7.2 Vyhody tekuté biopsie

Tradi¢ni biopsie je limitovana mnozstvim ziskané tkané, jenz je omezeno velikosti
pouzitého nastroje a oblasti cilové tkané. Tekuta biopsie ovdem nabizi mozZnost
detekovat a analyzovat karcinom z rtuznych télnich tekutin (napf. mo¢ a krev),
tudiz v porovnani s konvencnimi tkanovymi Ci cytologickymi vzorky, predstavuje
neinvazivni, bezpec€nou, levnou, rychlou, efektivni a snadno opakovatelnou
metodu. Z hlediska heterogenity karcinomu se pfedpoklada, Zze ctDNA by mohla
lépe reprezentovat cely tumor oproti klasickému bioptickému ¢i cytologickému
vzorku (Cheung, Chow a To, 2018).

Identifikace specifickych mutaci v cilovych genech muze pomoci pfi vybéru
terapie, urCit vhodnost |éCby a také identifikovat sekundarni rezistenci, s cilem
rozpoznat progresi nemoci mnohem dfive, nez bylo mozné dosud (Palmirotta
et al., 2018).

26



V pfipadé tekuté biopsie se jedna o smésici DNA pochazejici z nékolika
nadorovych lozisek, poskytujici reprezentativnéjSi informace o malignité
v porovnani s biopsii z jediné oblasti tumoru. Dale, krevni fecCisté je snadno
pristupny a minimalné invazivni zdroj nadorové DNA, umozrujici opakované
a dlouhodobé profilovani nadorového genomu, pro relativné bezpecny zplsob
monitorovani nadorové heterogenity a odpovédi ¢i rezistenci klécbé
(Krishnamurthy et al., 2017).

1.7.3 Nevyhody tekuté biopsie

Navzdory obrovskému potencialu této metody se objevuji také jista omezeni,
a ne vSechny Klinicky dulezit¢é biomarkery mohou byt touto technikou
v soucasnosti detekovany. Klinicka potfeba mnoha takovych analyz vyzaduje dalSi
ovéfovani a validace. PrestoZe tekuta biopsie ma vyhodu v bezpeném sbéru
vzorku, mnozstvi ziskané tumorové DNA je vétSinou velice malé. Kvuli tomuto
je nejvetsi prekazkou v této metodé samotna analyza vzorkd. K odliSeni tumorové
cirkulujici DNA od DNA z normalnich bunék jsou potfeba citlivé metody, které umi
detekovat aberace specifické pro karcinom. Mezi vhodné metody proto patfi
napfiklad alelové specificka PCR (také znama jako ARMS), digitalni PCR nebo
kvantitativni PCR. Pro pouZiti téchto metod je potfeba dobfe charakterizovat
zdjmové mutace, aby alelové specifické primery (pro ARMS) nebo proby
(pro digitalni PCR) mohly byt specificky navrzeny pro mutaci v konkrétnim lokusu
(Cheung, Chow a To, 2018).

1.7.4 Cirkulujici volna DNA (ccfDNA)

Cirkulujici volna DNA (z angl. circulating cell-free DNA) je extracelularni DNA
pfitomna v nizkych koncentracich u zdravych jedincl, zvySena hladina byva
u patologickych stavu (zanét, stres, autoimunitni onemocnéni). Muze vznikat
apoptézou i nekrézou (viz Obr. 7) a byva pfitomna v plazmé v mnozstvi
10-1500 ng/ml a jeji velikost se pohybuje mezi 60 az 200 bp. MUze pochazet také
z maligni tkané (z angl. circulating tumor DNA, ctDNA) hlavné u pacientu
s malignitami v pokroCilém stadiu. Je uvolfovana nekrézou z bunék primarniho
nadoru nebo metastaz. V sou€asnosti I1ze ctDNA izolovat z pIné krve pacientl

purifikaci plazmy. | jednoducha kvantifikace poméru ctDNA/ccfDNA muze byt
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pouzita jako marker, nebot jak zjistil Carreira et al., hladina ctDNA u pacient(
s pokroCilym karcinomem prostaty koreluje se stadiem nadoru a odpovédi
na l|éCbu abirateronem. Oproti CTCs je ctDNA snadnéji dostupna, nebot
je z nadorového loZiska vyplavovana bézné, kdezto pocet CTCs v periferni krvi
muze byt dosti omezeny. Nicméné, CTCs pravdépodobné reprezentuji
ty nejagresivnéj§i a nejnebezpecnéjsi stranky fenotypu karcinomu,
ale ctDNA mulze pochazet i z bunék, jez umiraji v odpovédi na l1éEbu a nemusi

tudiz poskytovat adekvatni informace (Morrison a Goldkorn, 2018).
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Obr. 7: Uvolnéni a extrakce ccfDNA zkrve. ccfDNA je uvolfiovédna jak ze zdravych,
tak ze zanétlivych ¢&i patologicky zménénych (rakovinnych) bunék podstupujici apoptézu
Ci nekrozu. ccfDNA lIze extrahovat ze vzorku krve a detekovat i kvantifikovat genetické zmény
v DNA nadoru. Mezi rakovinné zmény v genomu buriky patfi bodové mutace (na obrazku fialové,
Cervené, zelené a modré fetézce DNA), zmény v poctech kopii gen(i (na obrazku cervené casti
chromozomdi) a strukturalni pfemény (na obrazku zelené a Cervené retézce DNA). Prevzato
z Crowley et al., 2013.
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1.7.5 Cirkulujici nadorové bunky (CTCs)

Cirkulujici nadorové bunky jsou burnky nadoru vyplaveny do krevniho Fecisté
pochazejici z primarniho loZiska € metastaz a disponuji schopnosti zakladat nové

metastazy, viz Obr. 8. Mimo to pfedstavuji také potencialni neinvazivni
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a reprodukovatelny prostfedek pro analyzu. Prestoze byly objeveny jiz
v 19. stoleti, teprve pokrocCilé technologie umoznily objevit jejich pravy potencial
(Morrison a Goldkorn, 2018).

CTCs lze ziskat pozitivni selekci zalozenou na expresi membranovych
molekul (napf. EpCAM) ¢i negativni selekci na zakladé fyzickochemickych
vlastnosti CTC, jako je napf. velikost, hustota, povrchovy naboj atd. k rozliSeni
CTCs od ostatnich bunék (Lang, Casavant a Beebe, 2012).
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Obr. 8: Z heterogenni  populace nadoru se mohou nékteré buriky  uvolriovat
do krevniho fecisté (CTCs) a predstavuji potencialni riziko tvorby metastaz. Prevzato a upraveno

z Lang, Casavant a Beebe, 2012.

Dulezitost CTCs pro diagnostiku KP spociva v tom, Ze rakovinné metastazy,
vzniklé kolonizaci vzdalenéjSich tkani a organt CTC burikami, jsou zodpovédné
za vétSinu umrti spojenych s rakovinou. Ackoliv se CTCs objevuji v krevnim Fecisti
jen ve velmi malém poctu (vétSinou okolo 1 — 10 CTCs na 10 ml krve,
cca 1 CTC na 107 leukocytll), hraji vyznamnou roli v progresi karcinomu (Li, Wu
a Bai, 2018).

Tvorba metastaz, jenZz umoznuje karcinomu se rozsSifit a kolonizovat dalSi
Casti organismu, je zodpovédna za vice nez 90 % umrti spojenych s rakovinou.
Aby mohlo k tvorbé metastazi dojit, musi bunky primarniho tumoru proniknout
do okolnich tkani skrze bazalni membranu, pfezit po ¢as apoptozy, prejit do nové
tkané a adaptovat se novym podminkam. Novodobé technologie ukazuji,
Ze CTCs rychle odpovidaji na zmény prabéhu nemoci, diky jejich kratké dobé
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Zivota (méné nez 24 hodin). Jejich poCet po resekci karcinomu prostaty rapidné
upada. Bylo prokazano, Ze 45-60 % téchto bunék ma dostatecnou integritu na to,
aby mohly byt sekvenovany. CTCs navic vykazuji relativné rychlou odpovéd
na zmény v prub&éhu nemoci a nabizeji moznosti analyzy po jejich izolaci (Woo
a Yu, 2018).

AvSak nizka Cetnost CTCs poklada otazku, zda izolace tak malé frakce
bunécné populace tumoru mize adekvatné reflektovat status nemoci jako celku.
Dosavadni studie v8ak opravdu poukazuji na shodu mezi mutacemi nalezenymi
v CTCs a nadorové populaci. Byla prokazana vysoka shoda CNAs (z angl. copy
number alterations — pocet kopii urcitého genu u daného jedince) mezi CTCs.
Napf. Ni et al., 2013 objevil primérnou 83% shodu v CNAs mezi rlznymi
2 CTCs z 8 z jednoho pacienta s plicnim adenokarcinomem (Woo a Yu, 2018).

Exozomy, vacky veliké pouze 40-100 nm jsou vyluCovany burfikami
a je mozné je identifikovat ve vétsiné télnich tekutin. Pochazeji z vnitfnich
vyklenkd plazmatické membrany. Pdvodné byly pokladany za bunéény odpad,
nyni je ale zfejmé, Zze se ucastni mezibunécné komunikace a prenosu latek mezi
bufikami (proteiny, RNA, miRNA). Exozomy hraji dulezitou roli v rlznych
procesech a bylo dokazano, ze exozomy produkované nadorovymi burikami
se ucCastni progrese karcinomu a rozvoje metastaz, nebot ovliviuji proliferaci,
migraci a invazi nadorovych bunék, dale také angiogenezi a imunosupresi.
Exozomy by tedy mohly byt vedle ccfDNA/RNA a CTCs dalSim zdrojem informaci

o stavu nadoru a pomocnikem pfi monitoringu terapie (Palmirotta et al., 2018).

1.8 Dalsi zajmové geny

1.8.1 PSA

Prostaticky specificky antigen (PSA, z angl. prostate specific antigen) je serinova
protedza produkovana prostatickymi burikami. Je kédovany na 19. chromozomu
a Uucastni se hydrolyzy proteinl v ejakulatu a zkapalnéni spermatu.
PSA Ize detekovat i v krevnim séru, kde se nachazi z vétSiny ve formé vazané
na inhibitory protedz (a2-makroglobulin a zejména al-antichymotrypsin) a z menSi
casti ve volné formé (Racek, 2006).

Za normalni horni hranici PSA v séru je povazovana hodnota 4 ng/ml.

Hladina PSA v séru se zvySuje u pacientd s KP, ale i pfi BHP, bakterialnich
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prostatitidach, traumatech prostaty. Diky zavedeni dalSich laboratornich kritérii
(stanoveni referencnich hodnot podle véku, vztaZeni hladiny PSA k objemu
prostaty, ur€eni rychlosti zvySovani PSA v séru a stanovovani poméru volného
PSA ku celkovému PSA) se znacné zvysSila specificnost PSA jako nadorového
markeru az na 80 % a senzitivita az na 91 % (Capak, Kocak a Coupek, 2004;

Racek, 2006). PSA neni tumor specificky, ale organové specificky marker.

1.8.2 PTEN

PTEN (z angl. Phosphatase and tensin homolog, homolog fosfatazy a tenzinu)
je tumorsupresorovy gen koédujici fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat-3-fosfatazu,
ktera tlumi ucinek fosfoinol-3-kinaz pomoci defosforylace z D3 pozice
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu (PIP3), coz pfedstavuje lipidovou ¢ast AKT-kinazy
a dochazi tak k jeji inhibici. Takto kontroluje nékolik procest nutnych pro udrzeni
homeostazy ZzZivota bunky a bunélnych funkci jako je rust, proliferace,
metabolismus, migrace a bunééna struktura.

Gen PTEN je lokalizovan na chromozomu 10923 a je sloZzen z 9 exonu
a celkem koduje 403 aminokyselin. Mezi funkce tohoto genu patfi transkripCni
a posttranskripéni regulace, posttranslaéni modifikace a interproteinové interakce.
Tyto funkce byvaji v KP ¢asto pozménény, nebot PTEN u KP velice ¢asto podléha
hyper/hypometylacim ¢i dokonce delecim a jeho exprese tak byva vyrazné
snizena, €¢imz zlstava AKT trvale aktivovana a podporuje proliferaci bunék,
angiogenezi apod. Uplna ztrata PTEN je proto typickd pro lokalné pokrogilé
KP s vysokym gradingem malignity, pfiemz vice nez polovina pfipadl metastaz

ma v tomto genu alteraci (Schmidt et al., 2010; Rathinavelu a Levy, 2016).

1.8.3 AMACR

Gen pro AMACR (z angl. Alpha-methylacyl-CoA racemase) se nachazi
na chromozomu 5p13 a koduje 382 aminokyselinovy protein, jenz se ucastni
beta oxidace postrannich Fetézci mastnych kyselin. Pfesnégji, AMACR slouzi
jako katalyzator konverze (2R) a-methyl postrannich fetézcu mastnych kyselin na
jejich (S) stereoizomery. AMACR se nachazi v peroxizomech a mitochondriich.
(Evans, 2003) Zheng et al. potvrzuji, ze jisté varianty sekvence genu AMACR silné

koreluji s rozvojem KP u muzl s pozitivni rodinnou anamnézou.
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Je znamo, Ze muzi konzumujici stravu bohatou na mlécné produkty
a Cervené maso Celi vy$Simu riziku vzniku KP. Tato strava rovnéz predstavuje
bohaté zdroje rozvétvenych mastnych kyselin jakozZto substrati pro AMACR,
coz predstavuje nepfimy dikaz toho, ze vySSi exprese AMACR spole¢né
s dietnimi navyky muze hrat roli pfi progresi KP.

Pfesny mechanismus ucCinku na KP zatim neni znam. Nicméné, zvySena
exprese AMACR neni omezena pouze na KP, a jako takovy nemuze byt
povazovan za specificky marker k identifikaci KP z biopsii obsahujici metastaticky
adenokarcinom z neznamého primarniho loZiska. AMACR je exprimovan také
v normalni tkani — v nervovém systému, stfevé, ledvinach, prsu, slinivky
ale i v krevnich elementech. Nicméné bylo prokazano, Zze v malignich novotvarech
je vySsi exprese AMACR nez v normalni tkani, ze které malignita pochazi (Evans,
2003).

1.8.4 EpCAM

Epitelialni bunécna adhezni molekula (EpCAM, z angl. epithelial cell adhesion
molecule) je transmembranovy glykoprotein, slozen z 314 aminokyselin,
zprostfedkovavajici bunéény kontakt v epitelech. Byl objeven pred témér 40 lety.
Gen EpCAM je velky 14 kb a je umistén na chromozomu 2 (2p21).

JelikoZ mira exprese EpCAM se v normalni a maligni tkani liSi, byva
vyuzivan pfi detekci nadorovych bunék v mezenchymalnich tkanich, jako jsou
lymfatické uzliny, krev &i kostni dfef. V poslednich nékolika letech je snaha
o detekci EpCAM pozitivnich cirkulujicich nadorovych bunék (CTCs) v krvi
onkologickych pacientd, jako nového markeru pfi tekuté biopsii.

Kromé adhezniho charakteru této molekuly je ji pfisuzovana zodpovédnost
za dalSi vlastnosti bunky, jako je regulace bunétné proliferace

a pocatku tumorogeneze (Keller, Werner a Pantel, 2019).

1.8.5 CD45

Protein CD45 (z angl. protein tyrosine phosphatase, receptor type C) je tyrozinova
fosfataza specificka pro leukocyty a je nejhojnéji zastoupenym glykoproteinem
na povrchu lymfocytl. Hraje dulezitou roli pfi pfenosu signalu zT a B bunék

béhem jejich vyvoje i antigen dependentni aktivaci v organismu. Je zfejme,
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Ze fosfatazova aktivita CD45 je potfebna pro efektivni signalizaci receptorovych
komplexu T-lymfocytd.

Nicméné neni zatim mnoho znamo o tom, jak je fosfatazova aktivita tohoto
glykoproteinu regulovana (Ng, Felberg a Johnson, 2000). Molekula CDA45
je vyuzivana pfi tekuté biopsii, kdy metodou CD45 deplece Ize ucinné obohatit
vytéZzek CTCs ze vzorku, jelikoz dojde k negativni selekci CD45+ bunék

(tedy lymfocytll), které normalné predstavuji vysoky podil ziskanych bunék.

1.8.6 PCA3

PCA3 (z angl. prostatic cancer antigen 3) v roce 1999 objevil Bussmakers et al.
Tento gen byl puvodné oznacovan jako DD3 (z angl. differential display clone 3)
a nachazi se na chromozomu 9q21-22. PCA3 obsahuje velké mnozstvi stop
kodénu, kvali nimz neni translatovan do proteinu (Yang, Yu a Wang, 2016).
Tento 25kb gen obsahuje 4 exony a jeho primarni transkript muze podléhat
alternativnim  sestfihim a poskytovat tak rdzné dlouhé transkripty.
Dlouha nekédujici RNA genu PCA3 hraje dulezitou roli v riznych biologickych
procesech tim, Ze kontroluje expresi genl a jejich deregulace byva spojovana
s progresi tumoru.

Lemos et al. zjistili, Ze transkripce PCA3 ovliviiuje cilové geny pro AR,
epitelidlné-mezenchymalni pfechod (EMT), transkripci, signalni transdukci,
bunéfnou adhezi, invazi bunék a tvorbu metastaz, opravy DNA, angiogenezi,
apoptozu a senescenci bunék.

PCA3 je nejspecifictéjS§i gen KP. Na rozdil od PSA je totiz hladina
PCA3 zfejmé& nezavisla na véku pacienta, pfitomnosti zanétu, poskozeni
¢i predchozich biopsiich a mize byt detekovana a kvantifikovana v moci i krvi.
Stanoveni PCA3 v moc€i pacienta jako marker existence KP je schvalenym
postupem podle FDA (Lemos et al., 2019).

Pro vyuziti PCA3 jako mozného biomarkeru KP se sleduje tisicinasobek
pomeéru exprese PCA3 ku PSA (PCA3 mRNA/PSA mRNA x 1000). Takto zjisténa
hodnota se oznacuje jako PCA3 skore (Yang, Yu a Wang, 2016).

V poslednich letech je tento gen a jeho nekddujici mRNA studovan jako
mozny biomarker pro detekci a stanoveni prognézy KP. Jeho vyznam spocCiva
v moznosti potvrzeni potfeby opakované biopsie a vylouceni agresivni formy

KP po negativnich bioptickych nalezech. Nedavné klinické studie rovnéz potvrzuiji,
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Ze PCAS skore vysoce pozitivné koreluje s rizikem pozitivniho bioptického nalezu.
Vzrustajici PCA3 skoére navic koreluje s rizikem tvorby jakéhokoliv karcinomu

a je potencidlné dulezitéjS§im markerem nez samotna hladina
PSA (Ploussard a de la Taille, 2018).

1.8.7 TBP

Protein vazajici se na TATA-box (TBP, z angl. TATA-Box Binding Protein) je
dllezity pro iniciaci transkripce eukaryotickych bunék. Tento 30kD univerzalni
transkripéni faktor se jako jediny vaze specificky k DNA a je také nezbytny
pro iniciaci transkripce RNA polymerazy. Ve vétSiné eukaryot se TBP vaze
na promotorovou oblast konzervované sekvence oznacované jako TATA-box.

TBP je dullezitou soucasti transkripéniho faktoru [ID (TFIID) a spole¢né
s dalSimi transkrip&nimi faktory vytvari komplex podilejici se na iniciaci transkripce
a regulaci transkrip¢ni aktivity (Song et al., 2020).

V této diplomové praci byl gen pro TBP pouzit jako housekeepingovy gen.

1.8.8 TMPRSS2-ERG

V roce 2005 bylo objeveno, ze vétSina (az 70 %) karcinom( prostaty ma fuzi
androgenné senzitivnich gend — transmembranova proteaza, serin 2 (TMPRSS2)
a estrogenné regulovany gen (ERG).

TMPRSS2 je androgenné regulovany prostaticky specificky protein,
transmembranova serinova proteaza, ktera je exprimovana na bunécném povrchu
za ucCelem regulace mezibunécnych a intrabunéénych interakci. Rodina gend
serinovych proteaz je vyznamna pro ruzné fyziologické i patologické procesy,
jako je digesce, krevni koagulace, remodelace tkani, invaze kancer6znich bunék,
zanétlivé reakce a apoptdéza. ERG pafi do onkogenni rodiny erytroblastického viru
E26 (ETS) spolu s dalSimi vice nez 230 transkripénimi faktory.

ERG je ale ETS transkripéni faktor primarné se podilejici na fuzi genu v KP.
Protein ERG zajituje regulaci transkrip€ni aktivity raznych cilovych genda, jez jsou
zasadni  pro poSkozeni  DNA, bunécnou invazi a proliferaci,
epitelidiné-mezenchymalni pfechod, ale také pro bunécnou diferenciaci

a epigenetickou kontrolu (Rathinavelu a Levy, 2016).
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TMPRSS2-ERG je fuzovan v KP skrz deleci v genomové DNA pres
homogenni deleéni oblast mezi ERG a TMPRSS2 na chromozomu
21922.2 nebo pres translokaci obou genl. Dusledkem téchto preskupeni
je TMPRSS2-ERG fuzni transkript a nadmérna exprese ERG, viz Obr. 9.
Oba geny se nachazeji na stejném chromozomu (21q) a vzdalenost mezi nimi
je relativné mala - 3 MB. Takto mala vzdalenost je nejspiSe davod vysSi frekvence

fuze téchto genda.

TEMPRSS2 ERG

TMPRSS2-ERG fusion gene

o — EZH2, TFF3, KCNS3 MMP3,
Fusion transcript ZEB1, KLK3, PSMA, etc
DHT
AR \ . - — =3 F—

L B e ——
Target genes

Obr. 9: Schéma regulace genu TMPRSS2 pomoci AR vedouci ke zvySené regulaci ERG. Vysokéa
exprese ERG muzZe vést ke stimulu exprese cilovych genu. Prevzato z Fujita a Nonomura, 2018.

TMPRSS2-ERG fuze se objevuje brzy pfi karcinogenezi,
pfi pfechodu z benigni faze do prostatické prostaticka intraepitelialni neoplazie
(PIN). Priblizné 50 % pacientd ze souborl KP s vyS$Sim PSA byva pozitivni
na pritomnost fuzniho genu a vice nez 90 % KP vykazujicich nadmérnou expresi
ERG genu rovnéz ma tuto fuzi. Dosud bylo identifikovano vice nez osm variant
fuzniho transkriptu, které se liSi mirou exprese u riznych vzorkd KP. NejCastéji
nachazena verze je TMPRSS2-ERG fuze, coz je delece mezi 5 UTR koncem
TMPRSS2 exonu 1 a 5’konci ERG exonu 4 (Rathinavelu a Levy, 2016; Yang, Yu
a Wang, 2016).

TMPRSS2 je androgenné senzitivni gen a regulace exprese skrz AR fuzniho
genu TMPRSS2-ERG je dulezita pro rozvoj a progresi KP, jelikoz pfitomnost
fuzniho genu je nezbytna pro vznik kancerézy v EST pozitivnich tumorech. Fuzni
gen zapficinuje pozméneéni transkripénich vzorcl a bunéénych drah, diky ¢emuz
nasledné dochazi ke vzniku PIN. Prognosticky potencial TMPRSS2-ERG spociva
v moznosti detekce v modi, krvi a tkani pomoci qPCR, fluorescence in-situ
hybridizaci (FISH), DNA sekvenovanim a pomoci technologie Genechip. Exprese
TMPRSS2 a TMPRSS2-ERG se po androgen-deprivacni terapii v primarni
KP snizuje (Rathinavelu a Levy, 2016).
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2 EXPERIMENTALNi CAST

V experimentalni Casti této diplomové prace bylo pro analyzu exprese zajmovych
genu pacientl s pokro€ilym karcinomem prostaty z CTCs a ccfDNA/RNA z krevni
plazmy nutné provést nejprve ovéreni funkénosti specifickych primerd pro dosud
neovéfené geny (AR, AR-V7 a PTEN) na bunécnych liniich odvozenych
od karcinomu prostaty pomoci qPCR.

Poté byla provedena optimalizace metody (pouziti specifickych primerq,
ovéreni kroku precisténi v postupu izolace z plazmy, vybér plazmy s krevnimi
destiCkami). Nasledné probéhla izolace RNA z CTCs a izolace ccfDNA/RNA
z krevni plazmy pacientu. Ziskané nukleové kyseliny byly pouzity pro reverzni
transkripci a naslednou qPCR za sledovani exprese genid AMACR, AR, AR-V7,
CD45, EpCAM, PCA3, PSA, PTEN, TBP a TMPRSS2-ERG.

Chemikalie:
e 0,IMDTT (INVITROGEN)
e 10 uM specific primers (smés rv primer()
e 10 mM PCR dNTP mix (TOP-BIO s.r.0.)
e 10pM fw a rv primery (Generi Biotech)
e 10uM préba (UPL, Universal probe library) (Roche)
e 10x Dnase | Reaction Buffer (INVITROGEN)
e 25 mM EDTA (Thermo fisher scientific)
e 2x LightCycler 480 Probe Master (Roche)
e 5x First strand Buffer (INVITROGEN)
e AR primer and probe mix (qA-01-0364P_AR) (TATAA Biocenter)
e AR-V7 primer and probe mix (gA-01-0368P_ARV7) (TATAA Biocenter)
e CD45 20x TagMan Gene Expression Assay (Hs04189704 ml PTPRC)
(Thermo fisher scientific)
e Dnase | Amplification Grade (1 U/ pl) (Thermo fisher scientific)
e Lymphoprep médium (StemCell Technologies)
e Protector Rnase Inhibitor (40 U/ pl) (Roche)
e PTEN primer and probe mix (qA-010239P) (TATAA Biocenter)
¢ RNAfree water

e RosetteSep™ Human CD45 Depletion Coctail (StemCell Technologies)
36



Spike | (TATAA Universal RNA Spike I, Probe FAM a primermix) (TATAA
Biocenter)
Spike Il (TATAA Universal RNA Spike II, Probe FAM a primermix) (TATAA
Biocenter)
SuperScript 1l Reverse Transcriptase (200 U/ pul) (INVITROGEN)

Pasaz bunék

1 mM pyruvat sodny (Sigma)

2 mM L-glutamin (Sigma)

antibiotika penicilin a streptomycin 1U/ml (Invitrogen)

DMEM médium (Eaglovo médium modifikované dle Dulbecco, Invitrogen)
DMSO 10% (dimethylsulfoxide)

FBS 10% (fetalni bovinni sérum, Invitrogen)

Glutamax (Sigma)

PBS 1x (sterilni fosfatovy pufr, phosphate buffered saline)

RPMI médium 1640 (Sigma)

Trypsin 0,25% (Sigma)

Izolace ccfDNA/RNA z plazmy pomoci QIAmp kitu (QIAGEN)

100% etanol
80% etanol
Isopropanol
RPE pufr
RPL pufr
RPM pufr
RPP pufr
RWT pufr

Izolace DNA + RNA z CTCs pomoci AllPrep DNA/RNA Micro kitu (QIAGEN)

70% etanol
AW 1 pufr
AW 2 pufr
EB pufr
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RLT pufr
RNA carrier
RPE pufr
RW1 pufr

R-merkaptoetanol

Pristroje a pomucky:

96-ti jamkové desticky + folie (Roche)
AllPrep DNA spin column (QIAGEN)
Automaticka pipeta (Eppendorf) + Spicky
Burkerova komurka

centrifuga 3K30 (Sigma)

centrifuga MR22i (Jouan)

flow-box s vertikalnim proudénim vzduchu MSC-Advantage (Thermo

Scientific)

Inkubator Class 100 HEPA (Thermo Scientific)
Kryoampule

LoBind zkumavky (1,5 ml, Eppendorf)
Mikrocentrifuga DW-41 (Qualitron)
Mikrozkumavky (1,5ml)

Minicentrifuga Blue (Labnet)

NamraZzovaci stojan na 96-ti jamkovou desticku
NanoDrop (Thermo Fisher)

PCR stripy

Petriho misky

Pinzeta

Rneasy Midi spin column (QIAGEN)

Rneasy MinElute spin column (QIAGEN)

led

svételny mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)
Termoblok AccuBlockTM Digital Dry Bath (Labnet)
Termocykler Mastercycler gradient (EPPENDORF)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

38



Biologicky material:
e Nadorové bunky linie CWR22rvl, VCaP a DU-145 odvozené od rakoviny
prostaty. Bunécné linie byly ziskany od firmy American Type Culture
Collection (ATCC).

e PIna krev pacientt (N=35) s karcinomem prostaty.

2.1 OVERENIi PRIMERU PRO GENY AR, AR-V7 A PTEN

2.1.1. Priprava bunééné linie

Bunécna linie CWR22rv1 odvozena od kastracné rezistentniho karcinomu prostaty
byla kultivovana v médiu RPMI 1640, ke kterému bylo pfidano fetalni bovinni
sérum (FBS) ve wvysledné 10% koncentraci (v/v), antibiotika penicilin
a streptomycin (1U/ml), 1 mM pyruvat sodny a glutamax. Nadorové bunky linie
VCaP a DU-145 rakoviny prostaty byly kultivovany v médiu
DMEM (Eaglovo médium modifikované dle Dulbecco) s pfidavkem 10% FBS,
2 mM L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu (1 U/ml). Linie byly pasazovany
pomoci 0,1% trypsin-EDTA a péstovany v kultivacnich lahvich v inkubatoru
pfi 37 °C za pfitomnosti CO2 a za steriinich podminek spasazovany.
Pomoci Burkerovy komurky byly pfipraveny suspenze téchto bunék
(0 po¢tu 100 000 CWR22rv1, smés bunék 90 000 DU-145 a 10 000 VCaP)
v 10% médiu. Pro uchovani byly vzorky umistény do kryoampuli spolu
s 10% DMSO v RPMI/DMEM médiu a zamrazeny v tekutém dusiku.

2.1.2. Izolace RNA

Pro izolaci RNA byl pouzit RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN). Vzorky byly
rozmrazeny a pifeneseny na gDNA Eliminator spin column (z kitu) se sbérnou
zkumavkou a centrifugovany (30 s, 10 000 RPM). K eluatim bylo pfidano
350 pl 70% ethanolu a propipetovano. Kazdy vzorek byl pfenesen na RNeasy
MinElute spin column (z kitu) se sbérnou zkumavkou a centrifugovan
(30 s, 10 000 RPM). Na kolonky bylo nasledné pfidano 700 pl RW21 pufru
a probéhla centrifugace (30 s, 10 000 RPM). Dale bylo na kolonky napipetovano
500 pl RPE pufru, nasledovala centrifugace (30 s, 10 000 RPM). Posledni krok

promyvani obnasel naneseni 500 pl 80% etanolu na kolonky a dalSi stoceni
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(2 min, 10 000 RPM). Poté byly kolonky pfeneseny do novych sbérnych zkumavek
a s otevienym vickem byly centrifugovany (5 min, 14 000 RPM). Po pfeneseni
kolonek do LoBind zkumavek (1,5 ml, Eppendorf) bylo na stfed obou kolonek
naneseno 14 pl RNAse-free water a izolace byla dokonCena eluci
RNA (1 min, 14 000 RPM).

Bylo provedeno kontrolni méfeni koncentrace RNA z eluatu na NanoDropu

pro vzorky vyizolované RNA.

2.1.3. Reverzni transkripce (RT-PCR)

Byla namichana reakéni smés pro kazdy vzorek (Dnase |, Amp Grade, 1 U/pl,
10x DNase | Reaction Buffer, Rnase-free water, 100 ng RNA). Tyto smési byly
napipetovany do stripu a inkubovany 15 min pfi pokojové teploté. Nasledné byla
deaktivovana Dnase | pfidavkem 25 mM EDTA. Vzorky smési byly poté pomoci
thermocykleru zahfivany na 65 °C po dobu 10 min. V mikrozkumavce byla
namichana smeés nespecifickych (random) primerd (10 pM) s nukleotidy
dNTP (10 mM). Smés spolu se vzorky byla po dobu 5 minut zahfivana
v thermocykleru pfi teploté 65°C. Nasledovalo ochlazeni na ledu po dobu
minimalné 1 min.

Poté byla pfipravena smés 5x first strand buffer, 0,1 M DTT, Protector Rnase
Inhibitor (40 U/ul) a SuperScript Il Reverse transcriptase. Pomoci thermocykleru
probéhla reverzni transkripce (inkubace 5 min pfi 25 °C, RT-PCR 60 min pfi 50 °C,
inaktivace 15 min pfi 70 °C). Vzorky cDNA byly dale uchovany v -20 °C pro dalSi

pouziti.

2.1.4. Kvantitativni real-time PCR (qPCR)

Pro kazdy studovany gen byl v 96-ti jamkovém panelu pfipraven premix
(2x LightCycler 480 Probes Master Mix, RNase-free water, 10 uM proby
a 10 uM fv, rv primery), celkovy objem tohoto premixu v kazdé jamce byl 18 ul.
Nasledné byla pfidana cDNA (1 pl /1 jamka). Panel byl sto€en (2 min, 1200 RPM)
a pomoci LightCycleru byla provedena qPCR pro vzorky z bunééné suspenze linie
CRW22rv1 (o poctu buné&k 100 000) a smési linii DU-145 (90 000 bunék)
s VCaP (10 000 bunék) za sledovani exprese genld AR, AR-V7 a PTEN,

v€etné negativnich i pozitivnich kontrol.
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2.2 Pacientské vzorky

PIna krev od pacientt (N=35) s karcinomem prostaty pouzita v experimentalni ¢ast
diplomové prace byla odebrana na Onkologické klinice Fakultni nemocnice
Olomouc. Studii schvalila Etickd komise FN a Lékarské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. Pisemny informovany souhlas byl ziskan od vSech
jednotlivych uc€astnikd pro méfeni nadorovych markerl a pro anonymni analyzu

dat v této studii.

2.3 Zpracovani krevni plazmy

Vzorky krve pacientl byly sto€eny (20 min, pfi 908 RPM, 25 °C), €¢imz byla
ziskana plazma bohata na krevni destiCky. Plazma byla nasledné rozdélena
do dvou zkumavek. Prvni polovina plazmy byla opétovné stoCena
(20 min, 3210 RPM, 25 °C), ¢imz doslo k sedimentaci destiCek a byla tedy ziskana
plazma bez destiCek. Nasledné byly vytvoreny alikvoty po 1000 pl z obou typU
plazmy (s destiCkami i bez) a uchovany pfi teploté -80 °C. Zbyly pelet byl promyt
v PBS a pfepipetovan do mikrozkumavky a nasledné stocen (10 min, 3200 RPM,
25 °C). Supernatant byl odpipetovan a pelet obsahujici krevni desticky
byl zamraZen (-80 °C).

2.4 lzolace CTC bunék pomoci CD45 deplece

Ze vzorku pacientské krve byly odebrany 4 ml a pfeneseny do 10ml zkumavky.
Nasledné byl pfiddn RosetteSep™ Human CD45 Depletion Coctail
(StemCell Technologies) ke vzorku krve (50 ul/ml vzorku), vzorek byl propipetovan
a inkubovan 20 min pfi pokojové teploté. Vzorek byl poté nafedén pfidanim
4 m PBS + 2% FBS a propipetovan. Do 14ml zkumavky byly napipetovany
4 ml Lymphoprep média. Nasledovalo opatrné preneseni vzorku krve
po 1 ml do zkumavky s Lymphoprep médiem, aniz by doSlo k jejich promichani.
Nasledovala centrifugace vzorku (20 min, 2871 RPM, 25 °C s vypnutou brzdou).
Z vrstvy vzniklé na rozhrani plazmy a média byly pomoci automatické pipety
odpipetovany CTC buriky do nové 14ml zkumavky. Objem zkumavky byl doplnén

PBS + 2% FBS a CTC buriky tak byly promyty. Nasledovalo stoCeni vzorku
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(10 min, 1435 RPM, 25 °C). Nasledné bylo ke vzorku pfidano 350 pl RLT pufru
s 3,5 yl B-merkaptoetanolu a byla provedena lyza bunék. Vzorky byly zamrazeny
pfi -80°C.

2.5 1zolace RNA z CTCs

Zlyzované CTC bunky ziskané z krve pacientdt pomoci CD45 deplece byly
zvortexovany a bylo pfidano 2 pl RNA spike | (pro kontrolu vytéznosti)
a 5 yl dvakrat ziedéného RNA carrier (fedéni: 5 pl zasobniho roztoku RNA carrier
+ 34 yl RLT pufru, nasledné 6 pl zfedéného roztoku + 54 pl RLT pufru). 1zolace
nukleovych kyselin byla provedena pomoci AllPrep DNA/RNA Micro Kkitu
(QIAGEN). Kazdy vzorek byl prenesen na AllPrep DNA spin column
a zcentrifugovan (30 s, 10 000 RPM). Byla ziskana kolona se zachycenou DNA
a eluat obsahujici RNA.

K eluatu obsahujicimu RNA bylo pfidano 350 pl 70% etanolu
a propipetovano. Vzorek byl dale pfenesen na RNeasy MinElute spin column
a stoen (30 s, 10 000 RPM). Na kolonku bylo naneseno 700 pl RW1 pufru,
vzorek byl stoCen (30 s, 10 000 RPM). Nasledovalo pfidani 500 pyl RPE pufru
k eluatu, centrifugace (30 s, 10 000 RPM), pfidani 500 pyl 80% etanolu a znovu
centrifugace (2 min, 10 000 RPM). Kolonka byla nasledné pfenesena do nové
mikrozkumavky (2 ml) a s otevifenym vickem vysuSena centrifugaci (5 min,
14 000 RPM). Pro eluci byla kolonka pfenesena do LoBind mikrozkumavky
(1,5 ml) a na stfed kolony bylo naneseno 14 ul RNase-free water s naslednou
centrifugaci (1 min, 14 000 RPM). K eluatu obsahujici RNA bylo pfipipetovano
2 yl RNA spike Il pro kontrolu inhibice pfi nasledné qPCR. Vzorky byly skladovany
pfi -80 °C.

Z kolonky obsahujici DNA byla pomoci AllPrep kitu vyizolovana DNA

a vzorky byly uchovany (zamrazeny pfi -80 °C) pro pozdé&jsi pouZziti.

2.6 lIzolace ccfDNA/RNA z krevni plazmy

Pro izolaci ccfDNA/RNA zkrevni plazmy pacientd byl pouzit QlIAamp
ccfDNA/RNA kit (QIAGEN). Ke vzorkim krevni plazmy pacientd (2 ml) byl pfidan
RNA spike | (1pl/1ml). Byl pfidan RPL pufr (300 pl/l ml) a vzorky byly
zvortexovany (>5 s). Nasledovala inkubace (pokojova teplota, 3 min). Po pfidani

RPP pufru (100 pl /1 ml) opét nasledovalo promichani vortexem (>20 s)
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a inkubace (3 min, na ledu). Poté byl vzorek stoCen 3 min pfi 11 300 RPM.
Nasledné byl pfidan 1 objem vychlazeného isopropanolu a promichan vortexem.
Vzorek byl prfenesen na RNeasy Midi spin column a zcentrifugovan
(1 min, 7300 RPM). Po pfidani RWT pufru (4 ml) na kolonu opét nasledovala
centrifugace (1 min, 7300 RPM) a promyvani bylo zakonceno pfidanim RPE pufru
(2,5 ml) na kolonu a sto¢enim (5 min, 7300 RPM). Kolona byla nasledné
pfenesena do nové zkumavky (15 ml) a na stfed kolony bylo pfidano
200 pyl RNase-free water. Po inkubaci (1 min, pokojova teplota) probéhla eluce
vzorku (1 min, 7300 RPM).

Pro precisténi (CleanUp) vzorku nasledovaly tyto kroky: pfidani 200 pl RPL
pufru k 200 pl eluatu, pfidani 800 pl 100% etanolu, propipetovani a naneseni
vzorku na RNeasy MinElute spin column. Dale pak probéhla centrifugace
(30 s, 9200 RPM), pfidani RPE pufru (500 pl) na kolonu a stoCeni
(30 s, 9200 RPM), pfidani 80% etanolu (500 pl) na kolonu a centrifugace
(30 s, 9200 RPM). Nasledné byla kolona pfenesena do nové mikrozkumavky
(2 ml) a opét zcentrifugovana (5 min, 14 000 RPM). Kolona pak byla vioZzena
do LoBind mikrozkumavky (1,5 ml) a na stfed kolony bylo naneseno
20 pl RNase-free water. Po inkubaci (1 min, pokojova teplota) probéhla
centrifugace (1 min, 14 000 RPM) a k eluatu obsahujicimu ccfDNA/RNA bylo
pridano 2 ul RNA spike II. Vzorky byly skladovany pfi -80 °C.

2.7 Analyza exprese zajmovych gent z CTCs a ccfDNA/RNA

Z RNA ziskané izolaci z CTCs a z ccfDNA/RNA ziskané z krevni plazmy pacientu
s pokroCilym karcinomem prostaty byla provedena reverzni transkripce
s nahodnymi (random) nebo specifickymi primery (smés rv primeru testovanych
genu o celkové koncentraci 10 uM) s naslednou gPCR stejnymi postupy, které
byly pouzity pfi ovéfovani funkénosti primerd na bunéénych liniich v kapitole 2.1.
Pfi tomto experimentu byla sledovana exprese vybranych gend, konkrétné
AMACR, AR, AR-V7, CD45, EpCAM, PCA3, PSA, PTEN, TBP a T-ERG.

2.8 Statistické zpracovani dat

Ke  statistickému  zpracovani dat byl pouzit program  Statistica

12 (Mann-Whitney test, Spearmanova korelace a Pearson’s chi-squared test).
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3. VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena optimalizace vySetfovaci
metody a nasledné byly analyzovany krevni vzorky od 35 pacientl s pokrocilym

karcinomem prostaty, jejichz klinické informace jsou shrnuty v tabulce 1.

Tab. 1: Charakteristika souboru pacientt s pokrocCilym karcinomem prostaty.

POCET PACIENTU

Celkem 35
Veék
<65 let 12
65 - 70 let 14
> 70 let 9
PSA v dobé diagndzy
(ng/ml)
0-2,5 0
2,5-10 14
>10 19
nezndmo 2
Klasifikace TNM v dobé
diagndzy
T2 NO MO 9
T2-3 NO MO 9
T4 NO MO 2
T2-4 N1 M0-1 14
neznadmo 1
Gleason skore
<7 (nizké) 4
7 10
> 7 (vysoké) 21
Preziti od stanoveni
diagndzy
< 1rok 0
1-5let 9
6-10 let 15
> 10 let 11

3.1 Ovéreni primera pro geny AR, AR-V7 a PTEN

Nejprve byla potvrzena funk&nost primera pro nové vySetfované geny (AR, AR-V7
a PTEN) na buné&lnych linich CWR22rvl a smés linii DU-145 a VCaP
odvozenych od pokrocilého karcinomu prostaty pomoci RT-qPCR (viz. Obr. 10).
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Obr. 10: Ovéreni funkénosti specifickych primeril pro geny PTEN, AR a AR-V7 na bunécnych
linich CWR22rv1 a VCaP.

Tyto linie byly vybrany jako kontrolni na zakladé toho, Ze exprimuji testované geny

(PTEN, AR, AR-V7). ZObr. 10 je patrné, ze specifické primery spolehlivé

detekovaly vSechny testované geny.

3.2 Porovnani plazmy s krevnimi desti€kami a plazmy bez desti¢ek

Ze vzorku krve osmi nahodné vybranych pacientl bylo provedeno srovnani

exprese kazdého genu pfi pouZiti plazmy s pfitomnosti krevnich desti€ek a plazmy
bez destiCek (viz Obr. 11).
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Obr. 11: Grafy znézorriujici hodnoty Cp pro vSechny zajmové geny pfi pouZiti krevni plazmy
s destiCkami a bez desticek.

Jak je patrné z graft (Obr. 11), u vétSiny pacientl byly vyrazné lépe detekovany
sledované geny v plazmé s pfitomnosti krevnich desti¢ek ve srovnani s plazmou
bez krevnich destic¢ek. Proto byly pro dalSi experimenty dale pouZity pouze vzorky

plazmy obsahuijici krevni desticky.
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Pouze u genu PSA, ktery byl vSdak detekovan pouze u dvou pacientd z osmi,
byla detekce ucinngjsi pfi pouziti krevni plazmy bez desticek. U vSech zbylych

genl vyrazné prevazovala efektivita pouziti plazmy s destiCkami.

3.3. Optimalizace metody izolace ccfDNA/RNA z krevni plazmy a

porovnani citlivosti specifickych a nahodnych primert

Ze vzorku krevni plazmy s destiCkami nahodné vybraného pacienta byly
provedeny srovnavaci analyzy pro optimalizaci metody izolace volnych nukleovych
kyselin z krevni plazmy pomoci kitu QIAamp ccfDNA/RNA kit (QIAGEN)
a porovnani citlivosti specifickych a nahodnych (random) primerd pouzitych
pfi reverzni transkripci. Mezi tyto analyzy patfilo srovnani vytéznosti
RT-gPCR (Cp hodnoty) z krevni plazmy s destiCkami pfi provedeni precisténi
nukleovych kyselin (CleanUp) a bez precisténi (bez CleanUp, viz Obr. 12) kvuli

podezfeni na ztratu materialu pfi tomto kroku.
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Obr. 12: Srovnani metody izolace nukleovych kyselin z krevni plasmy s destickami pomoci
CleanUp (precisteni) a bez CleanUp.

Z Obr. 12 je patrné, ze pfi pouziti prec€istovaciho kroku ,CleanUp*“ byly detekovany
v8echny geny, zatimco pfi vynechani tohoto kroku byly detekovany pouze Ctyfi
geny. Navic u vzorku bez precisténi byly pozorovany vys$si hodnoty Cp a tudiz
méné efektivni RT-gPCR.
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Bylo rovnéz provedeno porovnani vytéznosti RT-gPCR pfi pouziti specifickych a
random primer( pfi reverzni transkripci (viz Obr. 13).
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Obr. 13: Srovnani vytéznosti qPCR pri pouziti specifickych (SP) a random (RP) primert pro
vSechny zajmové geny.

Pfi porovnani efektivity specifickych a random primert (viz Obr. 13) se ukazalo,
Ze pfi pouziti specifickych primert byly u vétSiny genu zajistény nizsi hodnoty Cp,
a tudiz CasnéjSi detekce jejich exprese. Opacné tomu bylo pouze u genu CD45,
ktery byl pouzit jako marker abundantnich leukocytd. U genu TMPRSS2-ERG
nebyla pfi pouziti random primertl zaznamenana dokonce zadna exprese. Pouziti
specifickych primerl tedy vykazovalo vysSi specifitu i senzitivitu metody.

Pfi téchto srovnavacich analyzach bylo zjisténo, Ze je vyhodné&jSi provést
po izolaci nukleovych kyselin jejich pfecisténi (CleanUp) a pro reverzni transkripci

pouzit specifické primery.

3.4. Srovnani exprese zajmovych gent z CTCs a plazmy

Dale byla provedena gqPCR analyza vSech 35 pacientl, kdy byla sledovana
exprese zajmovych genu z volné cirkulujici ccfDNA/RNA v krevni plazmé
s destiCkami a paralelné také z RNA izolované z cirkulujicich nadorovych bunék
(CTC), které byly ziskany po tzv. CD45 depleci (viz kapitola 2.4). Celkem se
jednalo o] vice nez 1400
RT-gPCR reakci.

Pfi porovnani vzorki ccfDNA/RNA a CTC byl pozorovan mnohem vyS$si
zachyt exprese sledovanych genll u metody izolace volnych nukleovych kyselin
(viz Obr. 14).
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» efektivnéjsi CTC = efektivnéjSi PL. = sporné

Obr. 14.: Porovnani zachytu exprese vybranych gent pfi qPCR analyze RNA z CTCs
a ccfDNA/RNA z krevni plazmy (PL) s destickami od 35 pacientii na zakladé vysSiho poctu
detekovanych genu a jejich vy$si exprese (= niz§i hodnoty Cp). Cislo uvadi podet pacientt.

Proto byly pro nasledné statistické vyhodnoceni (viz kapitola 3.6 niZze) pouZity
pouze vysledky z analyz ccfDNA/RNA z plazmy s krevnimi desti¢kami.

3.5. Exprese zajmovych gentll a vyznam externich kontrol

U sledovanych zajmovych genu byla prokazana rGzna uspésnost zachytu jejich
exprese z ccfDNA/RNA z krevni plazmy s destiCkami (viz Tab. 2)

Tab. 2: Uspésnost detekce z&jmovych genti ve vzorcich z krevni plazmy s destickami.

sledovany gen  pacienti pozitivni

exprese (%)

AMACR 32 91,43
AR 15 42,86
AR-V7 11 31,43
CD45 34 97,14
EpCAM 29 82,86
PCA3 23 65,71
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PSA 6 17,14

PTEN 33 94,29
TBP 35 100,00
TMPRSS2 -ERG 5 14,29

Z uvedené tabulky 2 vyplyva, Ze nejvétSi zachyt exprese vykazovaly geny
AMACR, CD45, EpCAM, PTEN a TBP. MensSi, nez oCekavany zachyt byl naopak
potvrzen u gend AR, AR-V7, PCA3, PSA a TMPRSS2-ERG.

S ohledem na lepSi standardizaci vySetfeni byly pouzity také externi kontroly
(viz kapitola 2.6.) pro monitorovani izolace RNA (tzv. spike |) a pfitomnosti
inhibitord RT-gPCR (tzv. spike II). Na zakladé téchto kontrol bylo ze statistického
zpracovani vyfazeno 7 pacientl z celkovych 35. Dva pacienti, ktefi neprosli
kontrolou kvality podle externich kontrol, avSak méli pozitivni geny
AR ¢i TMPRSS2-ERG byli zahrnuti do vybranych statistickych analyz.

3.6 Vzajemna korelace zajmovych gent

Finalné bylo provedeno statistické vyhodnoceni ziskanych RT-qPCR dat z krevni
plazmy s destickami.

V prvnim kroku byla statisticky vyhodnocena Spearmanova korelace mezi
vybranymi parametry (viz Tab. 3.)

Byla zjisténa silnd korelace (Rs 0,92) mezi expresi gend TBP a CD45.
Zajimava silna korelace (Rs 0,74) byla pozorovana mezi expresi geni AMACR
a EpCAM. Podobné silna korelace (Rs 0,75) byla nalezena mezi geny PTEN
a TBP. Byla sice nalezena i silna korelace mezi AR-V7 a PSA (Rs 0,88),
ale zde se zfejmé jedna o artefakt. VysSi hodnoty Cp znamenaji niZSi expresi

AR-V7, pficemz byla detekovana pouze u 11 vzorkd.
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Tab. 3: Spearmanova korelace jednotlivych genl. Dudlezita je zde signifikantni korelace mezi
expresi gent AMACR a EpCAM, rovnéz mezi PTEN a TBP.

Spearmanowy korelace (souhr PL+CTC). ChD wnechany parove. Oznag. korelace jsou wznamné na hl. p <,05000.

PSA ze dne[ LDH ze dne | AMACR | AR AR-V7 CD45 | EpCAM PCA3 | PSA | PTEN | TBP | Spike | | Spike Il
Proménna doru€eno doruceno
zosrﬁézei:ne 1,000000 0,199435 0,124348 0,43956 0,883333 0,153913 0,215038 -0,012281 0,14286 0,104743 0,150435 -0,005082 -0,043491]
I&E::éze(;gne 0,199435 1,000000 0,139891 0,11559 0,393939 0,095897 0,177577 -0,031593 -0,02857 0,010169 0,027682 -0,169300 -0,163718
AMACR 0,124348 0,139891 1,000000 -0,15604 0,139394 0,613675 0,742518 0,509774 0,65714 0,750769 0,773675 0,455534 0,444884
AR 0,439560 0,115587 -0,156044 1,00000 0,616667 0,472527 -0,087912 0,100000 -1,00000 0,285714 0,314286 0,263636 0,363636
AR-V7 0,883333 0,393939 0,139394 0,61667 1,000000 0,612121 0,212121 0,166667 0,357576  0,345455 -0,071429 -0,071429|
CD45 0,153913 0,095897 0,613675 0,47253 0,612121 1,000000 0,481649 0,633083 0,20000 0,630769 0,922735 0,632411 0,481958|
EpCAM 0,215038 0,177577 0,742518 -0,08791 0,212121 0,481649 1,000000 0,301471 0,80000 0,606494 0,662338 0,264912 0,185250|
PCA3 -0,012281 -0,031593 0,509774 0,10000 0,166667 0,633083 0,301471 1,000000 -0,14286 0,447368 0,554887 0,267157 0,496628
PSA 0,142857 -0,028571 0,657143 -1,00000 0,200000 0,800000 -0,142857 1,00000 0,600000 0,257143 -0,100000 -0,200000
PTEN 0,104743 0,010169 0,750769 0,28571 0,357576 0,630769 0,606494 0,447368 0,60000 1,000000 0,753846 0,457933 0,556497|
TBP 0,150435 0,027682 0,773675 0,31429 0,345455 0,922735 0,662338 0,554887 0,25714 0,753846 1,000000 0,648221 0,477509|
Spike | -0,005082 -0,169300 0,455534 0,26364 -0,071429 0,632411 0,264912 0,267157 -0,10000 0,457933 0,648221 1,000000 0,729610)
Spike Il -0,043491 -0,163718 0,444884 0,36364 -0,071429 0,481958 0,185250 0,496628 -0,20000 0,556497 0,477509 0,729610 1,000000

3.7 Vztah zajmovych gent ke klinicky vyznamnym parametrim

Dale byl zjistén vztah mezi expresi AMACR, ktera byla normalizovana podle hladin
TBP (pacienti rozdéleni do kategorii AMACR/TBP high — vysoka exprese

a low — nizka exprese) a dobou uzivani ARTA terapie, tzn. uzivani abirateronu

¢i enzalutamidu (viz Obr. 15).

Boxplot by Group

Variable: Doba uZivani ARTA (dny)
1200 v
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600 |
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Doba uZivani ARTA (dny)
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high low [ 25%-75%
AM-tbp kat 1 Min-Max
Obr. 15: Vy838i exprese genu AMACR (normalizovaného na TBP) souvisi s krat$i dobou uZivani

ARTA (p=0.024). Krabicové grafy predstavuji median, 25 %-75 % percentil a rozsah hodnot.

Z Obr. 15 je patrné, Ze pacienti s vysSi expresi AMACR uzivali ARTA terapii

v v

signifikantné kratSi ¢as nez pacienti s niz8i expresi genu AMACR (p=0.024).
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Vyznamna data tykajici se genu AMACR byla nalezena také ve vztahu

k celkovému preziti (viz Tab. 4).

Tab. 4: Pacienti s vy38§i expresi genu AMACR (kat. ,high“ normalizované na gen TBP) vykazovali
vy$§S8i umrtnost nez pacienti s nizkou expresi AMACR (p=0,011).

2 — Way Summary Table: Observed Frequencies
Umrti (0/1) AM-TBP kat high AM-TBP kat low celkem
0 6 12 18
1 7 1 8
Celkem 13 13 26

Ze statistického vyhodnoceni se jako zajimavy ukazal rovnéz gen EpCAM,
jehoz vysSi exprese byla spojena s pokrocilejSim stadiem onemocnéni v dobé
kastrace (Tab. 5, p=0.010) avSak nikoli
(Tab. 6, p=0.51). EpCAM

laktatdehydrogenazy (LDH) pfi zahajeni ARTA (Rs 0.496).

v dobé nasazeni ARTA terapie

Exprese rovnéz korelovala s hladinou

v dobé kastrace (p=0,010). High volume (1) = pfitomnost visceralnich metastaz nebo = 4 kostnich
metastaz s =21 1ézi mimo panev a vertebralni téliska.

High volume (1) vs. Low volume [ 2-Way Summary Table: Observed Frequencies
(0) (v dobé kastrace) Ep_cat_low_ep Ep_cat_high_ep celkem
0 9 3 12
1 2 8 10
Celkem 11 11 22

Tab. 6: Exprese EpCAM nesouvisi s rozsahem onemocnéni v dobé nasazeni ARTA terapie

(p=0,50989).
High volume (0/1) vs. Low volume | 5 \yay summary Table: Observed Frequencies
7 8 RSP AR Ep cat low ep Ep cat high_ep celkem
0 2 3 5
1 8 6 14
Celkem 10 9 19

Pro dalSi sledované geny,

androgenni

PCA3, PSA, TMPRSS2-ERG, CD45, PTEN,

signifikantni vztahy s klinicky vyznamnymi parametry.

receptor ani jeho sestfihovou variantu 7 nebyly pozorovany
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V ramci statistické analyzy klinickych parametri (Tab. 7) bylo zjisténo, Ze
vstupni PSA (iPSA) silné koreluje s
s LDH pfi zahajeni ARTA (Rs 0.744) a pfedevSim negativné s dobou uzivani
ARTA (Rs -0.897).

PSA po kastraci (Rs 0.749),

Tab. 7: Signifikantni korelace iPSA s PSA po kastraci, s LDH pri zahajeni ARTA terapie a s dobou

uzivani ARTA terapie.

Spearman Rank Order Correlations (souhrn PL+CTC stat I)MD pairwise deletedMarked correlations are significant at p <,05000
PSA ze | LDH ze iPSA Vék v Doba od |PSA nadir| PSA (pfi | LDH (pfi | ALP (pfi Doba Veék v
dne dne dobé dg. |kastrace do (po zahdjeni | zahdjeni | zahajeni | uzivani dobé
doruc¢eno | doruc¢eno rozvoje kastraci) | ARTA) ARTA) ARTA) ARTA | zahdjeni
kastracni (dny) ARTA
rezistence
(dny)
PSA ze dne doru¢eno 1,000000 0,278817 0,466087 0,216410 -0,315217 0,529685 0,576522 0,051899 0,485380 -0,533031 0,097826
LDH ze dne doru¢eno 0,278817 1,000000 0,173505 0,253174 -0,294832 0,285714 0,393220 0,390522 0,298833 -0,359910 0,056512|
iPSA 0,466087 0,173505 1,000000 0,102222 -0,454545 0,748574 0,477273 0,743635 0,309139 -0,897497 -0,140599
Vék v dobé dg. 0,216410 0,253174 0,102222 1,000000 -0,183077 0,243089 0,319231 0,019493 0,230509 0,185640 0,776522
Doba od kastrace do 102VOJe | ., 315717 .0 294837 -0,454545 -0,183077  1,000000 -0,622517 -0,504941 -0,214447 -0,110461 0,304729 0,275602
kastraéni rezistence (dny)
PSA nadir (po kastraci) 0,529685 0,285714 0,748574 0,243089 -0,622517 1,000000 0,660944 0,489526 -0,006608 -0,778249 -0,111847|
PSA (pii zahdjeni ARTA) 0,576522 0,393220 0,477273 0,319231 -0,504941 0,660944 1,000000 0,213125 0,205650 -0,521892 0,093913|
LDH (pfi zahajeni ARTA) 0,051899 0,390522 0,743635 0,019493 -0,214447 0,489526 0,213125 1,000000 0,380364 -0,728311 -0,155296
ALP (pfi zahdjeni ARTA) 0,485380 0,298833 0,309139 0,230509 -0,110461 -0,006608 0,205650 0,380364 1,000000 -0,255126 0,016949
Doba uzivani ARTA (dny) -0,533031 -0,359910 -0,897497 0,185640  0,304729 -0,778249 -0,521892 -0,728311 -0,255126 1,000000 0,171629|
VéEk v dobé zahdjeni ARTA 0,097826 0,056512 -0,140599 0,776522 0,275692 -0,111847 0,093913 -0,155296 0,016949 0,171629 1,000000
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4. DISKUZE

V této diplomové praci byla provedena celda fada srovnavacich testd
pro optimalizaci vySetfovaci metody pro cirkulujici biomarkery.

Nejprve byla provedena kontrolni RT-gPCR pro ovéfeni funk&nosti primeru
pro nové analyzované geny AR, AR-V7 a PTEN na bunécnych linich CWR22rv1
a smés linii DU-145 a VCaP odvozenych od pokrocilého karcinomu prostaty. Tato
pilotni analyza dle oCekavani potvrdila, Ze pouzité primery jsou schopny detekovat
zajmove geny.

Dale bylo testovano, zda je z hlediska vytéznosti vyhodnéjSi pouzit pro
izolaci cfDNA/RNA krevni plazmu s i bez destiCek. Samoila et al., 2020 uvadi,
ze se cfDNA/RNA v krevni plazmé nachazi ve velmi nizké koncentraci, a je tedy
pred extrakci nutné odstranit zbylé bunécné elementy (v€etné krevnich destiek),
nebot' ty mohou obohatit vzorek o wild-type genomickou DNA/RNA a timto zhorsit
senzitivitu metody pro zachyt mutaci souvisejici s karcinomem. V této diplomové
praci vSak bylo jasné prokazano, ze pouziti krevni plazmy s destiCkami bylo
efektivnéjsi, co se tyCe detekce zkoumanych gend. Moznym vysvétlenim muze
byt, Ze pfi centrifugaci, ktera se pouzZiva k odseparovani krevnich destiCek
z plazmy, mUze dochazet k poskozeni kiehkych fragmenti cfDNA/RNA.

V ramci optimalizace protokolu byla také porovnana vytéznost metody
pfi pouziti random ¢&i specifickych primer( pfi reverzni transkripci. Jak potvrdili
i Morel and Raccurt, 2002, specifické primery obecné vykazuji tu nejvy§si moznou
specifitu pro detekci hledaného genu, coz bylo jednoznacné potvrzeno i v této
diplomové praci.

Dale bylo kontrolovano, zda krok zahrnujici pfecisténi ziskaného materialu
v pribéhu izolace cfDNA/RNA z krevni plazmy s destiCkami nezpusoboval ztratu
materialu, coz byla plvodni obava. Kontrolni RT-gPCR ale ukazalo, ze krok
precisténi vytéznost naopak zvysuje.

Nasledné byl analyzovan pilotni soubor 35 pacientd s pokrocCilym
karcinomem prostaty. Jak uvadi Bettegowda et al., 2014, mnoho studii
jiz prokazalo, Ze pfi pokro€ilych neoplaziich jsou v télnich tekutinach pacientu
pfitomny ctDNA/RNA i CTCs. Dodnes vSak pouze malo studii vénovalo pozornost
srovnani mnozstvi ctDNA/RNA a CTCs ve vzorcich stejnych pacientd.
Navic, studie, ve kterych bylo toto srovnani provedeno (viz dale v textu), doSly
K rdznym zavérim, zfejmé kvuli omezenim pouzitych metod. Nicméné,
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Bettegowda et al., 2014 ve své studii rovnéz porovnavali mnozstvi ctDNA a CTCs
v krvi stejnych pacientll pomoci nezavislych objektivnich postupl. V jejich studii
nebyl nalezen zZadny pacient, u kterého by detekovali CTCs, ale nedetekovali
ctDNA. Naopak, v81 % pripadl, kdy detekovali ctDNA, nebyly u stejného
pacienta detekovany CTCs. V jedinych tfech pfipadech, kdy byly detekovany
CTCs i ctDNA, bylo primérné mnozstvi mutaCnich fragmentl v plazmé vice
nez 50krat vysSi nez poCet CTCs (coz je ale vzhledem k jejich obecné nizkému
poctu v cirkulaci o¢ekavano). Pfedchozi studie ale zvefejnily zcela rizné vysledky.
Napf. Maheswaran et al., 2008, zabyvajici se karcinomem plic, ktefi pouzili
nejmodernéjSi metody k detekci CTCs, ale nepouzili vysoce citlivé techniky
k detekci ctDNA, zvefejnili zavér, Zze ctDNA byla detekovdana méné casto
nez CTCs. Naopak, Dawson et al., 2013, zkoumajici karcinom prsu dosli k zavéru,
Ze ctDNA byla detekovana daleko Castéji nez CTCs za pouZiti citlivych metod
pro analyzu ctDNA ale relativné malo citlivych metod pro analyzu CTCs. V této
diplomové praci se jako jednoznacné efektivngjsi (u > 85 % pacientl) ukazala
analyza ctDNA oproti CTCs. Dlvodem muaze byt spousta vnéjSich vlivl, napfiklad
velmi nizky poCet CTCs bézné se vyskytujici v krvi pacientd a s tim souvisejici
potfeba vyvinuti citlivéjSich metod pro jejich zachyt.

Pro gen PCA3, Bussemakers et al. jiz v roce 1999 potvrdili, Ze 53 z 56
pacientskych vzork( tkané karcinomu prostaty vykazovaly 10 — 100x vy$si hladiny
exprese PCA3 oproti normalnim prostatickym tkanim. Wei et al. v roce 2014 dosel
k zavéru, ze stanovovani hladiny PCA3 pfispiva k niz§imu poctu podcenénych
rizikovych KP diagnostikovanych z prvotnich biopsii. DalSi studie, Auprich et al.,
2012 a Merola et al., 2015, potvrdily, Ze analyza exprese PCA3 v diagnostice
KP muze byt dokonce signifikantn&jSi nez stanovovani celkového PSA i fPSA.
Ackoliv PCA3 zifejmé nenahradi PSA jako primarni biomarker pro diagnostiku KP,
kombinované stanoveni obou by mohlo pomoci zvySit specifitu diagnozy.
V soucasnosti by hladina PCA3 mohla byt napomocna pfi zvazovani opakované
biopsie (Duffy, 2020). Nicméné, v této diplomové praci nebyl zjistén Zadny
signifikantni vztah mezi expresi PCA3 a klinicky vyznamnymi daty,
jez by potvrzoval jeho mozné vyuziti v diagnostice, monitoringu stavu pacienta
¢i dokonce predikci odpovédi na |éCbu, podobné jako pro geny TMPRSS2-ERG,
CD45 (marker leukocytu) a PTEN.

Romanel et al., 2015 uvadi, ze progrese CRPC souvisi se zmnozenim poctu

kopii AR ¢i jeho mutacemi a domnivali se, Ze mutace v genu pro AR souvisely
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s rezistenci k abirateronu skrze reaktivaci androgenni signalizace. V jejich studii
analyzovali ctDNA z plazmy z opakované odebiranych vzork(l krve pacientd
s CRPC a pomoci NGS sekvenovali vSechny regiony kodujici AR pfed nasazenim
ARTA terapie, v prubéhu lé€by a po progresi onemocnéni. Pozorovali existujici
souvislost mezi narlstem poctu kopii AR (a stim souvisejici vySSi expresi)
a rezistenci k ARTA terapii. Antonarakis et al., 2014 provedl|i studii zaméfenou
na detekci AR-V7 z CTCs z krve pacientl s CRPC, ktefi se chystali podstoupit
ARTA terapii. Vysledky této studie potvrzuji moznou souvislost mezi pozitivitou
AR-V7 arezistenci k ARTA terapii. Annala et al., 2018 vSak zvérejnili pozorovani,
Ze vétSina pacientl, u kterych byla potvrzena pozitivni exprese AR-V7 soucasné
vykazovali také vysokou expresi fyziologického AR a ojedinéla exprese AR-V7 bez
pozitivity WtAR u pacientld s mCRPC je vzacna a nema zadnou vypovédni hodnotu
0 mozné reakci na ARTA terapii. Tento nazor byl potvrzen také v této diplomové
praci, kdy zuz tak malého poctu AR-V7 pozitivnich pacientd z ctDNA/RNA
(n = 11) bylo AR pozitivnich > 81 % pacientd. Ani v souvislosti s androgennim
receptorem ani jeho sestfihovou variantou 7 a odpovédi na ARTA terapii nebyl
potvrzen zadny klinicky vyznamny vztah. AcCkoliv Buchler, Bobek a KoloStova
v roce 2018 také potvrdili, Ze pacienti s pozitivni expresi AR-V7 vykazuji mensSi
pravdépodobnost odpovédi na ARTA terapii a odpovéd na IéCbu taxany neni nijak
sniZzena, Takeuchi et al. jiz v roce 2016 vSak zvefejnil praci, kde sice byl potvrzen
vztah mezi vySSi expresi AR-V7 a pfitomnosti metastaz v dobé diagnozy,
avSak autofi rovnéz poukazuji na fakt, ze AR-V7 je zfejmé& exprimovana také
normalnimi hematopoetickymi burikami, coz muze pFekryvat skuteCné projevy
agresivity KP v krvi. V této studii zaroven nebyl potvrzen vztah mezi rezistenci
k antiandrogenni terapii a expresi AR-V7 v krvi pacientd. Navic potvrzuji,
ze mnozstvi AR-V7 transkriptld v krvi je obvykle velmi malé a je vyzadovano
mnoho cyklld amplifikace k potvrzeni pozitivity exprese tohoto genu. | tento fakt
muze byt divodem, pro€ se v této diplomové praci tento gen nepodafilo efektivné
detekovat a prokazat jeho korelaci s klinicky vyznamnymi parametry, pfedevsim
s rezistenci k abirateronu ¢i enzalutamidu.

Pokud jde o gen AMACR, Arthi a Dhanalakshmi v roce 2019 zvefejnili studii,
ktera potvrdila, Ze vysoka exprese genu AMACR uzce souvisi s KP, jelikoz je
detekovana v témér vSech stadiich a rovnéz u nelé€enych pacientd s hormonainé
independentnim KP. Tang et al., 2006 ve své studii uvedli, Ze vin vitro

experimentech provedenych pomoci imunohistochemickych metod korelovala
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nizsi hladina exprese AMACR s nizSi proliferaci bunék adenokarcinomu. Uvadi,
Ze podobné jako androgeny, také AMACR podporuje rast bunék KP a zaroven
androgeny podporuji funkci genu AMACR stimulaci akumulace lipidi. Exprese
AMACR tedy do jisté miry pravdépodobné muze byt potlaena hormonalni terapii.
Zaroven tato studie ale neprokazala zadny vztah mezi hladinou exprese AMACR a
efektu hormonalni IéCby na KP. Carnell et al., 2013 zvefejnili zavéry, ze vysoka
exprese AMACR zacina jiz brzy pfi onkogenezi a jeho hladina nadale roste
soubézné s progresi tumoru, prestoze nékteré studie tvrdi, Ze v pokro€ilych
stadiich se jeho exprese naopak snizuje. Nicméné, ve vySe zminéné studii byla
rovnéz naznaCena mozna souvislost mezi androgenni senzitivitou tumoru
a expresi AMACR a také to, ze inhibice genu AMACR by mohla zvratit fenotyp
nékterych bunécnych linii, které se staly androgen nezavislymi. Potvrzeni tohoto
zjisténi by potencialné mohlo vést k soubézné l|écbé inhibitory genu AMACR
pfi antiandrogenni terapii u pacientd s CRPC. V této diplomové praci bylo zjisténo,
ze vySsi exprese genu AMACR (pfi normalizaci na TBP) korelovala s kratsi dobou
uzivani ARTA terapie, tudiZ uZivani abirateronu nebo enzalutamidu. Tyto vysledky
naznacuji, ze KP pacientd s vy3Si expresi AMACR byl agresivnéjsi a rychleji
progredoval, coz vyzadovalo ukonCeni ARTA terapie a nasazeni dalSi linie l1écCby.
Rovnéz bylo prokazano, ze pacienti s vysSi expresi AMACR vykazovali vySsi
umrtnost nez pacienti s niZsi expresi tohoto genu. Gen AMACR proto predstavuje
novy potencialni cil dalSich vyzkum a terapii.

Také gen EpCAM vykazoval zajimavé souvislosti, napfiklad korelaci
s AMACR. Trzpis et al., 2007 zmiriuji rGzné studie, podle nichz ma vyssi exprese
genu EpCAM zcela opacné vyznamy pro progndézu onkologickych pacientd.
Spizzo et al.,, 2006 a Spizzo et al., 2004 totiz uvadi, Zze vySSi exprese genu
EpCAM ve tkani karcinomu je obecné spojovana s niz§im celkovym prezitim
u karcinomu prsu a vajeCniku. Naopak, dle Seligson, 2004, u pacientu
s karcinomem ledvin souvisi exprese genu EpCAM s delSi oCekavanou dobou
zivota. Co se tyCe karcinomu prostaty, Benko et al., 2013 provedli analyzu
102 pacientd po radikalni prostatektomii  kvuli lokalizovanému KP.
Imunohistochemickymi metodami dosli k zavéru, Zze v maligni tkani byla exprese
EpCAM mnohonasobné vysSi oproti expresi v benigni tkani. Navic, vysoka
exprese tohoto genu byla asociovana s horsi prognézou a vy$sSim Gleason skore,
zaroven také s kratSi dobou preziti bez biochemického relapsu onemocnéni.

V této diplomové praci byla u KP potvrzena vyS$si exprese genu EpCAM z ctDNA
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pfi pokroCilejSich stadiich onemocnéni (v dobé kastrace), podobné jako je tomu
u karcinomu prsu ¢&i vajeCniku. Tento vztah vSak nebyl pozorovan v dobé nasazeni
ARTA terapie. Vzhledem k tomu, Ze krevni vzorky byly v tomto pilotnim souboru
odebrany pouze jedenkrat béhem roku 2018, je tfeba zjisténa pozorovani ovéfit
na vétsim souboru pacientl, a pfedevSim v opakovanych odbérech pfed danou
terapii, béhem ni a po ukonceni. V pilotnim souboru byly vzorky odebrany
od pacientu v rizné dlouhé dobé po kastraci (androgen deprivacni terapie).
U nékterych pacientu jiz také probihala ARTA terapie, ale u jinych byla nasazena
az pozdéji. Vétsi soubor pacientll umozni také analyzu krevnich biomarkeru také
ve vztahu k chemoterapii docetaxelem, ktera z divodu velmi malého poctu vzork
nebyla v teto diplomové praci blize popisovana.

Dale byla zjisténa silna korelace mezi expresi gend TBP a CDA45,
jenz napovida, ze vétSina transkriptl pravdépodobné pochazi z leukocytl, avsak
nema vyznam pro lé€bu pacientl. Gen TBP rovnéz silné koreloval s genem PTEN.
Exprese nadorového supresoru PTEN byva u pokrocCilého KP casto sniZzena
Ci uplné potlacena (Schmidt et al., 2010; Rathinavelu a Levy, 2016), avSak
v periferni krvi jsme toto sniZeni nepozorovali. Protein PTEN je exprimovan
i v normalnich burikdch vcetné leukocytld, coz pravdépodobné vysvétiuje
pozorovanou korelaci.

V ramci diplomové prace byla provedena i analyza zavedenych klinickych
parametrl. Zajimavym zjisténim je, Ze vstupni PSA z doby diagnoézy (iPSA) silné
korelovalo se sérovym PSA po kastraci, s LDH pfi zahajeni ARTA terapie,
a predevSim negativné s dobou uzivani ARTA terapie. | tato pozorovani si

zaslouzi ovéreni na vétSim souboru pacienta.
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5. Zaveér

Tato diplomova prace byla zaméfena na analyzu exprese vybranych genu u
pacientd s pokro€ilym karcinomem prostaty za vyuziti tekuté biopsie. Byly
analyzovany krevni vzorky pacientd s KP (n=35), z nichz byly vyizolovany CTCs a
cfDNA/RNA z krevni plazmy s destiCkami a bez destiCek, pfiCemz vysSi vytéZnost
cfDNA/RNA vykazovalo pouZziti krevni plazmy s destiCkami. Pfi optimalizaci
postupu byly rovnéz porovnavany specifické a nahodné primery pro RT-gPCR,
pfiCemz efektivni se ukazalo pouZziti specifickych primert. Pomoci optimalizované
metody byla vySetfena exprese genu AMACR, AR, AR-V7, CD45, EpCAM, PCAS3,
PSA, PTEN, TBP a TMPRSS2-ERG.

NejvySSi zachyt exprese téchto genl byl zjistén pfi pouziti cfDNA/RNA
z krevni plazmy s destiCkami. Ze ziskanych dat byla provedena statisticka
analyza, do niz bylo po kontrole kvality dat zafazeno 26 vzorkd. Pro geny PCA3,
PSA, TMPRSS2-ERG, CD45, PTEN, androgenni receptor ani jeho sestfihovou
variantu 7 nebyly pozorovany signifikantni vztahy s klinicky vyznamnymi
parametry. Jako signifikantni a klinicky potencialné vyznamny se ukazal vztah
mezi expresi genu AMACR a dobou uzivani ARTA terapie. KP pacientu s vysSi
expresi AMACR byl agresivnéjsi a rychleji progredoval, coz vyzadovalo ukonceni
ARTA terapie a nasazeni dalSi linie Ié¢by. Rovnéz vysSi exprese AMACR
souvisela s vy$Si umrtnosti pacientll. Také gen EpCAM vykazoval zajimava data.
Jeho vysSi exprese byla spojena s pokrocilej§im stadiem onemocnéni v dobé
kastrace a také s hladinou laktatdehydrogenazy (LDH) pfi zahajeni ARTA terapie.
Vyznam gent EpCAM a AMACR je podpofen jejich vzajemnou korelaci. Pfi
analyze zavedenych klinickych parametrd bylo zji§téno, Zze vstupni PSA (iPSA)
silné korelovalo s PSA po kastraci, s LDH pfi zahajeni ARTA terapie, a predevSim
negativné s dobou uzivani ARTA terapie.

Ackoliv v této diplomové praci nebyl prokazan predpokladany Kklinicky
vyznam androgenniho receptoru a jeho sestfihové varianty 7 jako slibného
biomarkeru pro monitoring stavu pacientd s pokrocilym KP pomoci tekuté biopsie
ani nékolika dalSich genu, byla objevena zajimava a klinicky vyznamna data
tykajici se exprese geni AMACR a EpCAM, jez by v budoucnosti mohla byt
vyuzita pro predikci odpovédi pacientd s pokroCilym KP na terapii a prognézu

jejich onemocnéni.
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