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Souhrn

V Ceské republice je karcinom prsu nejéast&j§im typem nadorového
onemocnéni u zen. Vznik metastaz je pro pacientky vétSinou fatalni a k vyskytu
dochazi obvykle u pacientek v remisi. Z tohoto ddvodu je v€asna a dostatecné citliva
detekce novych zhoubnych lozZisek velmi dulezita. Jednim z potencialnich
diagnostickych nastroju se v poslednich letech stava vySetieni pfitomnosti minimalni
rezidualni choroby (minimal residual disease, MRD) zaloZzené na detekci cirkulujicich
nadorovych bunék (circulating tumour cells, CTCs) v téle pacientky po vyjmuti
primarniho nadoru, ktera je bez zjevnych pfiznakd nemoci. Tyto CTCs, které jsou
povazovany za prekurzory mikrometastaz, I1ze detekovat celou fadou metod, z nichz
jednou z nejcitlivéjSich a nejvyuzivanéjSich je kvantitativni reverzné transkriptazova
polymerazova fetézova reakce (real-time RT-PCR).

V predlozené studii byly jako markery vhodné pro detekci MRD u karcinomu
prsu metodou realtime RT-PCR testovany karcinoembryonalni antigen
(carcinoembryonic antigen, CEA) a mammaglobin (MAM). Ve vzorcich sentinelovych
uzlin byla kvantifikovana exprese markerl a na zakladé experimentalné stanovenych
cut-off hodnot byla ur€ena pozitivita C€i negativita uzliny na pfitomnost CTCs.
Prokazali jsme vhodnost markeri CEA a MAM pro vysetieni pfitomnosti CTCs ve
vzorcich sentinelovych uzlin u pacientek s karcinomem prsu. Dale byla provedena
analyza preziti bez relapsu (relapse free survival, RFS) a vyhodnocen jeji vztah
k pfitomnosti CTCs. Pacientky s pfitomnosti CTCs v sentinelové uzliné vykazovaly
kratSi preziti nez pacientky s negativnimi uzlinami. Pokud byly ze souboru vylouceny
pacientky s obecné horsi prognézou (tj. pacientky s tumorem vysSiho stadia, s
postizenim uzlin, s metastazami, s negativnimi estrogenovymi a progesteronovymi
receptory a s pozitivni amplifikaci HER2) tento vztah se jiz neprokazal.

V ramci studie byla pfipravena diluéni fada standardu pro glyceraldehyd 3-
fosfat dehydrogenazu (GAPDH). Tento gen se fadi mezi referenéni neboli
,housekeepingové“ geny a ve studii byl pouzit k ovéfeni spravného pribéhu izolace

RNA a reverzni transkripce.



Summary

Breast cancer is the most frequent type of cancer in women in Czech republic.
Formation of metastases is usualy fatal for the patients and usually occurs in patients
in remission. For this reason the early and sufficiently senstitive detection of the new
malignant bearings is very important. One of the potential diagnostic tools in recent
years is becoming an examination of presence of minimal residual disease (MRD)
based on detection of circulating tumor cells (CTCs) in the body of patient after
removal of the primary tumor, which is without obvious symptoms of the disease.
These CTCs, which are considered to be precursors of micrometastases can be
detected by a variety of methods, one of the most sensitive and used is a quantitative
reverse transcriptase polymerase chain reaction (real time RT-PCR).

In the propounded study carcinoembryonic antigen (CEA) and mammaglobin
(MAM) were tested as markers suitable for MRD detection in breast cancer by real-
time RT-PCR method. Expression of the markers was quantified in the samples of
sentinel nodes and based on experimentally determined cut-off values, were
determined according to positivity or negativity of nodes for the presence of CTCs.
We have proved the suitability of CEA and MAM markers to investigate the presence
of CTCs in samples of sentinel nodes in patients with breast cancer. Furthermore, the
analysis of relapse free survival (RFS) was also performed and it was evaluated it's
relationship with presence of CTCs. Patients with the presence of CTCs in the
sentinel node demonstrated a shorter survival than patients with negative nodes.
When patients with a generally worse prognosis (patients with higher tumor stage,
with afflicted nodes, with metastases, with negative estrogen and progesterone
receptor and with positive HER2 amplification) were excluded from the set of
patients, this relationship hasn’t been proved again.

Within the study the preparation of a dilution series of standards for
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was also performed. This
gene belongs to reference or "housekeeping” genes and it was used to verify the

correct operation of RNA isolation and reverse transcription in the study.
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Cile prace

Provést reSersi na dané téma, zorientovat se v problematice karcinomu prsu
a minimalni rezidualni choroby (MRD) u solidnich nadorl, ziskat teoretické
i praktické znalosti PCR metodiky, naucit se pracovat s patficnymi databazemi
a softwarem (PubMed, OMIM, Rotor-Gene 6, aj.)

Naucit se izolaci RNA ztkani a stanovit expresi vybranych markerl ve
vzorcich pacientek s karcinomem prsu metodikou kvantitativni RT-PCR.

Zkorelovat vysledky s dostupnymi klinickymi daty, v tomto ovéfeni a v dalSim

sledovani vybranych pacientll event. pokracovat v ramci diplomové prace.



1 Uvod

Nadorové onemocnéni neboli déleni a rlst bunék, jejichz cyklus se vymknul
kontrolnim mechanizmum organizmu, provazeji lidstvo jiz od jeho vzniku. Znamky
zmén zpusobenych timto typem onemocnéni byly dokonce nalezeny i na kosternich
pozustatcich dinosaurt (Petruzelka et al., 2003).

Zhoubna nadorova onemocnéni patfi po kardiovaskularnich k nejCasté;Si
priciné umrti v populaci a fadi se mezi civiliza¢ni choroby. V sou€asnosti celosvétove
vyskyt rakoviny narusta, coz lze pfipsat i ménicim se podminkam prostredi
a zivotniho stylu populace.

Celosvétové bylo v roce 2012 hlaseno 32,4 milionu lidi s diagnostikovanou
rakovinou, 14,1 milionu novych pfipadl a 8,2 milionu umrti. Dle pohlavi byla
incidence o0 25 % vySSi u muzd nez u Zen. U mortality byl zaznamenan niz8i narust
nez v pfipadé incidence, kdy u muzl doslo ke zvySeni 0 15 % a u Zzen 0 8 %. Tento
fakt byl zaznamenan v rozvinutych oblastech, coz zfejmé poukazuje i na vliv
prostifedi (www.globocan.iarc.fr).

V Evropé byla pro rok 2012 zaznamenana nejvySSi incidence u muzu
u karcinomu prostaty a u Zen u karcinomu prsu, ktery nasledoval karcinom tlustého
stfeva a karcinom plic. NejvySSi mortalita vSak byla zjisténa u karcinomu plic
(www.eco.iarc.fr).

Kazdy ¢&tvrty &lovék v Ceské republice umira pfiginou maligniho nadorového
onemocnéni (Adam, Vorlicek, Koptikova, 2003) a dle Narodniho onkologického
registru CR bylo v roce 2010 zaznamenano 82 606 novych zhoubnych novotvarti
a novotvard in situ (preinvazivni nadory). Z tohoto celkového poctu bylo
42 933 pfipadd u muzd a 39 673 u Zen. Vzhledem k roku 2009 se zvysil vyskyt
novych nadorl o 4 %. Zatimco incidence dlouhodobé narusta, mortalita naopak klesa
a konkrétné vroce 2010 zemrfelo na nasledek zhoubného nadoru 27 834 osob

(www.uzis.cz).



Mezi nejCastéjSi nadorova onemocnéni u obou pohlavi patfi tzv. ,jiny zhoubny
novotvar kiize*, nador kolorekta a nador pradusnice, pradusek a plic. Castym typem
rakoviny vyhradné u muzského pohlavi je karcinom prostaty, jehoz incidence za
poslednich 20 let vyrazné vzrostla. U Zen se nejvice vyskytuje karcinom prsu,
u kterého se mortalita a incidence v roce 2010 zvysila o 32,1 % oproti roku 2009.
(www.uzis.cz).

Narast novych pfipadd zhoubnych novotvarli mize byt podminén starnutim
Ceské populace, zvySenim mnozstvi znecistujicich latek v prostfedi, ale také
rozvojem diagnostickych metod. Uginngjsi terapie a nové pristupy k Ié&b& maji
naopak vliv na snizovani umrtnosti (www.uzis.cz).

Velmi pfinosnym se stava monitoring nadorovych markerd (velmi citlivych
nadorové specifickych molekul, jejichz mnozstvi zavisi na povaze nadoru) z periferni
krve, kostni dfené, ale i tkané, napf. sentinelové uzliny u karcinomu prsu (Petruzelka
et al., 2003). Pomoci téchto markerd muze byt detekovana také tzv. minimalni
rezidualni choroba, ktera poukazuje jiz na malé mnozstvi zhoubnych nadorovych
bunék (tzv. mikrometastazu) v téle v obdobi po odstranéni nadoru a ukonceni |éCby
u pacienta v remisi. Detekce minimalni rezidualni choroby je dulezita pro zachyt
mozné recidivy nadorového onemocnéni &i ovéfeni ucinnosti 1éCby, kdy lze dle
vysledk( pacienta podrobit bud dalsi 1é¢bé &i se naopak vyhnout jeho zbytecné
zatézi (Hauwel, Matthes, 2014).
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2 Teoreticka éast

2.1 Prsy

Prsy (mammae) jsou parova vyvyseni v pfedni ¢asti hrudniku tvofena zejména
mlécnymi zlazami, které jsou zaroven nejvétSimi koznimi zlazami v téle. Prsy jsou
pfitomny u obou pohlavi, ale pouze u zen se mlécné Zlazy dale vyvijeji a zvetsSuji
(u muzu zdstavaji rudimentarni). Jejich hlavnim vyznamem je tvorba matefského
mléka v laktaénim obdobi (Cihak, Druga, Grim, 2004). PIn& vyvinuty prs se nachéazi
v rozmezi 3. az 6. Zebra a jeho pramérna velikost je zhruba 12 cm horizontalné
a 11 cm vertikalné. Velikost prsu se vS8ak zna¢né rlizni a mohou vykazovat asymetrii

i navzajem k sobé (Petrovicky, Druga, Seichert, 2002).

2.1.1 Stavba a popis

Prs se sklada z klze, tukového polstafe a mlééné zlazy. Na vrcholu prsu se
nachazi prsni dvorec (kulaty, 3 — 6 cm, rlzZzové az tmavé hnédé pigmentace)
s drobnymi vystupky (rudimentarni Montgomeryho zlazy), ze kterého vystupuje prsni
bradavka. Tukovy polstaf vypliuje prohlubné a nerovnosti mezi Zlazovymi laloky
(tvarovani prsu). Zakladem mlécné Zlazy je zlazové téleso tvorené 15 - 20 lalGcky
(lobuly, délici se na alveoly), do kterych se spojuji mlékovody (dukty). Hlavni dukty
vyustuji do prsni bradavky. Tepny a Zily zajiStujici krevni zasobeni tvofi paprscitou
a kruhovou sit. Prsy jsou také bohaté protkany nervy a lymfatickou siti. Pravé axilarni
lymfatické uzliny jsou €astou lokalitou vzniku metastaz. Vnimavost dvorce (smrsténi)
a bradavky (vyvySeni) na vnéjSi podnéty je zajiSténa svaly upinajicimi se ke kizi
(Cihak, Druga, Grim, 2004; Petrovicky, Druga, Seichert, 2002; Abrahamova et al.,
2000).

11



2.1.2 Vyvoj a zmény

Mlécna zlaza se vyviji z tzv. mlécné listy embrya (od podpazi ke tfislim).
U muzského pohlavi jsou mlééné Zlazy zakrnélé diky testosteronu, ktery tento vyvoj
potlacuje. U Zen dochazi v pribéhu Zivota ke zménam prsu a mlé¢né zlazy. Prsni
bradavka je po narozeni orientovana smérem dovnitf a po par dnech se zacCne
vyvySovat. Mezi zasadni zmény patfi - vyvyseni a zvétSeni prsu (v preadolescentnim
obdobi), strukturni zmény mlééné Zlazy (béhem menstruaéniho cyklu), vyrazny rast
vyvodU a lobult a tvorba matefského miéka (v prabéhu gravidity) a snizeni mnozstvi
lobultd (Ubytkem pohlavnich hormonti pfi menopauze) (Cihak, Druga, Grim,
2004; Petrovicky, Druga, Seichert, 2002; Abrahamova et al., 2000).

Obr. &. 1: Schematické znazornéni prsu na sagitalnim fezu: 1 — velky prsni sval,
2 — fascie velkého prsniho svalu, 3 a 6 — vazivové pruhy (soubor pruhl), 4 — kuze
prsu, 5 — premammarni tuk, 7 a 8 — mlékovody, 9 — prsni bradavka, 10 — prsni
dvorec, 11 — Zlazové laloky a 12 — retromammarni tuk (Upraveno dle: Smarda et al.,
2005)
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2.1.3 Karcinom prsu

Karcinom prsu Ize definovat jako rlizna zhoubna bujeni bunék epitelu mlié¢né
Zlazy  (Adam, VaniCek, 2002). Rakovina prsu je nejzavaznéjSim
a nejfrekventovangjsim typem nadorového onemocnéni v Zenské populaci. V CR se
v roce 2012 nador prsu podilel 25,47 % na pfedpokladané incidenci a 13,35 % na
mortalité u pacientek (www.eco.iarc.fr). Tento druh malignity se objevuje také

u muzu, avSak tvofi pouze 1 % pfipadu karcinomu prsu (Abrahamova et al., 2000).

2.1.3.1 Klasifikace a druhy nadoru

Nadory (tumory, blastomy) jsou utvary vzniklé akumulaci abnormalnich
a samostatnych populaci bunék, ¢imz dochazi k ireverzibilnim zménam ve tkanich.
Pro vznik nadoru je kliCové vyfazeni kontrolnich pochodl, coz vede ke zméné
genetického materialu buriky (5 az 6 mutaci dulezitych gend). Ke zménam dochazi
Castéji u kmenovych bunék a spoustécimi podnéty mohou byt chemické latky,
fyzikalni vlivy, genetické faktory, virové Castice, hormony, zZivotni styl aj. (Macak,
Macakova, 2004; Petruzelka et al., 2003)

Nadory Ize rozdélit dle riznych kritérii. Primarné se rozliSuji nadory pravé
a nepravé. Mezi nepravé nadory patfi cysty, hypertrofie, hyperplazie, zanétlivé
pseudotumory, ulozené patologické latky, poruchy embryonalniho vyvoje apod.
Pravé nadory Ize rozliSit na zakladé vlastnosti a puvodu. Dle vlastnosti rozliSujeme
nadory maligni (agresivniho rastu, metastazujici), benigni (vytyCené a cCasto
opouzdiené) a intermediarni. Dle plvodu se nadory déli na epitelové,
mezenchymové, trofoblastové, teratomy, znervové tkané a smiSené (Macak,
Macakova, 2004; Horyna, Houdek, 2008).

Nadory prsu lze rozdélit na benigni, fibroadenomy, fyloidni a maligni. Benigni
nadory maji zejména epitelovy puvod a patfi sem papilomy a adenomy (laktacni,
tubularni, pleomorfni a apokrinni). Fibroadenomy jsou hojné se vyskytujicim typem
benignich nadord u zen do 30 let, jsou pevné a ostfe ohranicené a nejvice se
objevuji v hornim kvadrantu prsu. Fyloidni nadory se vyskytuji v pozdé&jSim véku nez
fibroadenomy, jsou drobnych i velkych rozmérl a vzacné tvofi i maligni metastazujici
utvary (Macak, Macakova, 2004; Schmitt, Gruliow, 2010).
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Nadory maligniho typu mohou byt invazivni a neinvazivni. Lobularni karcinom
in situ (LCIS) je neinvazivnim zhoubnym nadorem. Vyskytuje se Castéji u mladych
Zzen a tvofi 80 az 90 % pfipadu pfed klimakteriem. LCIS se déli na typ A, ktery
sestava z diploidnich bunék bez jadérek a typ B s hyperploidnimi burikami, které maiji
vyrazna polymorfni jadra s jadérky. Bunky spojuje ztrata exprese adhezniho proteinu
E-cadherinu, ktery je potfebny pro kohezi zdravych epitelovych bunék. ZasaZeny jsou
terminalni duktotubularni jednotky (Macak, Macakova, 2004; Schmitt, Gruliow, 2010).

Invazivni duktalni karcinom tvofi az 80 % vSech prsnich nadord. Morfologicky
se jedna o tuhy utvar nepravidelného ohraniCeni (kolem 2 cm). Vysoce
diferenciované nadory bézné vytvareji tubuly, buniky obsahuji mala okrouhla jadra.
Stfedné diferenciované karcinomy formuji shluky Ci jednotlivé metastazujici buriky.
Slabé diferenciované karcinomy proliferuji jako pevné utvary €i rozptylena ohniska
a tvori nekrézy. Nadory jsou ukotveny vazivem k podkladu ¢&i zpUsobuiji vtazeni kuze
a bradavky. Metastazy Ize najit v kostech nebo uzlinach v podpazi. Pfiznakem se tak
v nékterych pfipadech stava lymfedém paze (Macak, Macakova, 2004; Schmitt,
Gruliow, 2010).

Intraduktalni karcinom in situ (DCIS) je druhym typem neinvazivniho nadoru
a zasahuje do duktalné-lobularniho systému. Dnes ma tento nador pfiblizné 15-30%
zastoupeni. U DCIS lIze rozlisit 5 subtypl: pevny, komedonovy (s nekrézami),
papilarni (proliferujici do fibrovaskuarnich jader), mikropapilarni (s intraduktalnimi
utvary) a kribriformni (s rovhomérnym rozloZzenim intraepiteliarnich prostor). Burky
maji vice jader, napadna jadérka a orientuji se kolmo na pfemostujici trabektuly.
V pfipadé nekomedonovych nadord muze vzniknout i vzacna Pagetova choroba
prsni bradavky charakteristicka svétlymi bunkami v pokozce bradavky (Macak,
Macakova, 2004; Abrahamova et al., 2000; Schmitt, Gruliow, 2010).

Asi 10% nadorl predstavuje invazivni lobularni karcinom, ktery ma nejvyssi
podil na oboustrannych typech nadorll. Bunéény rozsev probiha formou souborl &i
volnych klastrd. U tohoto typu nadoru je naro¢né identifikovat primarni misto vzniku
(vyznaCuje se multicentrickymi lozisky) od metastaz, které se tvofi
v gastrointestinalnim traktu, vajeCnicich, déloze, mozku, kostech apod. (Macak,
Macakova, 2004; Schmitt, Gruliow, 2010)
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Tubularni karcinomy jsou malé (mensi nez 1 cm), vétSinou diploidni a tvofi 10
% v8ech prsnich nadord. (Schmitt, Gruliow, 2010).

Za zminku stoji jeSté medularni karcinom, ktery tvofi ohranicené mékké utvary
a podili se jen 1-5 % na karcinomech prsu. Nador sestava z velkych bunék, které
obsahuji pleomorfni jadra. Tvofi se lymfoplazmocytarni filtrat a nedochazi k pruniku
do obklopujicich tkani prsu. Mucindzni karcinomy jsou diploidni a vyskytuji se
u starSich Zen a maji Zelatinovou konzistenci. Invazivni papilarni karcinomy jsou
vzacne, tvofi maximalné 1 % a méné nez 1 % tvofi metaplastické karcinomy (Macak,
Macakova, 2004; Schmitt, Gruliow, 2010).

2.1.3.2 Epidemiologie

AC vSeobecné incidence u nadorovych onemocnéni dlouhodobé stoupa
a umrtnost naopak klesa, u karcinomu prsu stoupa jak incidence, tak umrtnost
(www.uzis.cz). Vyskyt tohoto onemocnéni je ovlivnén vékem (rizikovy faktor),
pficemz nejcastéjSi nalez je kolem 50. roku. Rakovina prsu se zacina v poslednich
letech vice objevovat i v nizSich vékovych skupinach (nad 30 let), kdy do 30 let se
Casto nevyskytuje a pod 20 let vzacné (Abrahamova et al., 2000; Adam, VorliCek,
2002).
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Obr. &. 2: Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality v po&tu pfipadd na 100 000 Zen
pro diagnézy C50 — maligni karcinom a D05 — karcinom in situ (Upraveno dle:

Wwww.svod.cz)
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Obr. &. 3: Vékoveé specificka incidence a mortalita v poctu pfipadd na 100 000 zen
pro diagnézy C50 — maligni karcinom a D05 — karcinom in situ (Upraveno dle:

www.svod.cz).

2.1.3.3 Etiologie

U karcinomu prsu byla prokazana fada rizikovych faktorl podnécujicich jeho
vznik. Mezi nejvyznamnéjSi patfi vék, genetické, hormonalni a benigni zmény,
nutri¢ni faktory a faktory vnéjSiho prostredi. | pfes tato znama rizika dochazi u vice
jak poloviny pacientek ke vzniku nadoru bez zjevnych davodu (Petruzelka et al.,
2003).

Rozhodujicim a podstatnym faktorem pro vyvoj nadoru prsu je vék. Vyskyt
karcinomu prsu stoupa kolem 30. roku a po 45. roce tvofi az 85 % v8ech nadoru
(Adam, Vorlicek, 2002).

Vznik geneticky podminénych nadorl je na rozdil od sporadickych

(vznikajicich spontanné) zapfi¢inén odliSnym puvodem mutaci mezi alelami

tumorsupresorového genu. Mutace u jedné z alel byla zdédéna (predispozice) a u

16



druhé alely se vytvofila az druhotné (spontanné) vlivem jinych nez genetickych
faktorl. Takto vzniklé nadory lze rozliSit na hereditarni a familiarni. V pfipadé
hereditarnich forem je mutace pfenasena z pfedchozi do dalSi generace v Zzenské
linii jako dominantni znak, kdezto u familiarni formy dochazi k multifaktorialnimu a
polygennimu puvodu nadorového onemocnéni. Geny, jejichZ mutace pfispivaji ke
vzniku nadorového procesu, se déli na onkogeny, které jsou bud amplifikovany
anebo zvysuji svoji expresi (napf. receptor epidermalniho rastového faktoru, cykliny
E a D1, gen ptaCi myelocytomatézy aj.) a tumorsupresorové geny, které naopak
kontroluji buné&né déleni a jsou pfi vzniku nadorového bujeni inaktivovany napf. gen
karcinomu prsu 1 a 2 (breast cancer gene, BRCA1 a 2), gen pro nadorovy protein
(p53) aj. U hereditarnich nadoru jsou vyznamné mutace gent BRCA1 leziciho na 17.
chromozomu a podmifiujiciho 55-85% riziko vzniku nadoru prsu a BRCAZ2 leziciho na
13. chromozomu. Ke vzniku syndroml dochazi €asto u familiarnich typd nadoru,
napfiklad Li-Fraumeniho syndromu (mutace p53) a vzacného Cowdenova syndromu
vznikajiciho mutaci genu pro fosfatdazovy a tenzinovy homolog (phosphatase and
tensin homolog, PTEN) (Adam, Vorlicek, 2002; Petruzelka et al., 2003; Abrahamova
et al., 2000).

Z hormonalnich faktort jsou kliCové estrogeny a jejich metabolity, které pfi
delSim plsobeni zvysuji riziko karcinomu, napf. pfi gravidité po 30. roce, kratS§i dobé
kojeni, bezdétnosti (nuliparita), pozdni menopauze ¢i naopak brzké menarche
(Adam, Vorlicek, 2002; Petruzelka et al., 2003).

Benigni zmény jako tfeba duktalni hyperplazie, lobularni hyperplazie
a karcinomy in situ se mohou podilet na zvySeném riziku nadorového bujeni (Adam,
Vorli¢ek, 2002).

Stravovaci navyky jsou také pomérné podstatné ve vztahu k rakoviné prsu.
U pacientek s nadvahou a nadbytkem tuk( v potravé (zejména mastnych kyselin)
bylo prokazano o 45 % vice visceralniho tuku nez u kontrolni skupiny (estrogeny se
tvofi z tukovych zasob). DalSim rizikovym faktorem muaze byt pozivani alkoholu
(Adam, Vorlicek, 2002; Petruzelka et al., 2003; Fentiman, 1998).

V neposledni fadé jsou vyznamnym rizikovym faktorem podminky prostredi,
zejména fyzikalni a chemickeé vlivy. K rizikovym fyzikalnim faktorm pat¥i rdzné druhy
zareni z vnéjSiho prostfedni Ci zafeni aplikované v ramci 1é¢by jiného onemocnéni
(napf. u pacientek s Hodgkinovym lymfomem), u kterych byla prokazana
20-30% S8ance vzniku nadoru prsu. K nebezpeénym chemickym faktordm patfi
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zplodiny v ovzdusi a zejména organochloridy (DDT - dichlordifenyltrichlorethan, DDE
- dichlordifenyldichlorethen, PCBs - polychlorované bifenyly), které mohou pfimo
pusobenim na estrogenové receptory bunék podporovat nadorové bujeni (Schmitt,
Gruliow, 2010; Fentiman, 1998).

2.1.3.4 Klinické projevy

K nejbéznéji se vyskytujicim symptomim karcinomu prsu patfi hmatatelny
utvar (bulka) uvnitf prsu, bolest a sekrece z bradavky (Schmitt, Gruliow, 2010).

Mezi hmatatelné utvary se fadi zejména fibroadenomy, maligni nadory a cysty.
Nejvétsi vyskyt téchto utvarl je zaznamenan u Zen pfed klimakteriem, s vékem
invazivnost roste. Zhruba polovina nadoru se tvofi v hornim kvadrantu prsu (Schmitt,
Gruliow, 2010).

Bolest muze byt cyklicka (neni spojovana s onemocnénim) nebo necyklicka,
ktera se obvykle vyskytuje v konkrétni oblasti prsu a signalizuje infekce, perforované
cysty &i nespecificka poSkozeni. Bolestivych je vSak pouze 10 % nadord prsu
(Schmitt, Gruliow, 2010).

Sekretem je v ramci bradavky Casto matefské mléko, coz je ovlivnéno
prolaktinem, endokrinnimi syndromy, uzivanim antikoncepce, nékterych antidepresiv,
fenothiazini apod. Zvlastni pozornost by méla mit sekrece serézni a sekrece
s pfitomnosti krve. Vznik téchto sekretd byva podminén duktalnimi papilomy,
cystami, ale také rychlym rlstem prsu pfi gravidité (Schmitt, Gruliow, 2010).

Mezi dalSi mozné pfiznaky se fadi Kkalcifikace vznikajici u nekréz
a hyalinizované vazivové tkané, které Ize rozliSit na benigni (sklerotizujici adendzy,
apokrinni cysty) a maligni (drobné, nepravidelné). Velmi asty je duktalni karcinom in
situ. Objevuje se také vtahovani kize, anomadlie bradavky (oplosténi, vtazeni,
Supinaténi a jiné), zvétSené a ztuhlé prsy, tzv. ,pig skin“ (vyskyt jemnych lymfatickych
cév), rozsifena pleten zil, sekrece z bradavky (pfedevsim krev), vySsSi teplota kize
a zacCervenani (upozornujici na eryzipeloidni nador) a tvorba povrchovych
viedovitych atvar(i, coz signalizuje jiz pozdni stadium rakoviny (Schmitt, Gruliow,
2010; Abrahamova et al., 2000).
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2.1.3.5 Diagnostika a staging

Pravidelné vySetfovani pacientd a evidovani jejich zdravotniho stavu, tzv.
screening, ktery je velmi vyznamny pro uspésnou léCbu. Timto zplsobem jsou Castégji
diagnostikovana pocatecni stadia — tzv. karcinom in situ. Mnohé vyzkumy dokladaji
snizeni umrtnosti u pacientek pravidelné se u€astnicich screeningu témérf o polovinu
(Petruzelka et al., 2003; Abrahamova et al., 2000).

Zakladem a nejjednodussim postupem k diagnostice zmén i onemocnéni je
samovysetifeni prsu pacientkami. Samovysetieni by mélo byt aplikovano kazdy
mésic (vhodné je nékolik dni po ukon€eni periody) a sklada se z nékolika Casti.
Nejprve Zena vizualné ohodnoti vzhled prsou pfi svéSenych rukou a vestoje,
nasleduje svéSeni ramen a zaloZeni rukou v bok, zvednuti jedné paze a palpace
prsu, pozorovani struktury bradavky a zavérem prohmatani prsu vleze a na zadech
s rukou zalozenou pod hlavou (Abrahamova et al., 2000).

Diagnostické postupy u nadoru prsu Ize rozdélit na neinvazivni a invazivni.
U neinvazivnich je zakladem vySetfeni pohmatem oSetfujicim Iékafem. Hojné se
vyuzivano mékké RTG (rentgenové) zareni, které slouzi jak pro preventivni prohlidku
u pacientek bez symptomu a s nehmatnymi nalezy, tak k ureni zmén v mlécné
Zlaze. Casto rozpoznané mikrokalcifikace, roztfepené lemy loZisek a zmohutnéni
povrchu kiize mohou signalizovat zhoubné zmény. Na zaznamu z mamografu je
sledovan stin vytvofeny mléénou Zlazou, pfitomnost loZisek a axilarni uzliny. Existuje
i efektivngjsi digitalizovana mamografie dilezita pfedevSim u starSich pacientek s
jasnéjsim hodnocenim stinu (parenchym v atrofii). Pfiblizné je identifikovano az 96 %
tumord a kolem 60 % faleSnych pozitivit. Doplfiujici zobrazovaci metodou je
ultrazvuk, ktery snima ve vrstvach. Aplikuje se pfi nalezech u mladSich Zen, po
zakrocich a k detekci navratu onemocnéni. Mezi dalSi zobrazovaci a neinvazivni
metody patfi magneticka rezonance (znazorfiujci léze diethentriaminpentaacetat
gadoliniem (DTPA) a tvofici 3D obraz), vypocletni a pozitronova emisni tomografie,
duktografie, pneumocystografie (sledujici zmény uvniti cysty), ultrasonografie a;.
(Petruzelka et al., 2003; Abrahamova et al., 2000; Adam, Vorli¢ek, 2002)

V ramci invazivnich vySetfeni se odebira vzorek potencialni nadorové tkane,

ktery je dale testovan a zkouman za pouziti histopatologickych, mikroskopickych,

19



imunochemickych a molekularné biologickych technik. Pro lokalizaci a kontrolu
odbérového mista se pouziva mamograf €i ultrazvuk. Zakladni technikou je biopsie
v nékolika modifikacich. Core cut biopsie (odebirajici tkan ve tvaru valce),
stereotakticka biopsie a oteviena chirurgicka biopsie (excise tkané). Dalsi technikou
je vpich do tkané tenkou jehlou neboli punkce. Tento odbér se provadi k rozliSeni
pevného loZiska od cysty a k odstranéni tekuté vyplné cyst. Ve vzorcich tkani
pacienta lze stanovit koncentrace nadorovych markert, které jsou v souvislosti se
vznikajicim nadorovym onemocnénim zvySené. Bézné se v pfipadé karcinomu prsu
vySetfuji receptory pro peptidické a steroidni hormony, sérové markery
a biochemické markery — napf. karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic
antigen, CEA), ktery je detekovatelny asi u poloviny pacientek s metastazami
a nadorovy antigen 15-3 (Cancer Antigen 15-3, CA-15-3) (Petruzelka et al., 2003;
Abrahamova et al.,, 2000; Adam, Vorlicek, 2002). U rodin s familiarnim vyskytem
onemocnéni lze vyuzit lymfocytd ziskanych z krve k molekularné-genetickému
vySetfeni DNA pro tumorsupresorové geny BRCAL1 a 2 (Abrahamova et al., 2000).
Dalsimi molekularné-genetickymi markery studovanymi napf. pfi detekci minimalni
rezidualni choroby jsou mammaglobin (MAM), karcinoembryonalni antigen
(carcinoembryonic antigen, CEA) nebo receptor pro epidermalni rustovy faktor
(epidermal growth factor receptor, EGFR).

Pro stanoveni vhodné Ié¢Eby u pacientky je dulezita jak morfologie karcinomu,
tak rozsah onemocnéni (tzv. staging). K ur€eni typu a rozsahu nadoru pfed a po
zakroku se pouziva klasifikace TNM. Kategorie T oznacuje tumor a je urCovana
zejména pomoci zobrazovacich a invazivnich metod. N kategorie vyjadfuje zasazeni
regionalnich lymfatickych uzlin metastazami, k vySetfeni se pouzivaji zobrazovaci
metody a pohmat. Tfeti skupinou je kategorie M, ktera charakterizuje jak metastazy
v nadkliCkovych uzlinach, tak metastazy vzdalené od primarniho loZiska. Ke
stanoveni metastatického poskozeni se pouziva RTG, pocitatova tomografie
(Computed Tomography, CT), scintigrafie, magneticka rezonance, ultrasonografie aj.
U v8ech kategorii se rozliSuje velikost sledovanych utvaru a jejich chovani vzhledem
k okolnim tkanim. Kombinaci téchto kritérii zafazujeme pacientky s karcinomem prsu
do Ctyr klinickych stadii vyjadfujicich stupen pokrocilosti nadoru a urcujicich 1éCebny
postup (Abrahamova et al., 2000; Adam, Vorlicek, 2002).

Svilj vyznam v diagnostice ma i histologicky grading, jehoZ prostfednictvim Ize

stanovit mira diferenciace nadorové tkané, napr. velikost a tvar bunék, mnozstvi
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tubularnich utvart aj. Na zakladé tohoto kritéria byla vytvofena pfislusna klasifikace
nadorl: GX, G1, G2, G3 a G4, kdy kategorie GX vyjadfuje nestanovitelny stupen
vyzravani, G1 zahrnuje nador dobfe diferencovany a G4 nediferencovany nador
(s hor§i progndzou). Tumory s menSi schopnosti diferenciace byvaji citlivé
k ozafovani a chemoterapii, avSak mohou byt nestabilni a tudiz rizikové pro pacienta.
Grading se vSak nemusi shodovat s TNM klasifikaci a jeho urCeni je ovlivnéno
mistem odbéru vzorku nadoru (Petruzelka et al., 2003; Adam, Vorlicek, Koptikova,
2003; Adam, Vorlicek, 2002).

2.1.3.6 Lécba

Vybér vhodné lécby je podminén jednak klinickym stadiem karcinomu prsu
pacientky, ale takeé jejim celkovym zdravotnim stavem a vékem. Pouzivané IéCebné
postupy se déli na lokoregionalni (chirurgie, radioterapie) a systémové
(chemoterapie, hormonalni terapie, biologicka léCba) (Petruzelka et al., 2003; Adam,
Vorlicek, 2002).

Chirurgicky zakrok je primarni alternativou |éCby u ranéjSich stadii. V pfipadé
proliferace nadoru do svalu mulze byt proveden jako modifikovana radikalni
masektomie, pfi které je odejmut cely prs. Bézné se pfi masektomii odebiraji i uzliny
v oblasti axily (v po€tu minimalné deseti) a to pfedevsim z prognostickych davodu.
Druhou moznosti je odbér sentinelové uzliny, coZz je prvni uzlina lymfatického
systému vedouciho od nadoru. Vizualizace uzliny se provadi patentni modfi. Druhym
typem operativnihno zakroku je vyjmuti nadoru z prsu, provazené radioterapii
(Petruzelka et al., 2003; Simsa et al., 2010; Abrahamova et al., 2000).

Radioterapie (lokalni davky gama &i RTG zafeni) je dulezitou modalitou
terapie karcinomu prsu, pfestoZe se prsni nadory rfadi k méné senzitivnim a urceni
vhodné davky je limitovano pfitomnosti plicniho parenchymu, srdce, brachialniho
plexu a michy v blizkém okoli. U neoperabilnich nadorl, pfi vyskytu metastaz
a u recidivy onemocnéni se aplikuje radioterapie mirnici pribéh nemoci
(Abrahamova et al., 2000; Adam, VorliCek, 2002).

Chemoterapie funguje na principu podavani léCiv (tzv. cytostatik), ktera maji
negativni vliv na bunécny cyklus nadorovych bunék. Aplikovany do téla pacientky

Jjsou bud nitrozilné Ci oralni cestou, v sou€asnosti je na vybér vice nez 40 cytostatik.

21



Tento zplUsob |éCby je podavan neoadjuvantné (pfed chirurgickym zakrokem) Ci
adjuvantné (po operaci) u pacientek s postizenymi uzlinami metastazami
a neoperabilnimi nadory. VétSinou je podavano vice cytostatik najednou
(nejznaméjsi je kombinace cyklofosfamidu s metotrexatem a 5-fluorouracilem, CMF)
nebo kombinace cytostatik s antracykliny (5-fluorouracil, adriamycin a cyklofosfamid
— FAC; 5-fluorouracil, epirubicin a cyklofosfamid — FEC; adriamycin a cyklofosfamid
- AC a epirubicin a cyklofosfamid - EC), taxany (paklitaxel, docetaxel) a dalSimi
latkami jako jsou vinorelbin a kapecitabin. Chemoterapie sebou bohuzel pfinasi fadu
vedlejSich ucinkl jako nevolnost, vypadavani vlasl, nechutenstvi aj. (Petruzelka et
al., 2003; Abrahamova et al., 2000; Adam, Vorli¢ek, 2002; www.cancer.org)

Hormonalni |éCba se fadi k nejdéle pouzivanym metodam. Blokuje ucCinek
estrogenu, jako rastovych hormonld podporujicich proliferaci bunék nadoru.
Hormonoterapie je provadéna tfemi zpusoby, kdy pfi prvnim je odstranéna d&i
vyfazena zfunkce dana Zzlaza (odstranéni vajeCnikd - ovarektomie), u druhého
soutézi tzv. antiestrogeny (zejména tamoxifen) s estrogeny o vazbu na receptory
a tfeti zpUsob blokuje tvorbu estrogent pomoci inhibitord aromataz (aminoglutetimid,
hydrokortison, letrozol, formestan aj.) a gestagenu (derivaty progesteronu).
Hormonalni IéCba se podava i jako prevence proti recidivé a vzniku metastaz
(Abrahamova et al., 2000; Adam, Vorli¢ek, 2002; www.cancer.org).

Nejnovéji je vyuzivana biologicka |éCba, kdy mohou byt na zakladé
molekularné-biologického vySetfeni indikovany napf. monoklonalni protilatky proti
transmembranovému tyrosinkinazovému receptoru (lék trastuzumab) u nadorovych
bunék s amplifikaci €i zvySenou expresi protoonkogenu pro lidsky epidermalni faktor
(human epidernal growth factor receptor 2, Her-2) (Petruzelka et al., 2003).

Neinvazivni mnohocetny duktalni karcinom in situ je pfevazné lé€en radikalni
masektomii s radioterapii a dlouhodobym uzivanim tamoxifenu z duvodu casté
recidivy. Neinvazivni lobularni karcinom in situ se vyskytuje u obou prsu a prevenci
pfed vznikem invazivity je opét masektomie a uzivani tamoxifenu. V pfipadé
klinickych stadii |, IIA a IIB je primarni léCbou zakrok bez excise celého prsu,
radioterapie €i masektomie s odbérem uzlin a naslednou adjuvantni chemoterapii
(FEC, FAC, AC, CMF apod.) U pokroc€ilejSich stadii IlIA a 1lIB se doporucuje
masektomie, radioterapie a chemoterapie (FEC, AC, FAC a AC-T — adriamycin,

cytoxan a taxol/taxotere). U metastazujiciho karcinomu stadia IV se provadi paliativni
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chemoterapie, hormonoterapie a radioterapie. Pfi nedostate¢né citlivosti nadoru je
vykonana sanacni operace (Adam, Vorli¢ek, 2002).

Pfi vyskytu kostnich metastaz se predepisuji bisfosfonaty mirnici bolest
a proliferaci nadorovych bunék. Snahou lé¢by u takto pozdnich stadii je alespon
zmirnéni pfiznaki onemocnéni a zajisténi pokud mozno co nejlepsi kvality Zivota
pacientky. U pacientek, u kterych se objevila mistni recidiva, je postupovano
s ohledem na prvotni zplsob léEby a ve vSech pfipadech je navrzena opét IéCba
systémova. | po uspésné IéCbé by méla pacientka dochazet na pravidelné kontroly
kazdé tfi mésice az pul roku v pribéhu péti let a samoziejmosti je také kazdoro¢ni

mamografické vySetfeni (Adam, Vorli¢ek, 2002).
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2.2 Minimalni rezidualni choroba a jeji detekce

Pojem minimalni rezidualni choroba (MRD) nejCastéji oznacuje pfitomnost
potencialnich nadorovych bunék v téle pacienta nachazejiciho se v remisi (Hauwel,
Matthes, 2014). Jeji detekci lze predpovédét navrat onemocnéni, vznik novych
nadorovych ohnisek (metastaz), posuzovat ucinnost pravé probihajici éCby
(citlivost), specifikovat |éCbu v pfipadé jednotlivych pacientd a pfedem urcit dalSi
VYVOj hemoci.

Minimalni rezidualni choroba se vyznacuje vyskytem cirkulujicich nadorovych
bunék (circulating tumor cells, CTCs) zejména v periferni krvi, lymfatickém systému
a kostni dfeni (disseminating tumor cells, DTCs). Cirkulujici nadorové bunky se
vyskytuji v téle ve velmi malém mnoZstvi, az vzacné a je tedy tfeba pouzit velmi
citlivé detekcni metody. ZjiStovani téchto bunék z krve se oznacuje jako tzv. ,tekuta
biopsie® a muze nahradit bolestivé a vice invazivni metody (Bednarz-Knoll,
Alix-Panabiéres, Pantel, 2011). Volné nadorové buriky se od primarniho tumoru
odliSuji heterogenitou. Dochazi napfiklad ke ztratam epitelovych markert a exprese
receptorl pro estrogeny (Lianidou et al., 2010).

CTCs mohou byt prekurzory pro vznik mikrometastaz, které se dale vyviji
v makrometastazy. KliCovym krokem tohoto slozitého kaskadovitého procesu je
ziskani vlastnosti mezenchymovych bunék u bunék plvodné epitelovych
(epithelial-mesenchymal transition, EMT) a uvolnéni téchto bunék do krve Ci lymfy.
Tyto nyni jiz cirkulujici nadorové bunky poté bézné absolvuji tzv. zpétny proces
(mesenchymal-epithelial transition, MET), ktery ma vyznam pro ukotveni bunék
v dané lokalité a tak mozny vznik metastazy (Kallergi et al., 2011; Hugo et al., 2007).
Pro vznik novych nadorovych ohnisek musi nadorové buriky uniknout imunitnimu
systému a najit vhodné podminky pro usazeni a rust. Neni pravidlem, Ze u vSech
pacientl s detekovanymi cirkulujicimi nadorovymi bufikami musi dojit k relapsu
onemocnéni (Oakman et al.,, 2010). CTCs se vyskytuji jak v jiz metastazujici fazi
onemocnéni, tak v pocCateCnim stadiu, kde ma jejich detekce nejvétsi potencial
(Krishnamurthy et al., 2010).
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Navzdory podstoupené chemoterapii nejsou Casto nadorové bunky
eliminovany a to diky jejich schopnosti uvedeni se do klidového stavu, heterogenité
a tvorbé proteinl odolnych vac&i léCivim (Bednarz-Knoll, Alix-Panabiéres, Pantel,
2011; Lianidou et al., 2010).

Pro detekci DTCs/CTCs z krve, kostni dfené a nékterych tkani jsou aplikovany
moderni a citlivé cytometrické, imunohistochemické a molekularni metody. Zakladem
téchto metod je sledovani exprese epitelialnich markert specifickych dle puavodu
primarniho nadoru (Riethdorf, Pantel, 2009; Winer-Jones, 2014).

Nepostradatelnou ulohu v separaci CTCs ma pritokova cytometrie rozliSujici
buriky znaCené protilatkami s fluorescenénimi sondami (Oakman et al., 2010; Liu et
al., 2012).

Zakladem imunohistochemickych metod je detekce nadorovych markeru, napfr.
specifickych epitelialnich antigent - cytokeratind (CKs), povrchovych adheznich
molekul (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM), receptort rustovych faktoru
(epidermal growth factor receptor, EGFR; estrogen receptor, ER aj.) pomoci
protilatek (Riethdorf, Pantel, 2009; Nahta, Hortobagyi, Esteva, 2003; Fehm et al.,
2009).

K dnes jiz bézné pouzivanym testim patfi napf. CellSearch system, ktery
umozriuje vychytavani CTCs a stanoveni jejich mnoZstvi kombinaci imunologickych
a cytometrickych metod. Principem je interakce fluorescentné znacenych protilatek
proti EpCAM navazanych na magnetickych nanocasticich zeleza s nadorovymi
burikami ve vzorku krve. Buriky jsou poté identifikovany pomoci znacenych protilatek
proti cytokeratinGm a jadra jsou vizualizovana pouzitim 4',6-diamidin-2-fenylindolu
(DAPI). Pfipadné kontaminujici leukocyty jsou vylouceny pomoci protilatek proti
leukocytarnimu antigenu (Cluster of Differentiation 45, CD45). Vystupem je
automatizovana detekce CTCs ve vzorku pomoci CellTracks Analyzer Il (Fehm et al.,
2009; www.cellsearchctc.com).

Technologie CTC chip izoluje CTCs z krve protékajici pfes maly silikonovy Cip,
na kterém jsou az ve stovkach tzv. microposts navazané EpCAM protilatky.
Identifikace bunék muze probihat podobnym zpusobem jako u CellSearch system
metody, Ize pouzit i rizné protilatky specifické pro jednotlivé typy nadorli. Zachycené
buniky mohou byt z chipu izolovany a pouzity pro dalSi analyzy &i kultivaci (Oakman
et al., 2010).
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Hojné pouzivanou metodou je tzv. Adna-Test. Jeho prvnim krokem je
obohaceni CTCs ve vzorku prostfednictvim interakci protilatek napf. proti EpCAM
a MUC1 (mucinl). Nasleduje analyza genové exprese pifepsanim mRNA transkriptd
epitelialnich markerd do cDNA, ktera je amplifikovana PCR reakci (Fehm et al.,
2009).

DalSi moznosti detekce CTCs je metoda EPISPOT detekujici proteiny (napf.
cytokeratin 19, mucin aj.) specifické pro zivotaschopné nadorové buriky (Mavroudis,
2010).

Siroce znama a pouzivana molekularni metoda pro detekci cirkulujicich
nadorovych bunék je polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction,
PCR). PCR ma fadu modifikaci, jednou z nejbéznéjSich je reverzné transkriptazova
PCR (reverse transcription PCR, RT-PCR) pouzivajici reverzni transkripci pro pfrepis
DNA z puvodniho vzorku RNA a v druhém kroku amplifikujici mRNA transkripty
exprimovanych gend. Metoda kvantitativni (Real-time, v realném cCase) RT-PCR
(quantitative RT-PCR, gRT-PCR) dale umoznuje prabézné sledovat amplifikaci
fluorescenéné znaCenych molekul mRNA, resp. DNA a podstatné Setfi cas.
Kvantitativni Real-time RT-PCR je se svoji vysokou senzitivitou schopna detekovat i
mMmRNA pfitomnou ve vzorku ve velmi malém mnozstvi (Riethdorf, Pantel, 2009;
Bustin, 2000).

Jak imunohistochemické, tak molekularni diagnostické pfistupy mohou
vykazovat faleSné-pozitivni data. Nevyhodou imunohistochemickych metod je mozny
vyskyt interakci protilatek s bufikami neopravnéné exprimujicimi epitelialni markery
(problém tzv. ilegitimni transkripce), hromadéni fluorescenénich znacCek tvoficich
shluky podobné bunkam, nizsi citlivost, delSi doba pfipravy aj. U molekularnich
metod byvaji Castym problémem kontaminace nebo inhibice pfi izolaci RNA
a reverzni transkripci nebo pfi pfipravé samotné PCR reakce, vyskyt pseudogent
u nékterych markerli, nemoznost stanoveni heterogenity exprese u CTCs, patrna
mira exprese epitelialnich transkriptd i u zdravych bunék apod. Potize v diagnostice
mohou zpUsobit buriky prochazejici EMT, pfi které je potlaCovana produkce
epitelialnich nadorovych markera. (Mavroudis, 2010; Alix-Panabiéres, Pantel, 2014;
Liu et al., 2011; Nadal et al., 2012; Kallergi et al., 2011).
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2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jiz vice jak Ctvrt stoleti je dnes kazdodenné v laboratofich vyuzivana metoda
polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR), ktera byla
vynalezena v roce 1983 americkym biochemikem Kary Mullisem. Za tento objev,
ktery se stal kliCovym nejen pro vyzkum v oblasti molekularni biologie, ale i dalSich
oborech, byl v roce 1993 ocenén Nobelovou cenou. PCR ma fadu vyhledavanych
prednosti, mezi které patfi pfesnost, rychlost, finanéni nenarocnost a hlavné moznost
amplifikace vybraného useku i z poSkozeného & malého mnozstvi vzorku DNA
(Solanki, 2012; Owen, Henderson, 2006).

Metoda PCR, tzv. ,molekularni kopirka“, je schopna nahradit primarni postup
klonovani DNA (genud) vyuzivajici knihovny. Podstatou PCR je specificka
mnohonasobna amplifikace konkrétni ¢asti DNA, kdy vysledkem mohou byt az
miliony kopii (amplikont) pdvodni templatové DNA. Reakce probiha ve zkumavce
v in vitro podminkach, ale jeji slozeni a prubéh se pfili§ nelisi od replikaci a syntéz
probihajicich v zivych bunkach (Alberts et al., 1998; Solanki, 2012; Owen,
Henderson, 2006).

Samotné PCR reakci samoziejmé predchazi pfiprava reakéni smési, na které
zavisi prtibéh reakce. Zakladem smési je vhodny pufr (zvoleny dle polymerazy), voda
(vhodna pro PCR), hofeCnaté ionty (zasadné ovliviiujici aktivitu a specifitu
polymerazy), deoxynukleotidtrifosfaty (zakladni stavebni jednotky = DNA),
2 oligonukleotidové primery (kratké jednovlaknové useky nukleové Kkyseliny
komplementarni k templatové DNA), DNA polymeraza (enzym Kkatalyzujici
pripojovani nukleotidi do nové vznikajiciho vlakna) a vzorek templatové DNA
(Solanki, 2012; Owen, Henderson, 2006).

Primery vymezuji pozadovany usek pro aktivitu polymerazy vazbou na
komplementarni viakna templatové DNA. Jelikoz se kazdy z primerl vaze na dané
vlakno DNA ve sméru 5'—3', jsou jejich 3‘ konce orientovany naproti sobé. Zakladni
funkci polymeraz je katalyza nové vznikajiciho fetézce ve sméru 5'—3‘, avsak
existuji i polymerazy, které jsou schopny katalyzy i ve sméru opacném a tudiZ mohou
tzv. ,kontrolovat® jiz navazané nukleotidy a pfipadné opravit chyby. NejCastéji je dnes

pouzivana tzv. Taq polymeraza z bakterie Thermus aquaticus. Tento enzym se
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vyznacuje stabilitou své aktivity pfi vysokych teplotach. Nékteré komponenty reakcéni
smési mohou byt pozménény C¢i pfidany, napf. rGzné typy polymeraz a pufrq,
modifikované nukleotidy (fluorescencné a radioaktivné znacené, dUTP namisto dTTP
aj.), degenerované primery (smés ruznych oligonukleotidut), fluorescenéné znacené
préby, mineralni olej (ochrana pfed odpafenim vzorku u cyklerl bez vyhfivaného
viéka) apod. (Smarda et al., 2005; Owen, Henderson, 2006)

Samotna PCR reakce ma tfi hlavni mezniky: denaturace, hybridizace primer(
a syntéza DNA. V prvnim kroku probiha rozrusSeni vazeb mezi fetézci dvouvlaknoveé
templatové DNA (denaturace) v dusledku vysokych teplot - rozmezi 90 az 97 °C po
dobu 5 minut (v pribéhu reakce pak sta¢i k denaturaci u nové nasyntetizovanych
molekul pouze 30 sekund). V druhém kroku dochazi snizenim teploty na 50 az 60 °C
po dobu asi 1 minuty k pfipojeni primert k jednotlivym viaknim DNA. Treti krok
zahrnuje syntézu nového vlakna DNA, ktera zacCina nasednutim termostabilni
polymerazy ke konclm navazanych primeru na jimi vyznaceném useku templatu ve
sméru 5'—3‘. Tato elongacni faze bézné probiha pfi teploté 72 °C po dobu 2 az
5 minut. PCR probiha v cyklech, v kazdém se pocet amplikon( zdvojnasobi. Pocet
cykll se odviji od koncentrace vzorku DNA a bézné se aplikuje kolem 25 az 40
opakovani. Stézejnim pfistrojem pro tuto metodu je termocykler, jehoz schopnosti je
meénit a udrZovat teplotu po urcCitou dobu ve zkumavkach s reakCni smési dle
zvolenych parametrQ a fidit tak poget cykli (Solanki, 2012; Smarda et al., 2005;
Owen, Henderson, 2006).

PCR je dnes bézné pouzivana metoda diky jeji univerzalnosti a flexibilité.
Uplatriuje se ve vyzkumu u oboru jako je biologie, forenzni védy, chemie, medicina,
zivotni prostfedi aj. Metoda je aplikovana napfiklad pro kvantifikaci zmén v expresi
genl prostfednictvim RNA s vyuzitim kvantitativni RT-PCR (napf. diagnostika
v onkologii a sledovani ucinnosti l1é€by onkologickych pacientd), DNA klonovani
a sekvenovani, blotovaci metody, metody pracujici s rekombinantni DNA, detekci
patogenu, aj. (Solanki, 2012; Owen, Henderson, 2006)

28



2.4 Reverzné-transkriptazova polymerazova retézova reakce (RT-
PCR)

RT-PCR je modifikaci polymerazové fetézové reakce, ktera se vedle dalSich
metod (Northern blot, microarray, in situ hibridization, aj.) pouziva ke studiu genové
exprese. Oproti jinym metodam muze byt preferované;jsi diky kratS§i dobé provedeni,
vySSi pfesnosti a vysoké schopnosti detekovat i velmi malé hladiny mRNA transkriptd
(Owen, Henderson, 2006).

Od konvenéni polymerazové fetézové reakce se RT-PCR liSi nutnosti
provedeni reverzni transkripce. Jedna se o proces, jehoZ principem je zpétny pfepis
RNA do cDNA (complementary DNA, komplementarni DNA), ktera je nasledné
amplifikovana PCR reakci. Tuto reakci katalyzuje enzym RNA dependentni DNA
polymeraza neboli reverzni transkriptaza bézné produkovana retroviry pfi napadeni
buriky (Owen, Henderson, 2006).

Na pocatku reverzni transkripce hybridizuje vyizolovana mRNA s primery pro
vyznaceni cilového genu k pFepisu. K bézné pouzivanym oligonukleotidovym
primeram patfi nahodné primery, oligo-dT primery, genové specifické primery nebo
smés nahodnych a olido-dT primerd. Enzym reverzni transkriptaza poté zahajuje
syntézu cDNA ve sméru 5°—3 od navazanych primer( obvykle pfi teploté 40 az 50
°C. NejCastéji vyuzivanymi jsou reverzni transkriptazy viru ptaci myeloblastdzy (Avian
Myeloblastosis Virus, AMV) a Moloneyho viru mysi leukemie (Moloney Murine
Leukemia Virus, M-MuLV). Vysledkem reverzni transkripce je jednovlaknova cDNA,
ktera je v hybridni vazbé s puvodni templatovou mRNA. Pro amplifikaci takto ziskané
DNA je nutno komplex oddélit denaturaci, ktera je zaroven zahajujicim krokem PCR
(Owen, Henderson, 2006; Bustin et al., 2005; Bustin, 2002; Alberts et al., 1998).

Pro provedeni RT-PCR existuji dvé moznosti: jednokrokova (tzv. one tube)
nebo dvoukrokova (tzv. two tube) RT-PCR. V prvnim pfipadé probiha syntéza cDNA
i nasledna PCR ve stejné zkumavce. U dvoukrokové RT-PCR jsou od sebe
obaprocesy oddéleny pouZitim dvou zkumavek. Jednokrokova RT-PCR je méné

pracna, aplikaci vysokych teplot snizuje vyskyt problémovych sekundarnich struktur
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RNA (vlasenek), ale je méné citliva. Vyhodou dvoukrokové RT-PCR je vznik cDNA,
kterou Ize dale dlouhodobé pouzivat, problémem je zvySené riziko kontaminaci
(Owen, Henderson, 2006; Bustin, 2002; Bustin, 2000).

V pfipadé RT-PCR existuji rizné modifikace metody. Znamé jsou napfiklad
kompetitivni a nekompetitivni RT-PCR. Principem kompetitivni RT-PCR je sou€asna
amplifikace mMRNA vzorku a RNA standardd, které mezi sebou soutézi o primery
a enzym. Je cCasto vyuzivana pro semikvanitifikaci. Pokud je v reakci méné
mohou slouzit také jako kontrola reverzni transkripce a PCR. U nekompetitivni RT-
PCR neni signal RNA vzorku ovliviovan signalem standardd. PCR reakce probiha
bézné in vitro, existuje ale i tzv. in situ RT-PCR, kterou Ize aplikovat na fixovany
material (tkan nebo bunky na sklicku) a detekovat tak mRNA lokalizovanou
v konkrétni Casti tkané nebo burnky (Freeman, Walker, Vrana, 1999; Owen,
Henderson, 2006).

RT-PCR je vzhledem k vysoké citlivosti a praci s RNA rizikovéjsi
a problémovéjsi nez konvencni PCR. K hlavnim rizikim patfi degradace RNA
vSudypfitomnymi RNasami, kontaminace RNA prostfednictvim DNA, nespecifické
vazby primerd (diky nizkym teplotdm a malému mnozstvi vzorku muze dojit
k pfed€asnému ukonceni reakce), naruSeni funkce enzymu ¢&i vynechani nékterych
usekl k prepisu (vysSi frekvence vyskytu vlasenkovych struktur RNA aj. (Bustin,
2002) Zna¢ného omezeni zminénych nezadoucich jevl Ize dosahnout dodrzovanim
zasad prace s RNA (pouzivani pipet a dalSich pomucek uréenych pouze pro tyto
ucely, popf. vymezeni specialniho pracovniho mista €i celé laboratofe pro praci

s RNA) a pouzivanim RNAse-free chemikalii €i inhibitort téchto enzymu.
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2.5 Real-time reverzné-transkriptazova polymerazova retézova
reakce (Real-time RT-PCR)

Na rozdil od klasické PCR, kde jsou amplikony detekovany a hodnoceny az po
ukon€eni reakce pomoci post-PCR analyz je principem real-time pfistupu tzv.
,online“ detekce hromadicich se produktd pomoci fluorescenéniho znaceni v pribéhu
kazdého cyklu. Fluorescencni signal odpovida mnozstvi DNA syntetizujici se béhem
reakce. Tento vysoce citlivy systém je pouzivan ke kvantifikaci sledované genové
exprese. Termocyklery pro real-time PCR jsou vybaveny specialni optikou pro
mérfeni signalu fluorescence (Owen, Henderson, 2006; Mitas et al., 2001; Bustin,
2002).

Sledovani fluorescenéniho signalu zajiStuji DNA-interkalacni barviva nebo
primery a proby (sondy), znacené fluorofory. Tyto molekuly funguji na principu
fluorescence, kdy je absorbovano svétlo s nizSi vinovou délkou a nasledné
emitovano svétlo s vysSi vinovou délkou. U dualné znaCenych préb je navic pouzivan
tzv. ,zhasecC“ (quencher), ktery je urCen k absorpci energie vyslané fluoroforem.
Pfeména energie je vyrazné ovlivnéna vzdalenosti mezi reagujicimi molekulami.
Pokud nejsou zhasec a fluorofor v tésné blizkosti, svételna energie je preménéna
v tepelnou (napf. scorpions préby a molekularni majaky). P¥i jejich oddaleni uvolni
zhase€ absorbovanou energii jako svétlo o vysSi vinové délce (napf. hydrolytické
préby). Jedna se o prenos energie fluorescenéni rezonanci (Fluorescence
Resonance Energy Transfer, FRET). NejCastéji jsou pouzivany 6-karboxyfluorescein

a 5-karboxytetrametylrodamin fluorofory (Smarda et al., 2005; Bustin, 2002).
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2.5.1 Zpusoby detekce amplikonu ziskanych metodou Real-time
RT-PCR

2.5.1.1 DNA-interkalaéni barviva

DNA-interkalacni barviva patfi mezi nejjednodussi systémy detekujici
fluorescenci, jsou zaloZzena na interakci barviva s dvouvlaknovou DNA.
Nejznaméjsim typem téchto barviv je SYBR Green | vazajici se do oblasti malych
zlabkl dvousroubovice. Fluorescencni signal se exponencialné zvySuje spolu
s hromadicim se produktem a naopak se sniZuje nebo je sotva detekovatelny béhem
denaturace DNA. Mezi vyhody této technologie lze zaradit vSestrannost pouziti
barviva pro jakykoli dvouvlaknovy usek DNA, stabilitu va&i teplotdm a polymeraze
a finan¢ni nenarocnost. Naopak pravé vazebna univerzalnost barviva muze byt
pomérné vyznamnym problémem vzhledem k nespecifickému znaceni napf. dimeru
primerd. Z tohoto duvodu se provadi analyza kfivky tani (melting curve analysis),
pomoci které Ize stanovit teplotu denaturace produktu a tim vyloucit chybny signal
dimerd nebo nespecifickych produktd. DalSim nezadoucim jevem pouziti
interkala¢nich barviv je pfili§ silny signal v dasledku znaceni amplikont o velkych
rozmérech, coz Ize omezit pouzitim primer ohraniCujicich useky vhodné délky. (Van
der Velden et al., 2003; Owen, Henderson, 2006).

2.5.1.2 Hydrolytické préoby

Hydrolytické proby vyuzivaji k detekci amplikond 5‘—3° exonukleazovou
aktivitu DNA polymerazy. Nejznamé&jSim zastupcem je TagMan proba vybavena
fluoroforem na 5' konci a zhaSe€em na 3° konci. Pro vyzareni fluorescencniho signalu
je nutné oddéleni zhasece od fluoroforu. Toho je docileno vazbou préby na nové
vznikly specificky usek DNA, ktera vytvari strukturu podobajici se vidlici. Jeji vazby
jsou poté rozstépeny Taq polymerazou postupujici po fetézci ve sméru 5 —3. Je-li
préba v reakci pfitomna nenavazana, zhase¢ pohicuje energii uvolnénou fluoroforem
a nevznika Zadny signal. Béznym typem zhasele je 5-karboxytetrametylrodamin
neboli TAMRA (Smarda et al., 2005; Bustin, 2000; Van der Velden et al., 2003).

32



TagMan proby vykazuji diky vySsi teploté tani (asi o 10 °C) vySSi specifitu
k cilovym sekvencim DNA nez primery. Problémy mohou nastat, pokud je préba na
5' konci zakonena guanidinovou bazi, coz mize byt podnétem pro zhaseni signalu
quencherem i navzdory jiZ dfive odstépené probé a uvolnénému fluoroforu. K dalSim
nevyhodam patfi finanéni naro¢nost a mensi citlivost oproti jinym systémdm (Owen,
Henderson, 2006; Van der Velden et al., 2003).

2.5.1.3 Hybridiza€ni préby

Zakladem detekce hybridizacnimi probami je dvojice fluorescenéné znacenych
prob, které jsou komplementarni ke konkrétnim sekvencim a po nasednuti na vlakno
vytvari tzv. head-to-tail uskupeni. Obvykle ma jedna préba navazany donorovy
fluorofor, ktery poskytuje zelené fluorescenéni zareni (3° konec) a druha nese
akceptorovy fluorofor, ktery energii vyslanou donorem pohlcuje a sam emituje
detekovatelny Cerveny fluorescenéni signal (5’ konec). Energie mezi probami je
transportovana prostfednictvim fluorescencni rezonance (FRET). Vzdalenost mezi
sondami je pro pfenos energie velmi dulezita, obvykle je mezi nimi 1 az 5 nukleotidd.
Diky pouZziti dvou préb namisto jedné se zvySuje specifita znaCeni (Bustin, 2000; Van
der Velden et al., 2003).

2.5.1.4 DalSsi typy pouzivanych préb

Molekularni majaky (molecular beacons) jsou hybridizaéni préby tvorené
smycCkou s probou a oligonukleotidem vytvarejicim sekundarni strukturu viasenky.
Smycka se specificky vaze k vybrané sekvenci DNA. Vlasenka je tvofena dvéma
rameny, ktera jsou navzajem komplementarni a tvofi obracenou repetici. Na konci
jednoho zramen je navazany fluorofor, na konci druhého zhase¢. Pokud jsou
ramena vlasenky blizko sebe, pohlcuje zhase€ veskerou energii a uvolfuje se teplo.
V pfipadé, kdy se proba navaze na DNA, dojde ke konformacni zméné celé struktury,
molekuly zhasece a fluoroforu se od sebe oddali, dojde ke fluorescencni rezonanci a
vzniku fluorescencniho signalu. Nevyhodou metody je obtiznost syntézy majakl a

jejich optimalizace (Bustin, 2000; Owen, Henderson, 2006).
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DalSi technologii vyuzivajici struktury viasenky je Amplifluor. Pracuje na
principu zaclenéni primeru s fluorescencni znacCkou, zhaseCem a vlasenkou ke
komplementarnimu useku nové vznikajiciho amplikonu. Vznik signalu je podminén
zménou struktury primeru s viasenkou (Smarda et al., 2005).

Detekéni systém LUX (Light Upon Extension) vyuziva 2 primery, z nichz jeden
je fluorescencné znaceny. Opét se uplatriuje vlasenkova struktura, na jejimz 3 konci
je umistén zhasec€ fluorescence. Po nasednuti a amplifikaci primeru dojde ke zméné
struktury vlasenky a k emisi fluorescence (Smarda et al., 2005).

Scorpions jsou detekéni molekuly vytvarejici vlasenky podobné jako
molekularni majaky. Kombinuji primer kovalentné navazany k probé a vlasenkovou
strukturu, ktera obsahuje zhasec (3' konec) a fluorofor (5° konec). Principem je vazba
primeru na komplementarni usek DNA, amplifikace, denaturace a konformacni
zména, Cimz dojde k navazani proby na konkrétni cCast fetézce za
soucasného uvolnéni fluorescence (Van der Velden et al., 2003; Owen, Henderson,
2006; Smarda, 2005).

LightUp proby jsou peptidové nukleové kyseliny (analogy DNA) s kyanidovym
barvivem. Préba s barvivem se vaze ke specifickému useku DNA, ¢imz dojde ke
zvyseni fluorescenéniho signalu rozpoznatelného i pouhym okem (Owen, Henderson,
2006).

DalSimi detekénimi systémy jsou Minor groove-binding probes (MGB), Hy-
Beacon a ResonSense. MGB jsou sondy napojujici se na molekuly, které
velmi dobfe interaguji s oblastmi malych Zlabkd DNA. Jednovlaknové fluorescenéné
znacené Hy-Beacon proby se pouzivaji k rychlé detekci hledanych sekvenci.
ResonSense vyuziva fluorescenéné znacené jednoviaknové préby a DNA-
interkalaCni barviva, mezi nimiz dochazi k pfenosu energie po vazbé proby ke
komplementarnimu useku DNA. Hy-Beacon a ResonSense jsou stéle testované
(Van der Velden et al., 2003; French et al., 2008; Lee, Siddle, Page, 2002).
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2.6 Detekce minimalni rezidualni choroby karcinomu prsu metodou
Real-time RT-PCR

Od roku 1869, kdy byla Ashworthem na vefejnost uvedena prvotni studie
zabyvajici se cirkulujicimi nadorovymi bunkami nalezenymi v krvi pacienta zemielého
nasledkem nadorového onemocnéni, doslo k vyznamnému pokroku. Polymerazova
fetézova reakce se primarné zaméfovala na malignity obéhového a lymfatického
systému. V pozdéjSich letech v3ak naSla jedna z aplikaci PCR, tzv. RT-PCR
vyznamné uplatnéni i u ostatnich typl nadorovych onemocnéni, karcinomem prsu
nevyjimaje (Ghossein, Rosai, 1996).

Témeér u poloviny pacientek s jiz diagnostikovanym a IéCenym karcinomem
prsu dochazi krelapsu, ktery muze byt podminén pfitomnosti cirkulujicich
nadorovych bunék jiz bé&hem prvotni IéCby. Nadorové bunky jsou nejCastéji
detekovany v periferni krvi, kostni dfeni a uzlinach. Detekce minimalni rezidualni
choroby u rakoviny prsu se stava velmi dulezitou z hlediska budouci prognézy
pacienta, pfedchazeni vzniku mikrometastaz, efektivnéjSiho navrzeni 1é€by a tim
snizeni zatéze pacientt (Silva et al.,, 2002; Benoy et al., 2006; Luppi et al., 1996;
Ghossein, Rosai, 1996).

V soucasnosti nejpouzivanéjsi aplikaci PCR pro detekci minimalni rezidualni
choroby je real-time RT-PCR. Jeji diagnosticky vyznam spociva ve srovnani exprese
tkanové Ci epitelialné specifickych genl (marker() prostfednictvim kvantifikace
mMmRNA u bunék zdravé a potencialné nadorové tkané. Vyznamnym rysem
cirkulujicich nadorovych bunék je jejich epitelialni pavod a Skala & mnozstvi
exprimovanych genu. Toto mnozstvi lze vztahnout na pocet volnych nadorovych
bunék. Real-time RT-PCR je extrémné citliva metoda, ktera je schopna prokazat
pritomnost i jediné nadorové bunky mezi az deseti miliony zdravych bunék. Mezi
dalsi dlvody preferujici tuto metodu patfi pomérné snadné provedeni, detekce pouze
zivych bunék, vyssi specifita oproti jinym metodam a €asova a finan¢ni nenarocnost
(Ghossein, Rosai, 1996; Andergassen et al.,, 2013; Strati et al., 2013; Lianidou,
Markou, 2011).
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Komplikaci real-time RT-PCR muze byt vyskyt pseudogenli (geny které
nekoduji Zadny protein) a exprese nadorovych markerl i ve zdravé tkani. Metoda
neni schopna detekovat nadorové bunky nachazejici se v dormantnim obdobi Ci
prochazejici  epitelialné-mezenchymalni  proménou. Také neni schopna
charakterizovat morfologii nadorovych bunék a DNA aberace. Nedostatkem detekce
volnych nadorovych bunék u karcinomu prsu je pomérné malo tkanové specifickych
a dostatecné citlivych markera (Ignatiadis, Reinholz, 2011; Nadal et al., 2012; Alix-
Panabiéres, Pantel, 2014; Bernstein et al., 2005; Ghossein, Rosai, 1996).

Pro vyhodnocovani vysledkd je dualezita normalizace dat. Ke srovnavani
mnozstvi exprimované mRNA mezi rozlicnymi vzorky je tedy Zadouci pouzit shodné
mnozstvi materialu pro reakci. K tomuto ucelu se vyuzivaji referencni neboli
,housekeepingové“ geny. Jak nazev napovida, jde o geny, které se podileji na
zakladnich funkcich burky, jsou tedy exprimovany ve vSech bunkach a to ve
stabilnim mnozstvi. Jednim z béZzné pouzivanych referencnich genu je GAPDH
(glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza), ktery koduje stejnojmenny enzym
katalyzujici pfeménu glyceraldehyd 3-fosfatu na 1,3-difosfoglycerat. Samotny gen je
tvofen 9 exony a 8 introny. Pfestoze je uvadéno, Ze se nachazi na chromozomu
12, ma i fadu r(izné lokalizovanych pseudogent (Smarda et al., 2005; Andergassen
et al., 2013; Ercolani et al., 1988).

2.6.1 Nejcastéji pouzivané markery k detekci cirkulujicich
nadorovych bunék u karcinomu prsu

OsvédCenymi a proto hojné pouzivanymi markery u karcinomu prsu jsou
cytokeratiny — CK8, CK18 a CK19. V cirkulujicich nadorovych bunkach jsou tyto
epitelialni geny exprimovany ve velkém mnozstvi. Detekce markeru CK19 je
spojovana s nizSimi Sancemi na preZiti nezavisle na |écbé (Andergassen et al.,
2013).

DalSimi pouzivanymi markery jsou receptory epidermalnich rdstovych faktort
(napf. EGFR a Her) a hormonalni receptory. Problémem je fakt, Ze estrogenoveé
receptory ERa, ERB a Her2 jsou stabilné exprimovany jak ve zdravé, tak v nadorové
tkani. Z tohoto duvodu nejsou tyto markery k detekci CTCs vhodné (Oloomi et al.,
2013).
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Adhezni molekula epitelialnich bunék (EpCAM) je dulezita pro ukotveni CTCs
v dané lokalité. EpCAM je vysoce exprimovana u karcinomu epitelialniho plvodu a
konkrétné u primarniho i metastazujiciho karcinomu prsu byla zaznamenana zvySena
exprese tohoto markeru. V poslednich letech je EpCAM Fazen k novym cilim genové
terapie pro karcinom prsu (Osta et al., 2004).

Mucin 1 (MUC 1) je vyhodnym markerem, jelikoZ je vysoce exprimovan az
u 90 % v8ech karcinomu prsu. Ackoliv se bézné vyskytuje i ve zdravé prsni tkani,
dosahuje zde jeho exprese daleko niZSich hodnot nez v tkani nadorové (Oloomi et
al., 2013; Cremoux et al., 2000).

Obecné je pro detekci minimalni rezidualni choroby efektivni kombinovat vice
markert najednou, tzv. multimarkerovy genovy panel (Andergassen et al., 2013).
Pfitomnost CTCs u karcinomu prsu muze byt vySetfovana kombinaci vySe
zminénych markerd. Volba markert a jejich nejvhodnéjsi kombinace jsou aktualni
naplni fady vyzkumnych projektd.

DalSimi markery, které lze vyuzit pro detekci CTCs u karcinomu prsu jsou

mammaglobin (MAM) a karcinoembryonalni antigen (CEA).

2.6.1.1 Mammaglobin (MAM)

Mammaglobin je gen kddujici glykoprotein tvofeny 93 aminokyselinami, funkce
tohoto proteinu ale nejsou zcela jasné. MAM patfi do skupiny ureoglobini a je
umistén na 11 chromozomu v oblasti dlouhého raménka. Tato oblast je Casto
amplifikovana pfi vzniku neoplazii prsu. Mammaglobin je vysoce specificky pravé pro
karcinom prsu. U 23 % primarnich nadorG probiha intenzivnéjSi exprese tohoto
markeru (Wang et al., 2009; Watson et al., 1998; Lin et al., 2003).

Mnozstvi exprimované mRNA mammaglobinu nesouvisi pfimo s histologickym
typem nadoru a stadiem onemocnéni. MAM je tedy hlavné pouzivan ke sledovani
zdravotniho stavu pacientek po operativnich zakrocich, respektive ke sledovani
mozné recidivy onemocnéni Ci vyvoji metastaz. Vyznamné nizsi exprese MAM byla
zaznamenana Vv periferni krvi pacientek s lokalizovanym karcinomem prsu ve
srovnani s pacientkami s pfitomnosti metastaz, kde byla exprese vyssi (Lin et al.,
2003).
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Lin et al., 2003 oznacCil mammaglobin za nejvice citlivy marker pro detekci
minimalni rezidualni choroby karcinomu prsu a to zejména v kostni dfeni a axialnich
lymfatickych uzlinach, kde byl exprimovan ve vySSim mnozstvi. V periferni krvi

nedosahoval MAM takovych vysledku, pfedevsim u ranych stadii onemocnéni.

2.6.1.2 Karcinoembryonalni antigen (CEA)

Karcinoembryonalni antigen je glykoprotein podilejici se zejména na adhezi
bunék. Gen koédujici CEA se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 19. Je
soucasti rodiny 29 gend, z nichz transkribovanych je pouze 18. CEA je exprimovan
jak ve zdravé, tak v nadorové tkani, zdravé a nadorové buriky se liSi mirou jeho
exprese. ZvysSena exprese byla zaznamenana az u 70 % pacientek s metastazami.
Marker CEA je standardem pro detekci cirkulujicich nadorovych bunék.
NejbéznéjSimi vzorky odebiranymi pro detekci CEA jsou kostni dfen a periferni krev.
Kromé karcinomu prsu je CEA zvySené exprimovan i u celé fady jinych nadorovych
onemocnéni (Zimmermann et al., 1988; Hammarstrom, 1999; Gerhard et al., 1994;
Tormey et al., 1977).

Abnormalné zvySené hodnoty exprese CEA v krvi a kostni dfeni byly zjiStény
pfevazné u pacientek s vyskytem metastaz karcinomu prsu. Lze jej proto oznacit za
prognosticky marker, ktery by mohl umoznit ur€eni ucinnéjSi IéCby a zlepSit tak
prognozu pacientky diky odhaleni prekurzorl mikrometastaz. VySetfenim exprese
CEA v krevnim a lymfatickém systému lze také sledovat ucinnost podané |éCby
(Tormey et al., 1977).

Obecné je pro detekci minimalni rezidualni choroby efektivni kombinovat vice
markerl najednou, tzv. multimarkerovy genovy panel (Andergassen et al., 2013).
Pfitomnost CTCs u karcinomu prsu mulze byt vySetfovana kombinaci vySe
zminénych markert. Volba marker( a jejich nejvhodnéjSi kombinace jsou aktualni

naplni fady vyzkumnych projekta.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Metodika

Expresi genl v burikach reprezentuje RNA. Pro studium a kvantifikaci exprese
je vyuzivana metoda qRT-PCR zaloZena na izolaci RNA, reverzni transkripci za
vzniku komplementarni DNA (complemetary DNA, cDNA) a amplifikaci cDNA pomoci
PCR reakce.

3.1.1 l1zolace RNA a reverzni transkripce

RNA byla izolovana fenol-chloroformovou metodou za pouziti TRI reagentu
(smés guanidinu thiokyanatu a fenolu) s naslednou precipitaci RNA izopropanolem.
Reverzni transkripce byla nasledné provedena s vyuzitim random primert a H minus

M-MuLV reverzni transkriptazy.

3.1.1.1 VysSetiovany material

K izolaci RNA byly pouzity vzorky sentinelovych uzlin od pacientek
s karcinomem prsu odebrané a uchované v RNA Lateru. Tato reagencie (smés
disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny, dihydratu citranu trisodného, siranu
amonného, kyseliny sirové a vody) slouzi ke stabilizaci a ochrané RNA ve vzorku
Cerstve tkané pred jeji izolaci (http://www.sigmaaldrich.com;

https://wikis.nyu.edu/dashboard.action).
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3.1.1.2 Chemikalie a spotifebni material

Izolace RNA

RNA Later (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA); TRI reagent -
fenol a guanidin izothiokyanat (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA);
chloroform, 96% a 75% ethanol (31 ml 96% ethanol + 9 ml vody oSetfené DEPC)
(vSe Serva Electrophoresis, Heidelberg, DE); izopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA); voda oSetfena DEPC (Ambion, Austin, TX, USA); sklenéné kulicky o
pruméru 5 mm (vSe Retsch, Haan, DE); zkumavky typu Eppendorf — 1,5 a 2ml a
epDualfilter T.1.P.S. (Eppendorf, Hamburg, DE)

Reverzni transkripce

Random primery (hexamery); RNAsin inhibitor ribonukleaz; deoxyribonukleotid
trifosfaty (10mmol/l, které byly pfipraveny ze 100mmol/| dCTP, dTTP, dGTP, dATP: 4
x 0,1 ml jednotlivych nukleotidi doplnénych vodou oSetfenou DEPC do 1 ml) (vSe
Promega, Madison, WI, USA); RevertAid H Minus M-MuLV reverzni transkriptaza
(Fermentas, Vilnius, LI); 5x fedény RT pufr (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA); voda oSetfena DEPC (Ambion, Austin, TX, USA); epDualfilter T.I.P.S.
(Eppendorf, Hamburg, DE) a 0,2ml Thermo-Tube (ABgene, Epsom, UK)

3.1.1.3 Pristroje a pomticky

Laminarni box (BioAir, EuroClone Group, Milano, IT); vortex (Scientific
Industries, Genie, NY, USA); minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, DE);
kombinovana chladni¢ka (Gorenje, Velenje, Sl); homogenizér Mixer Mill 300 (Retsch,
Haan, DE); termocykler PTC 100 (MJ Research, St. Bruno, Q, CDN); termoblok
(Major Science, Saratoga, CA, USA); chlazena centrifuga (Hermle, Labortechnik,
Wehingen, DE); NanoDrop ND 1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA) a
automatické pipety (Eppendorf, Hamburg, DE)
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3.1.1.4 Pracovni postup

Izolace RNA

1. Pfed izolaci musi byt analyzovana tkan homogenizovana. Nejprve byly
vychlazeny bilé nastavce k homogenizéru a do popsané 2ml zkumavky
pridany
2 sklenéné kulicky a 1 ml TRI reagentu.

2. Zkumavka byla zvazena, pfidan vzorek sentinelové uzliny a znovu
nasledovalo vazeni.

3. Mnozstvi tkané bylo spocitano a zapsano a byla provedena homogenizace po

dobu 4 minut pfi maximalni rychlosti 30 Hz.

4. Pro nasledujici izolaci je nutné vyhfat termoblok na 60 °C

a vychladit centrifugu na 4 °C.

5. Vzorky bunéénych TRI lyzatd (30 — 100 mg tkané sentinelové uzliny/1 ml TRI
reagentu) byly radné zvortexovany.

6. Takto pfipravené vzorky v 1,7ml zkumavkach byly ponechany 5 minut pfi
pokojové teploté kvlli kompletni disociaci nukleoproteind. Poté bylo ke
vzorkim pfidano 200 ul chloroformu a nasledovalo vortexovani
(asi 30 sekund). Vzorky byly ponechany 10 minut pfi pokojové teploté.

7. Pro separaci vzniklych fazi byly vzorky centrifugovany 15 minut pfi 4 °C pfi
12 000 g.

8. Po centrifugaci byly ve zkumavkach zfetelné 3 vrstvy: spodni rizova vrstva
(detrit, lipidy, proteiny a DNA), mezivrstva (DNA) a horni Cira vrstva (RNA).

9. Do novych a popsanych 1,7ml zkumavek byla po €astech, aby se nerozvifily
jednotlivé faze, prepipetovana horni vodna faze s RNA. Celkové je vhodné
odebrat 400 — 500 ul vodné faze.

10.Zbyly chloroform a TRI reagent byl odstranén do specialni lahve oznacené
jako: ,Infekéni odpady ze zdravotnictvi 18006 Chemikalie obsahujici
nebezpecéné latky — fenol".

11.Dale byla zahajena precipitacni faze, kdy bylo k pfenesené vodné fazi RNA
pfidano stejné mnozstvi izopropanolu (400 - 500 ul). Tyto dvé vrstvy byly

promichany opakovanym protfepanim (2x - 4x), aby nezlstal mlécny prstenec.
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12.Pro precipitaci RNA byly zkumavky ponechany 5 minut pfi pokojové teploté.

13. Vzorky byly poté centrifugovany 10 minut pfi 4 °C pfi 12 000 g za vzniku bilé
¢i prahledné peletky RNA na dné zkumavky.

14.Vznikly supernatant byl odpipetovan a peletka byla promyta 1,5 ml 75%
ethanolu a pfevracenim zkumavek odlepena ode dna.

15. Zkumavky byly centrifugovany 5 minut pfi 4 °C pfi 12 000 g.

16. Supernatant byl opét odstranén a peletka opatrné susSena ve flow-boxu po
dobu 3 — 10 minut (pro zachovani dobré rozpustnosti RNA nesmi dojit
k pfesuseni peletky). BEéhem suseni peletka zpruhlednéla.

17. RNA byla poté rozpusténa v 15 — 50 yl vody oSetfené DEPC (dle velikosti
peletky). Obsah byl nékolikrat propipetovan.

18. Zahfatim na 60 °C po dobu 10 minut bylo urychleno rozpousténi RNA.
Nasledné byly vzorky ochlazeny na ledové tfisti.

19. Z takto ziskané RNA ve zkumavkach byl odebran alikvot (asi 1,4 pl do 0,2ml
zkumavky) a na pfistroji NanoDrop ND 1000 byla spektrofotometricky
stanovena koncentrace a Cistota vyizolované RNA dle navodu Kk pfistroji
(Aze0/A2s0 = 1,8). Ze zméfené koncentrace bylo vypocCitano mnozstvi RNA
potfebné pro reverzni transkripci

20. Rozpusténou RNA Ize uchovat kratkodobé pfi -18 az -20 °C, dlouhodobé pfi
-70 az -80 °C.
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Reverzni transkripce

1. Chemikalie pro reverzni transkripci (dNTPs, RT pufr, hexamery a voda
oSetfena DEPC) jsou skladovany pfi -18 az -30 °C, pfed zahajenim prace byly
rozmrazeny na ledové tfisti, zvortexovany a kratce stoCeny. RNasin a reverzni
transkriptaza byly po kratkém stoCeni pfidany pfimo z mrazaku.

2. Reverzni transkripce byla provedena ze 3 ug vyizolované celkové RNA
v reakénim objemu 30 pl.

3. Do pfedem vychlazené desticky byly naskladany popsané 0,2ml zkumavky.
Po spocitani objemu byly reagencie pipetovany v poradi ,voda-RNA-
hexamery“. Mnozstvi pouzité RNA odpovidalo 3 pg RNA, dale bylo v reakci
pouzito 0,6 ul (0,3 pg) hexamerl a voda do objemu 19,5 pl. VSe bylo kratce
zvortexovano a stoceno.

4. Pripravena smés byla inkubovana v termocykleru s vyhfivanym vickem 5
minut pfi 70 °C. Nasledné byla smés zchlazena na ledu po dobu 1 minuty.

5. V meziCase byl pfipraven MasterMix. Na jeden vzorek pro transkripci 3 pg
RNA ve 30 pl je potieba 6 ul 5x RT pufru, 3 ul 10 mmol/l dNTP a 0,75 ul (30
U) RNAsinu (pfipravovano s rezervou). V8echny komponenty reakce byly
smichany ve 0,2ml zkumavce, zvortexovany a stoceny.

6. Ke zchlazené smési vzorku RNA, hexamerd a vody bylo pfidano 9,75 ul
MasterMixu. Obsah byl propipetovan a zkumavky byly ponechany 5 minut pfi
pokojové teploté ve flowboxu.

7. Ke vzorku RNA s MasterMixem bylo nasledné pfidano 0,75 ul (150 U) reverzni
transkriptézy. Smés byla zvortexovana, stoCena a zkumavky byly ponechany
10 minut pfi pokojové teploté ve flowboxu.

8. Reakcni smés byla poté inkubovana v termocykleru s vyhfivanym vickem 60
minut pfi 42 °C a nasledné 10 minut pfi 70 °C.

9. Po inkubaci byly zkumavky se ziskanou cDNA zchlazeny na ledu, stoCeny,

popsany a ulozeny do mraziciho boxu pfi -20 °C. cDNA Ize uchovat

kratkodobé pfi -18 az -20 °C, dlouhodobé pfi -70 az -80 °C.
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3.1.2 Real-time PCR

Pro kazdou PCR je dulezity MasterMix neboli smés, ve které probiha samotna
reakce. U real-time PCR obsahuje kromé béznych komponent (pufr, primery,
polymeraza, deoxyribonukleotid trifosfaty, hofe¢naté ionty a voda) navic i
fluorescentné znacené specifické proby. K pribézné detekci signalu u vznikajiciho
produktu jsou vyuzivany specialni termocyklery s pfislusnym programem. Ke
kvantitativnimu hodnoceni ziskanych amplikonl ve vzorcich se pouzivaji standardy

a kalibra¢ni kfivka (Owen, Henderson, 2006).

3.1.2.1 Chemikalie a spotirebni material

Specifické primery a TagMan sondy (Generi Biotech, Hradec Kraloveé, CZ);
deoxyribonukleotid trifosfaty (Promega, Madison, WI, USA); reakéni pufr, Thermo-
Start DNA polymeraza a MgCl, (vSe Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA);
voda oSetfena DEPC (Ambion, Austin, TX, USA); zkumavky typu Eppendorf — 1,7ml;
0,dml PCR zkumavky sviCky ve stripu po Cc&tyfech (GeneTiCA, Praha, C2Z);
vychlazeny kovovy stojan pro stripy (Corbett-Research, Sydney, AU) a epDualfilter
T.I.P.S. (Eppendorf, Hamburg, DE)

3.1.2.2 Pristroje a pomtcky

PCR box (Biosan, Riga, LI); laminarni box (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA); real-time PCR termocykler RotorGene 3 000 (Corbett-Research, Sydney,
AU); vortex (Labnet International, NJ, USA); minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg,
DE); kombinovana chladnicka (Gorenje, Valenje, Sl) a automatické pipety

(Eppendorf, Hamburg, DE)
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3.1.2.3 Pracovni postup

1. Reagencie pro real-time PCR (dNTPs, reak¢ni pufr, primery, TagMan proba,
Mg a voda o$etfena DEPC) jsou skladovany pii -20 °C, pred zahajenim
prace byly rozmraZeny, zvortexovany a kratce stoCeny. Taq polymeraza se do
reakéni smeési pfidava az na zavér pfimo z mrazaku. Pfed pouzitim byla
opatrné zvortexovana a stoCena.

2. MasterMix byl pfipraven dle rozpist zoptimalizovanych pro jednotlivé qPCR
reakce (MAM viz Tab. €. 2, resp. CEA viz Tab. €. 4, resp. GAPDH viz Tab. ¢.
6). Mnozstvi jednotlivych reagencii v tabulce odpovida jedné reakci. Takto
pfipraveny mix v popsané 1,7ml zkumavce byl fadné zvortexovan a stocen.
Reakéni smés byla pfipravovana s rezervou.

3. K pfipravé reakéni smési byly pouzity stripy obsahuijici &tyfi 0,1ml zkumavky,
které byly vlozeny vychlazené desticky.

4. Reakce probihala v objemu 25 ul, z éehoz 24 ul tvofil MasterMix a 1 pl
vySetfovany vzorek cDNA (100 ng v reakci), negativni kontrola (voda oSetfena
DEPC), pozitivni kontrola nebo standardy. Analyzy vSech komponent byly
provedeny v dubletu.

5. Takto pfipravené zkumavky byly uzavieny vicky a vlozeny do rotoru
termocykleru. Pro vyvazeni byly pouZity prazdné stripy s vicky.

6. V pocitaCi byl spustén software Rotor-Gene 6, provedena automaticka
kalibrace termocykleru pro snimani fluorescence a spustén prislusny program.

7. Po ukonceni reakce byla provedena analyza PCR kfivek a dle kalibra¢ni kfivky

standardd byla kvantifikovana exprese jednotlivych gen(.
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3.1.2.4 Primery a proby

Primery a préby jsou kratké oligonukleotidy, jejichZ velikost se pohybuje kolem
20 bp. Primery urCuji usek, ktery ma byt amplifikovan a proby vytvari detekovatelny
signal u vznikajicich PCR produktd. Konkrétné TagMan sonda je fluorescenéné
znacena jak barvivem, tak jejim zhaseCem. Pfi studiu exprese markerl pro detekci
MRD byly pouzity dualné znaCené proby typu TagMan oznacené
hexachlorofluoresceinem (HEX) (na pfistroji byl zvolen kanal JOE nebo pfimo
excitacni vinova délka 530 nm a emisni vinova délka 556 nm, vyuzivano u MAM a
CEA) nebo fluoresceinem (FAM) (na pfistroji byl zvolen kanal FAM nebo pfimo
excitacni vinova délka 494 nm a emisni vinova délka 525 nm, vyuzivano u GAPDH),
které jsou zhaseny quencherem BHQL1. Primery a proby byly navrZzeny v laboratofi s
vyuzitim volné dostupnych pocitacovych softwart Primer3, BLAST, OligoAnalyzer a;.
Navrzené oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Generi Biotech, s. r. 0. (Hradec
Kralové, CZ). Primery byly Ccistény pomoci OPC (Oligonucleotide Purification
Cartridge) neboli purifikacni oligonukleotidové kazety a préby za pouziti HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) neboli vysokotlaké kapalinové chromatografie.

3.1.2.4.1 Mammaglobin (MAM)

Ke stanoveni exprese MAM mRNA byl navrzen levy primer (MAMs) o délce 21
bp a pravy primer (MAMas) o délce 28 bp. Specifickd TagMan préba (MAM-P) méla
délku 24 bp.

Hodnota exprese markeru MAM byla hodnocena na zakladé porovnani
s experimentalné stanovenou cut-off hodnotou 10 kopii MAM/ug RNA. Exprese MAM
v sentinelové uzliné vétsi nebo rovna 10 kopiim/ ug RNA byla povazovana za prukaz

CTCs v sentinelové uzliné a uzlina byla oznacena za pozitivni.

Tab. &. 1: Sekvence a velikost primer(, préby a produktu MAM

Sekvence (5‘—3) Délka

MAMs catgaagttgctgatggtcct 21 bp
MAMas ctttgtattcagtcttagacacttgtgg 28 bp
MAM-P agcactgctacgcaggctctggct 24 bp
Produkt MAM / 131 bp
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Tab. €. 2: Slozeni MasterMixu pro MAM real-time PCR v objemu 25 ul

Reagencie Objem Koncentrace Koncentrace Finalni
v reakci koncentrace
MAMSs 2 ul 0,01 mmol/l 20 pmol 800 nmol/l
MAMas 1l 0,01 mmol/l 10 pmol 400 nmol/I
GAPDH-P 4 ul 1,25 pmol/I 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 ul 10 mmol/I 5 nmol 200 uymol/l
Taq polymeraza 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg~ 3ul 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 3 ul 0,1ug cDNA/I 300 ng 12 ng/pl
DEPC H,0 8,8 ul / / /

e PCR cyklovani pro MAM:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA - 96 °C/15 minut
2. krok: dvoukrokova amplifikace (50 cyklu): 95 °C/15 vtefin - 63 °C/20

vtefin a snimani v kanalu JOE pfi 63 °C

3.1.2.4.2 Karcinoembryonalni antigen (CEA)

Ke stanoveni exprese CEA mRNA byl navrZzen levy primer (CEA3) o délce 22

bp a stejné dlouhy pravy primer (CEA4). Specificka TagMan préba (CEA-P) méla

délku 25 bp.

Hodnota exprese markeru CEA byla hodnocena na zakladé porovnani

s experimentalné stanovenou cut-off hodnotou 250 kopii CEA/ug RNA. Exprese CEA

v sentinelové uzliné vétsi nebo rovna 250 kopiim/ug RNA byla povazovana za prikaz

CTCs v sentinelove uzliné a uzlina byla oznacena za pozitivni.

Tab. &. 3: Sekvence a velikost primerq, proby a produktu CEA

Sekvence (5‘—3°) Délka

CEA3 taagtgttgaccacagcgaccc 22 bp
CEA4 gttcccatcaatcagccaagaa 22 bp
CEA-P atgtcctctatggcccagacgaccc 25 bp
Produkt CEA / 167 bp
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Tab. €. 4: Slozeni MasterMixu pro CEA real-time PCR v objemu 25 pl

Reagencie Objem Koncentrace Koncentrace Finalni
v reakci koncentrace
CEA 3 0,5 ul 0,015 mmol/l 7,5 pmol 300 nmol/l
CEA 4 1l 0,015 mmol/l 15 pmol 600 nmol/l
CEA-P 4 ul 1,25 pmol/I 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 ul 10 mmol/I 5 nmol 200 uymol/l
Taq polymeraza 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg** 3l 25 mmol/| 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 3 ul 0,1ug cDNA/I 100 ng 4 ng/pl
DEPC H,0 12,3 ul / / /

e PCR cyklovani pro CEA:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA - 96 °C/15 minut
2. krok: dvoukrokova amplifikace (50 cyklua): 95 °C/15 vtefin - 65 °C/15

vtefin a snimani v kanalu JOE pfi 65 °C

3.1.2.4.3 Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH)

Ke stanoveni exprese GAPDH mRNA byl navrzen levy primer (forward,
GAPDH-F) o délce 20 bp a pravy primer (reverse, GAPDH-R) o délce 18 bp.
Specificka TagMan préba (GAPDH-P) méla délku 20 bp. GAPDH byl pouzit pro jeho
stabilni miru exprese v bunkach jako referencni gen k ovéreni spravnosti prabéhu
predchozich kroku analyzy (izolace RNA, reverzni transkripce). Hodnota exprese =
10 000 kopii GAPDH/ug RNA byla povaZzovana za znak dostate€ného mnozstvi RNA

pro vyhodnoceni exprese markerit MAM a CEA.

Tab. &. 5: Sekvence a velikost primer(, préby a produktu GAPDH

Sekvence (5*—3°) Délka

GAPDH-F gaagatggtgatgggatttc 20 bp
GAPDH-R gaaggtgaaggtcggagt 18 bp
GAPDH-P caagcttcccgttctcagcc 20 bp
Produkt GAPDH / 226 bp
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Tab. €. 6: Slozeni MasterMixu pro GAPDH real-time PCR v objemu 25 ul

Reagencie Objem Koncentrace Koncentrace Finalni
v reakci koncentrace
GAPDH-F 1l 7,5 umol/l 7,5 pmol 300 nmol/l
GAPDH-R 1l 7,5 umol/l 7,5 pmol 300 nmol/l
GAPDH-P 4 ul 1,25 pmol/I 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 ul 10 mmol/I 5 nmol 200 pmol/I
Taq polymeraza 0,2 5 U/l 1U 0,04 U/ul
Mg~ 3yl 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1ug cDNA/uI 100 ng 4 ng/pl
DEPC H,O 11,8 pl / / /

e PCR cyklovani pro GAPDH:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA - 96 °C/15 minut
2. krok: dvoukrokova amplifikace (50 cyklt): 95 °C/15 vtefin - 60 °C/30

3.1.2.4.4 Redéni primerti a préb

vtefin a snimani v kanalu FAM pfi 60 °C

Primery a préby jsou dodavany v lyofilizovaném stavu a koncentrace jejich

zasobnich roztoku je 0,1 mmol/l neboli 100 pmol v 1ul.

optimalizace jednotlivych PCR reakci (viz Tab. 2, 4, 6).

3.1.2.4.5 Thermo-Start polymeraza

Nafedény jsou poté dle

Pro zamezeni vzniku nespecifickych interakci primer( a jejich dimerd byla

pouzita chemicky modifikovana Thermo-Start DNA polymeraza, ktera zahgjila svou

aktivitu az po 15 minutach pfi 95 °C (www.thermoscientificbio.com). Tato polymeraza

se pouziva pro hot-start PCR a je odvozena z bakterie Thermus aquaticus.
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3.1.2.4.6 MgCl, a reakéni pufr

Hofecnaté ionty jsou velmi dulezité pro funkci polymerazy. Do reakce byly
dodany ve formé chloridu hofe€natého. MgCl, a reakéni pufr jsou dodavany v setu

s Thermo-Start polymerazou.

3.1.2.5 Negativni kontrola, pozitivni kontrola a specifické standardy

Soucasti kazdé PCR byly kromé vzorkl i kontroly a dilu¢ni fada standardu

studovaného genu.

3.1.2.5.1 Negativni kontrola

Jako negativni kontrola byl do reakce misto vzorku cDNA pfidan 1 ul vody
oSetfené DEPC.

3.1.2.5.2 Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrola slouzila cDNA ziskana ze vzorku tkané karcinomu prsu
ST 2050 (u MAM) a ze vzorku tkané karcinomu kolorekta MRD 696T (pro CEA a
GAPDH).

3.1.2.5.3 Specifické standardy

K absolutni kvantifikaci genové exprese MAM, CEA a GAPDH byly pouZzity
v PCR reakcich diluéni fady standard(i: 10° — 10" kopii MAM/ug RNA, 30 — 10° kopii
CEA/ug RNA a 10* — 10° kopii GAPDH/ug RNA. Standardy obsahovaly PCR
produkty se sekvencemi MAM, CEA a GAPDH. Exprese jednotlivych markert byla
kvantifikovana pomoci kalibraCnich kfivek standardl a byla provedena normalizace

dat na vstupni mnozstvi RNA.
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3.1.3 Priprava standarda referenéniho genu GAPDH

Standardy testovaného genu jsou u real-time PCR dulezité pro sestaveni
kalibracni kfivky a stanoveni miry jeho exprese. V kazdé reakci jsou standardy
amplifikovany zaroven se vzorky a kontrolami. Pro pfipravu diluéni fady standardu
pro GAPDH je nutné provést amplifikaci usekl zahrnujicich sekvenci detekovanou
GAPDH primery GAPDH - F a GAPDH - R pomoci tzv. outer primerd GAPDHfor - out
a GAPDHrev - out. Produkty amplifikace je poté nutné zanalyzovat pomoci

elektroforézy, zméfit jejich koncentraci a vypodcitat finalni fedéni.

Amplifikace GAPDH out

Amplifikace byla provedena pomoci real-time RT-PCR a skladala se ze dvou
krokU, kdy v prvnim byla ovéfena exprese genu ve vybraném vzorku a ve druhém byl
gen amplifikovan pfimo pro DNA analyzu. Amplifikace GAPDH out pro analyzu
ziskanych PCR produktl probihala dle postupu v kap. 4.1.2, ale bez fluorescencniho
znaceni probou. Jeji objem v reakci byl nahrazen stejnym mnozstvim vody oSetfené
DEPC (4 ul) a do reakce nebyla zafazena ani negativni kontrola. Pozitivni kontrola
byla v této reakci pipetovana 3x a proto byly ziskany 3 GAPDH out produkty, které
byly analyzovany pomoci elektroforézy na pfistroji Agilent a spektrofotometrie

pouzitim NanoDropu.

Tab. &. 7: Sekvence a velikost primert, préby a produktu GAPDH out

Sekvence (5*—3°) Délka

GAPDHfor- out agccacatcgctcagacac 19 bp
GAPDHrev - out tcatacttctcatggttcacacc 23 bp
GAPDH-P caagcttcccgttctcagcc 20 bp
Produkt GAPDH out / 442 bp
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Tab. €. 8: SloZzeni MasterMixu pro GAPDH out real-time PCR v objemu 25 pl

Reagencie Objem Koncentrace Koncentrace Finalni
v reakci koncentrace
GAPDHfor — out 2 ul 0,005 mmol/l 10 pmol 400 nmol/l
GAPDHrev — out 2 ul 0,005 mmol/l 10 pmol 400 nmol/l
GAPDH-P 4 ul 1,25 pmol/I 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 ul 10 mmol/I 5 nmol 200 pmol/I
Tag 0,2 pl 5 U/l 1U 0,04 U/ul
Mg~ 3yl 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1 ul 0,1ug cDNA/uI 100 ng 4 ng/ul
DEPC H,O 9,8 ul / / /

e PCR cyklovani pro GAPDH out:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA - 96 °C/15 minut
2. krok: dvoukrokova amplifikace (50 cyklu): 95 °C/15 vtefin - 61°C/35

Analyza PCR produktu

3.1.3.1 Chemikalie a spotiebni material

Ladder (standard molekulovych hmotnosti); Marker (nanaseci roztok pro vzorky DNA

vtefin a snimani v kanalu FAM pfi 61 °C

a ladder); gel; barvivo pro vizualizaci rozdélenych fragmenti DNA v gelu; Electrode

Cleaner chip (plastova kazeta pro Cisténi elektrod) (vSe Agilent, Santa Clara, CA,
USA); TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); voda oSetfena DEPC (Ambion,
Austin, TX, USA); 0,2ml zkumavky typu Eppendorf a epDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf,

Hamburg, DE)
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3.1.3.2 Pristroje a pomucky

Agilent 2100 bioanalyzér; DNA chip; chip priming station; IKA vortex mixer

(vS8e Agilent, Santa Clara, CA, USA); minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, DE);

vortex (Labnet International, NJ, USA); kombinovana chladni¢ka (Gorenje, Velenje,
SI); NanoDrop ND 1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA) a automatické pipety
(Eppendorf, Hamburg, DE

3.1.3.3 Pracovni postup

1.

Pfed zahajenim elektroforetické analyzy bylo nutné pfipravit priming station.
Byla vlozena stfikaCka a upraveny parametry: v horni Casti byla nastavena
Reagencie uchovavané v lednici byly pfed zahgjenim prace inkubovany 30
minut pfi pokojove teploté.

Gel pro elektroforézu byl pfipraven pfidanim 25 ul DNA barviva do gelu, smés
byla zvortexovana, nanesena na kolonku a centrifugovana 15 minut pfi 2 240
g. Gel byl po 9 ul rozpipetovan do 3 jamek oznacenych pismenem G v DNA
chipu ulozeném v priming station. Nasledné byl gel po dobu 60 sekund
roztlaen pomoci stlageni pistu priming station nastaveného na 1 ml dolu.
Pfipadné bubliny v gelu byly odstranény pomoci injekéni jehly.

Dale byl do jamek napipetovan roztok markeru obsahujici nejkratsi a nejdelSi
sekvenci pozdéji naneseného Ladderu. Pro nase 3 PCR produkty byl nanesen
do tfi jamek pro vzorky po 5 pl a nasledné do zbyvajicich jamek po
6 upl. Do jamky specificky oznacené pro Ladder (standard molekulovych
hmotnosti) bylo naneseno 5 pl roztoku stejné jako u vzorka.

Na zavér byly do chipu pfidany vzorky PCR produktl a Ladder v mnozstvi
Tul.

Takto pfipraveny chip byl horizontalné vloZzen do IKA vortex mixeru
a vortexovan 1 minutu pfi 2 400 otackach.

Pro analyzu byl chip vloZen do Agilent 2100 bioanalyzéru a v softwaru Agilent
2100 Expert byla spusténa analyza.

Po probéhnuté analyze byl chip vyjmut a elektrody byly omyty pomoci
Electrode Cleaner chipu 350 ul DEPC vody.
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9. Byla provedena analyza vysledku elektroforézy v softwaru 2100 Expert.

10.Pomoci NanoDropu ND 1000 byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
PCR produktd.
11.Po nafedéni diluéni fady standard byla pro kontrolu jejich spravné pfipravy
provedena GAPDH real-time RT-PCR.

3.1.4 Pacienti

Do studie bylo zafazeno 211 pacientek operovanych ve Fakultni nemocnici

Olomouc pro karcinom prsu klinického stadia | az IV. Zadna z pacientek

nepodstoupila neoadjuvantni terapii. Klinicka charakteristika pacientek je uvedena

v tabulce ¢&. 9.

Exprese markerll MAM a CEA byla stanovena ve vzorcich sentinelovych uzlin

odebranych pacientkdm po podepsani informovaného souhlasu za ucelem vysetieni

pfitomnosti MRD.

Tab. €. 9 Klinicka charakteristika pacientek

Pram. vék Grading Postizeni ER PR Her2 amplif.

n (roky) uzlin

(min;max) N
1 2 3 NO | poz. | poz. | neg. | poz. | neg. | poz. | neg.
el 153 [ 59,9 (32;86) | 48 | 72 | 26 | 144 9 129 | 25 106 | 44 18 | 118
§ Il 52 | 59,3 (28;80) 23 | 20 | 23 29 | 103 | 20 31 20 34
2 11 4 | 53,3(34:62) 1 0 4 3 3 4
X | IV 2 | 66,5 (65;68) 1 1 2 0 2 0 2
Celkem | 211 |59,8(28;86) | 56 | 97 | 49 | 168 | 43 | 237 | 46 142 | 65 26 | 158
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3.2 Vysledky

3.2.1 Stanoveni pritomnosti CTCs pomoci vysSetieni exprese
nadorovych markerid MAM a CEA ve vzorcich sentinelovych
uzlin u souboru pacientek s karcinomem prsu

Ve vzorcich sentinelovych uzlin od 211 pacientek s karcinomem prsu
(charakteristika souboru viz kap. 4.1.4) byla stanovena mira exprese markert MAM a
CEA. Exprese byla hodnocena dle experimentalné stanovenych cut-off hodnot (viz
kap. 4.1.2.4.1 a 4.1.2.4.2) a uzliny byly ozna€eny jako pozitivhi nebo negativni.

Byla provedena analyza preziti pacientek bez relapsu (relapse-free survival,
RFS) pomoci log-rank testu.

Obr. €. 5 a ¢ 6 znazoriuji rozsah miry exprese markerd MAM a CEA u
negativnich a pozitivnich uzlin. Zafazeni do skupin negativnich a pozitivnich uzlin je
vymezeno cut-off hodnotami (10 kopii MAM/ug RNA, resp. 250 kopii CEA/ug RNA).
U pacientek s pozitivnimi uzlinami byla zaznamenana vys$Si exprese MAM oproti

CEA, coz muze byt dano vysokou specifitou mammaglobinu pro prsni tkan.
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Obr. €. 5: Exprese markeru MAM v pozitivnich a negativnich uzlinach znazornéna
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Obr. &. 6: Exprese markeru CEA v pozitivnich a negativnich uzlinach znazornéna

krabicovym grafem
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Pfi analyze preziti bez relapsu v souboru 211 pacientek s karcinomem prsu
byla prokazana vyznamné (p<0,05) kratSi doba preziti bez relapsu u pacientek s
pfitomnosti CTCs v sentinelové uzliné stanovené pomoci real-time RT-PCR s
pouzitim markeri MAM a CEA oproti pacientkdam s uzlinami negativnimi pro
cirkulujici nadorové bunky (viz Obr. €. 7). Ziskané vysledky vSak mohly byt zkresleny
zahrnutim pacientek s horSi progn6zou, které krivku preziti u pozitivnich uzlin mohly

ovlivnit ve sméru jejiho vétSiho oddéleni od kfivky pfeZiti u uzlin negativnich.

p<0,05

— negat (n=116)
— posit (n=95)

0,7 |

06 |

Preziti hez relansii (RFS)

05

0.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Cas (roky)

Obr. €. 7: Kfivky pFeZiti bez relapsu souboru 211 pacientek s pozitivnimi a
negativnimi sentinelovymi uzlinami na pfitomnost CTCs detekovanych pomoci
markertt MAM a CEA

Proto byla ze souboru pacientek vylouCena tato rizikovéjSi skupina, tedy
pacientky s tumorem vySSiho stadia, s postizenim uzlin, s pfitomnosti vzdalenych
metastaz, s negativnimi estrogenovymi a progesteronovymi receptory a s pozitivni

amplifikaci HER2. Do analyzy preZiti byly tedy zahrnuty pacientky s tumory nizSiho
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rozsahu (T1-T2), bez postizeni uzlin, bez pfFitomnosti vzdalenych metastaz,
S pozitivnimi estrogenovymi a progesteronovymi receptory a s negativni HER2
amplifikaci. U téchto pacientek vSak jiz nebyla pozorovana souvislost pfitomnosti
CTCs v sentinelové uzliné s délkou preziti bez relapsu (viz Obr. €. 8). Z kfivek je
zfejmé, Ze byl prozatim zaznamenan pouze maly pocet udalosti (recidiv) z ddvodu
kratké doby sledovani pacientek. Prognosticky vyznam nebyl tedy prokazan, bud
neexistuje, nebo jesté neni znatelny kvuli nedostateCné dlouhé dobé sledovani

souboru.

1.1

p=<0,70

09
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0,7 r
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— negat (n=51)
051 —— posit (n=47)

0.4 : - : . : : :
0 1 2 3 4 5 6 7

Cas (roky)

Obr. €. 8: Kfivky pFeZiti bez relapsu souboru pacientek (T1-2, NO, MO, ER+, PR+,
HERZ2-) s pozitivnimi a negativnimi sentinelovymi uzlinami na pfitomnost CTCs

detekovanych pomoci markert MAM a CEA

59



3.2.2 Redéni a priprava standardd GAPDH

Pro vypoclet fedéni standardd bylo nutné zjistit, kolik je v1 pyl PCR kopii
GAPDH out u dsDNA (double-stranded DNA, dvouvlaknové DNA).

Nejprve byla pomoci programu OligoAnalyzer 3.1 stanovena velikost
sekvence PCR produktu GAPDHout (442 bp).

e Ovéfeni velikosti sekvence PCR produktu GAPDHout a stanoveni jeho

molekulové hmotnosti:

1. rozmér Casti sekvence GAPDH out: 125bp

M, = 38769,0 g/mol

2. rozmér Casti sekvence GAPDH out: 180bp

M, = 55335,8 g/mol

3. rozmeér Casti sekvence GAPDH out: 137bp

M3 = 42375,3 g/mol

M =M1 + M2 + M3 x 2 (dSDNA)
M = 136480,1 g/mol x 2

M = 272960,2 g/mal;
125bp + 180bp + 137bp = 442bp;

Produkty ziskané amplifikaci vzorku MRD 696T za podminek GAPDHout PCR
(viz kap. 4.1.3) byly analyzovany s vyuzitim chipové elektroforézy na pfistroji Agilent
Bioanalyzer. Délka amplikont GAPDHout 1 — 3 odpovidala teoreticky stanovené
délce 442 bp a zaroven nebyly detekovany Zadné nespecifické produkty ¢i dimery

primert (Obr. €. 9).
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Obr. €. 9: Elektroferogram znazorfujici velikost jednoho ze 3 PCR produktu

GAPDHout (velikost 443 bp) mezi hornim a spodnim markerem (15 a 1 500 bp)

Dale byly produkty GAPDHout 1 — 3 slou€eny do jedné zkumavky a byla zméfena
koncentrace DNA na pfistroji NanoDrop ND 1000. Ze Ctyf opakovani méfeni byla

vypoctena pramérna hodnota koncentrace.

e Meéreni koncentrace DNA na NanoDropu:
c1 = 451,01 ng/pl
c, = 486,61 ng/pl
c3 = 453,83 ng/ul
C4=461,16 ng/ul => ¢ = 463,1525 ng/ ul;

Primérna hodnota koncentrace ¢ = 463,1525 ng/ul a stanovena molekulova
hmotnost PCR produktu GAPDHout byly pouzity pro vypocet poc¢tu kopii v objemu 1

Ml a nasledné fedéni fady standardi pro GAPDH.
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e Vypocet poctu kopii:

1 mol je 6,023 x 10?® (Avogadrova konstanta) &astic neboli kopii

c = 463,1525 ng/ul = 463,1525 x 10™° g/mol
M = =272960,2 g/mol
1 mol = 6,023 x 10% kopii

272960.2 Qoo 1 mol

463,1525 X 10°Q. .o X mol
_ 463,1525x 10

X 75729602

X = 696776673 x 10"*? mol;

1,696776673 x 10™% x 6,023 x 10% = 1,02196859 x 10"% kopii

e VypocCet fedéni:

1,02196859 X 10™2 KOPif......eeeeeeeeann... 1 ul
5 X 10" KOPIl ..eeeiiiiieeeeeeiiiiiseeerereeee e X
5x 10"

X= 12
1,02196859 x 10

X = 4,8925 x 10" ul = 48,925 ul dsDNA; a zbytek TRIS (451,075 ul) do 500 pl

Isoo ML 5 x 10™ kopii T

T X KOPI
_5x10"

*~ 7500

x = 1 x 10** kopii v ul:

62



e Redéni:
5 pl 10** kopii dsDNA + 45 pl TRISU => 10"°
5 pl 10 kopii dsDNA + 45 ul TRISU => 10°
5 pl 10° kopii dsDNA + 45 pl TRISU => 108
5 pl 10® kopii dsDNA + 45 pl TRISU => 10’
5 pl 107 kopii dsDNA + 45 pl TRISU => 10°
5 pl 10° kopii dsDNA + 45 pl TRISU => 10°
5 pl 10° kopii dsDNA + 45 pl TRISU => 10*

Spravnost pfipravené fady standardui byla ovéfena pomoci gPCR pro GAPDH

(Obr. €. 10). Standardy byly poté uchovavany pfi — 20 °C.

MNorm. Fluor.
<o i <o < <
w > (4,1 ()] e |
1 1 1

L)
8]

=
-

25
Cykius

Obr. €. 10: gPCR analyza pfipravené fady standardu pro GAPDH (Cervené kfivky —
diluéni fada standardu, €erna kfivka - pozitivni kontrola a Zluta kfivka — negativni

kontrola)
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3.3 Diskuze

U pacientek s karcinomem prsu je detekce metasaz v lymfatickych uzlinach
velmi vyznamna z hlediska prognozy. Dulezity je vSak vybér metody k detekci ¢asto
velmi malého mnozstvi cirkulujicich nadorovych bunék ve vzorku, které mohou
vySetfeni uzlin (napf. histologie), mohou byt znaéné nedostacujici (Nissan et al.,
2006). V poslednich letech nachazi vysoké uplatnéni v této oblasti metoda real-time
RT-PCR. Tento vysoce citlivy pfistup vyuziva detekce nadorovych markerl ke
stanoveni pfitomnosti CTCs.

Nissan et al., 2006 se svymi kolegy vySetfili RNA ziskanou ze sentinelovych
uzlin odebranych 28 pacientkam. V poc¢tu 30 vzorkd vySetfovanych uzlin byla
pfitomnost mezastdaz potvrzena u6 z nich pomoci histologie, u8 pomoci
imunohistochemie a u 15 metodou multimarkerové RT-PCR, coz jen dokazuje
vysokou citlivost metody PCR ve srovnani s ostatnimi technikami.

Krishnamurthy et al., 2010 studovali vzorky periferni krve a kostni dfené u
souboru 92 pacientek s karcinomem prsu s tumory stadia 1 a 2. Vyskyt CTCs
detekovali u 33 % pacientek s pozitivnim ER, u 32 % pacientek s pozitivnim PR a u
31 % pacientek s negativni amplifikaci HER2. Dosli k zavéru, ze pfitomnost CTCs u
pacientek s pocCate¢nim stadiem karcinomu prsu nijak zvlast nesouvisi s vySe
uvedenymi charakteristikami (se stadiem tumoru, ER, PR, HER2).

Na zakladé vySetfeni exprese markerd MAM a CEA v sentinelovych uzlinach
jsme stanovili pozitivitu a negativitu téchto uzlin pomoci cut-off hodnot urcujicich
hranici mezi obéma skupinami. Pro mammaglobin bylo stanoveno 10 kopii MAM/ug
RNA a pro karcinoembyronalni antigen 250 kopii CEA/ug RNA. U pacientek
s pozitivnimi uzlinami jsme zaznamenali vy$Si miru exprese MAM oproti CEA, coz
muze byt dano vysokou specifitou mammaglobinu pro prsni tkan. Vysoka exprese a
specifita mammaglobinu v periferni krvi a pozitivnich uzlinach karcinomu prsu byla

potvrzena i dalSimi studiemi (Zehentner et al., 2004 a Wang et al., 2009).
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U souboru 211 pacientek jsme na zakladé statisticky ziskanych kfivek preziti
pozorovali souvislost pfitomnosti CTCs v sentinelovych uzlinach s délkou preZiti bez
relapsu. Vyznamné kratSi doba preziti jsme prokazali u uzlin pozitivnich na
pfitomnost CTCs. K témto ucelim jsme vyuzili metodu real-time RT-PCR s markery
MAM a CEA. Je vS8ak nutné si uvédomit, Ze ve skupiné se vyskytovaly i rizikovée
pacientky. Druha sledovana skupina sestavala pouze z pacientek s tumory nizSiho
rozsahu (T1-T2), bez postizeni uzlin, bez pfitomnosti vzdalenych metastaz, s
pozitivnimi estrogenovymi a progesteronovymi receptory a s negativhi HER2
amplifikaci. U téchto pacientek vsak jiz nebyla potvrzena souvislost pfitomnosti CTCs
v SU s délkou preziti bez relapsu a to zejména kvili nedostate¢né dlouhému
C¢asovému useku pro sledovani pacientek. Lze fici, ze prognosticky vyznam CEA a
MAM nebyl neprokazan nebo neni jesté znatelny, coZ vSak vyvraci studie Bidarda et
al., 2010, ktefi povazuji detekci CTCs pfed chemoterapii za nezavisly prognosticky
faktor pro preZiti bez vzdalenych metastaz.

Vzhledem Kk pfitomnosti cirkulujicich nadorovych bunék jiz uranych stadii
karcinomu prsu by v€asna detekce minimalni rezidualni choroby (zejména pomoci
vysoce specifického mammaglobinu), mohla byt pro pacientky pfinosem nejen v
ramci pocinajicich metastaz, ale i pro ur€eni budouci prognézy a navrzeni vhodné&;jsi
|éCby. Problémem je vSak nutnost pomérné dlouhého obdobi pro sledovani pacientek

k potvrzeni prognostického vyznamu.
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3.4 Zaveér

Tato prace byla zaméfena na detekci minimalni rezidualni choroby u karcinomu
prsu pomoci metody real-time reverzné-transkriptazové polymerazové fretézove
reakce, kdy cilem bylo ovéfit vhodnost markerd MAM a CEA pro detekci MRD u
karcinomu prsu a stanovit jejich prognostickou hodnotu.

Byla prokazana jak vhodnost MAM a CEA k detekci MRD u karcinomu prsu dle
jejich cut-off hodnot, tak souvislost mezi pfitomnosti CTCs detekovanych pomoci
MAM a CEA v SU a délkou preziti pacientek s karcinomem prsu bez relapsu, ktera
vS8ak nebyla podruhé potvrzena. U celkového souboru pacientek byla totiz
pozorovana kratSi doba pfFeZiti bez relapsu s uzlinami pozitivnimi na CTCs, ale u
souboru pacientek s vyfazenou kritickou skupinou (s horSi prognézou) se spojitost
mezi délkou preziti a pozitivitou uzlin pro MRD nepotvrdila. Prognosticky vyznam
detekce MRD u karcinomu prsu pomoci MAM a CEA zatim nebyl prokazan pro

kratkou dobu ke sledovani pacientek.

66



4 Seznam pouzité literatury

Abrahamova J., Foretova L., Horak J., Kubala E., Matous-Malbohan |., Nepomucka
J., Pafko P., Povysil C., Stipek S., Vermousek |. Atlas nadort prsu. 1. VVlydani. Praha:
Grada Publishing, 2000. ISBN 80-7169-771-0.

Adam Z., VorliCek J. (eds.). Diagnostické a lé¢ebné postupy u malignich chorob. 1.
Vydani. Praha: Grada Publishing, 2002. ISBN 80-7169-792-3.

Adam Z., Vorlicek J., Koptikova J. (eds.). Obecna onkologie a podpirna lécbha. 1.
Vydani. Praha: Grada Publishing, 2003. ISBN 80-247-0677-6.

Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. Zaklady
bunécné biologie: tuvod do molekularni biologie buriky. PteloZil Kotyk A. 2. Vydani.
Usti nad Labem: Espero publishing. 1998. ISBN 80-902906-2-0.

Alix-Panabiéres C., Pantel K. Technologies for detection of circulating tumor cells:
facts and vision. Lab Chip, 2014, 14, 57.

American cancer society [online]. c2014, [cit. 2014-2-14].
<http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-cancer-treating-
chemotherapy>.

American cancer society [online]. c2014, [cit. 2014-2-14].

<http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-cancer-treating-

hormone-therapy>.

Andergassen U., Kdlbl A. C., Hutter S., Friese K., Jeschke U. Detection of Circulating
Tumour Cells from Blood of Breast Cancer Patients via RT-gPCR. Cancers, 2013, 5,
1212-1220.

Bednarz-Knoll N., Alix-Panabiéres C., Pantel K. Clinical relevance and biology of

circulating tumor cells. Breast Cancer Research, 2011, 13, 228.

67



Benoy IH., Elst H., Philips M., Wuyts H., Dam Van P., Scharpe S., Marck Van E.,
Vermeulen PB., Dirix LY. Real-time RT-PCR detection of disseminated tumour cells
in bone marrow has superior prognostic significance in comparison with circulating
tumour cells in patients with breast cancer. British Journal of Cancer, 2006, 94, 672-
680.

Bernstein J. L., Godbold J. H., Raptis G., Watson M. A., Levinson B., Aaronson S. A,,
Fleming T. P. Identification of Mammaglobin as a Novel Serum Marker for Breast
Cancer. Clin Cancer Res, 2005, 11, 6528-6535.

Bidard F. C., Mathiot C., Delaloge S., Brain E., Giachetti S., Cremoux de P., Marty
M., Pierga J. Y. Single circulating tumor cell detection and overall survival in
nonmetastatic breast cancer. Annals of Oncology, 2010, 21, 729-733.

Bustin S. A. Absolute quantifcation of mRNA using real-time reverse transcription
polymerase chain reaction assays. Journal of Molecular Endocrinology, 2000, 25,
169-193.

Bustin S. A. Quantification of mMRNA using real-time reverse transcription PCR (RT-
PCR): trends and problems. Journal of Molecular Endocrinology, 2002, 29, 23-39.

Bustin S. A., Benes V., Nolan T., Pfaffl M. W. Quantitative real-time RT-PCR — a
perspective. Journal of Molecular Endocrinology, 2005, 34, 597-601.

Cell Search Circulating Tumor Cell Test [online]. c2014, [cit. 2014-3-4].

<https://www.cellsearchctc.com/about-cellsearch/how-cellsearch-ctc-test-works>.

Cremoux de P., Extra J. M., Denis M. G., Pierga J. Y., Bourstyn E., Nos C., Clough
K. B., Boudou E., Martin E. C., Mlller A., Pouillart P., Magdelénat H. Detection of
MUC1-expressing Mammary Carcinoma Cells in the Peripheral Blood of Breast
Cancer Patients by Real-Time Polymerase Chain Reaction. Clin Cancer Res, 2000,
6, 3117-3122.

Cihak R., Druga R., Grim M. Anatomie 3. 2. Upravené a dopInéné vydani. Praha:
Grada Publishing, 2004. ISBN 80-247-1132-X.

68



Ercolani L., Florence B., Denaro M., Alexan M. Isolation and Complete Sequence of
a Functional Human Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase Gene. Journal of
biological chemistry, 1988, 263, 15335-15341.

Fehm T., Hoffmann O., Aktas B., Becker S., Solomayer E. F., Wallwiener D., Kimmig
R., Kasimir-Bauer S. Detection and characterization of circulating tumor cells in blood
of primary breast cancer patients by RT-PCR and comparison to status of bone

marrow disseminated cells. Breast Cancer Research, 2009, 11, R59.

Fentiman S. I. Detection and treatment of breast cancer. 2nd Edition. London: Martin
Dunitz, 1998. ISBN 1-85317-223-5.

Freeman W. M., Walker S. J., Vrana K. E. Quantitative RT-PCR: Pitfalls and
Potential. BioTechniques, 1992, 26, 112-125.

French D. J., McDowell D. G., Debenham P., Gale N., Brown T. HyBeacon probes for
rapid DNA sequence detection and allele discrimination. Methods Mol Biol, 2008,
429, 171-85.

Gerhard M., Juhl H., Kalthoff H., Schreiber H. W., Wagener Ch., Neumaier M.
Specific Detection of Carcinoembryonic Antigen-Expressing Tumor Cells in Bone
Marrow Aspirates by Polymerase Chain Reaction. Journal of Clinical Oncology,
1994, 12, 725-729.

Ghossein R. A., Rosai J. Polymerase Chain Reaction in the Detection of
Micrometastases and Circulating Tumor Cells. CANCER, 1996, 78, 1.

Hammarstrom S. The carcinoembryonic antigen (CEA) family: structures, suggested
functions and expression in normal and malignant tissues. Seminars in cancer
biology, 1999, 9, 67-81.

Hauwel M., Matthes T. Minimal residual disease monitoring: the new standard for
treatment evaluation of haematological malignancies?. Swiss Medical Weekly, 2014,
144, w13907.

Horyna M., Houdek L. (eds.). Chirurgie organovych metastaz. 1. Vydani. Praha:
Galén, 2008. ISBN 978-80-7262-493-5.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18695966

Hugo H., Ackland L. M., Blick T., Lawrence M. G., Clements J. A., Williams E. D.,
Thompson E. W. Epithelial-Mesenchymal and Mesenchymal-Epithelial Transitions in
Carcinoma Progression. Journal of Cellular Physiology, 2007, 213, 374-383.

Ignatiadis M., Reinholz M. Minimal residual disease and circulating tumor cells in
breast cancer. Breast Cancer Research, 2011, 13, 222.

International Agency For Research On Cancer [online]. c2012, [cit. 2014-1-27].
<http://eco.iarc.frfEUCAN/Country.aspx?ISOCountryCd=968>.

International Agency For Research On Cancer [online]. c2012, [cit. 2014-1-30]. <
http://eco.iarc.frfEUCAN/Country.aspx?ISOCountryCd=203>.

International Agency For Research On Cancer [online]. c2014, [cit. 2014-1-27].

<http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx>.

Kallergi G., Papadaki A M., Politaki E., Mavroudis D., Georgoulias V., Agelaki S.
Epithelial to mesenchymal transition markers expressed in circulating tumour cells of

early and metastatic breast cancer patiens. Breast Cancer Research, 2011, 13, R59.

Krishnamurthy S., Cristofanilli M., Singh B., Reuben J., Gao H., Cohen E. N.,
Andreopoulou E., Hall C. S., Lodhi A., Jackson S., Lucci A. Detection of Minimal
Residual Disease in Blood and Bone Marrow in Early Stage Breast Cancer. Cancer,
2010, 116, 3330-7.

Lee M. A, Siddle A. L., Page R. H. ResonSense®: simple linear fluorescent probes
for quantitative homogeneous rapid polymerase chain reaction. Analytica Chimica
Acta, 2002, 457, 61-70.

Lianidou E. S., Markou A. Circulating Tumor Cells in Breast Cancer: Detection
Systems, Molecular Characterization, and Future Challenges. Clinical Chemistry,
2011, 57, 1242-1255.

Lianidou E. S., Mavroudis D., Sotiropoulou G., Agelaki S., Pantel K. What’'s new on

circulating tumor cells? A meeting report. Breast Cancer Research, 2010, 12, 307.

Lin Y.-Ch., Chen S.-Ch., Hsueh S., Lo Y.-F., Chow-Wu Y.-H., Liaw I.-Ch., Cheng A.-

J. Lack of correlation between expression of human mammaglobin mRNA in

70


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670

peripheral blood and known prognostic factors for breast cancer patients. Cancer Sci,
2003, 94, 99-102.

Liu X., Hsieh H. B., Dario Campana D., Bruce R. H. A New Method for High Speed,
Sensitive Detection of Minimal Residual Disease. Journal of the International Society
for Advancement of Cytometry, 2012, 81A, 169-175.

Luppi M., Morselli M., Bandieri E., Federico M., Marasca R., Barozzi P., Ferrari M. G.,
Savarino M., Frassoldati A., Torelli G. Sensitive detection of circulating breast
cancer cells by reverse-transcriptase polymerase chain reaction of maspin gene.
Annals of Oncology, 1996, 7, 619-624.

Macak J. - Macakova J. Patologie. 1. Vydani. Praha: Grada publishing, 2004. ISBN
80-247-0785-3.

Mavroudis D. Circulating cancer cells. Annals of Oncology, 2010, 21, vii95—viil100.

Mitas M., Mikhitarian K., Walters Ch., Baron P. L., Elliott B. M., Brothers T. E.,
Robison J. G., Metcalf J. S., Palesch Y. Y., Zhang Z., Gillanders W. E., Cole D. J.
QUANTITATIVE REAL-TIME RT-PCR DETECTION OF BREAST CANCER
MICROMETASTASIS USING A MULTIGENE MARKER PANEL. Int. J. Cancer,
2001, 93, 162-171.

Nadal R., Fernandez A., Sanchez-Rovira P., Salido M., Rodriguez M., Garcia-Puche
J. L., Macia M., Corominas J. M., Delgado-Rodriguez M., Gonzalez L., Albanell J.,
Fernandez M., Solé F., Lorente J. A., Serran M. J. Biomarkers characterization of
circulating tumour cells in breast cancer patiens. Breast Cancer Research, 2012, 14,
R71.

Nahta R., Hortobagyi G. N., Esteva F. J. Growth Factor Receptors in Breast Cancer:
Potential for Therapeutic Intervention. The Oncologist, 2003, 8, 5-17.

Nissan A., Jager D., Roystacher M., Prus D., Peretz T., Eisenberg I., Freund H. R.,
Scanlan M., Ritter G., Old L. J., Mitrani-Rosenbaum S. Multimarker RT-PCR assay
for the detection of minimal residual disease in sentinel lymph nodes of breast cancer
patients. British Journal of Cancer, 2006, 94, 681-685.

71



NYU wikis. [online]. c2013, [cit. 2014-5-3].
<https://wikis.nyu.edu/display/greshamlab/Preparation+of+an+Exemplary+ RNAlater-
++RNA+Preservation+Medium>.

Oakman C., Pestrin M., Bessi S., Galardi F., Leo Di A. Significance of
Micrometastases: Circulating Tumor Cells and Disseminated Tumor Cells in Early
Breast Cancer. Cancers, 2010, 2, 1221-1235.

Oloomi M., Bouzari S., Mohagheghi M.-A., Khodayaran-Tehrani H. Molecular
Markers in Peripheral Blood of Iranian Women with Breast Cancer. Cancer
Microenvironment, 2013, 6, 109-116.

Osta W. A., Chen Y., Mikhitarian K., Mitas M., Salem M., Hannun Y. A., Cole D. J.,
Gillanders W. E. EpCAM Is Overexpressed in Breast Cancer and Is a Potential
Target for Breast Cancer Gene Therapy. Cancer Res, 2004, 64, 5818-5824.

Owen E., Henderson K. (eds.). PCR. 2nd Edition. Abingdon: Taylor & Francis Group,
2006. ISBN 0-203-00267-9.

Petrovicky P., Druga R., Seichert V. Anatomie s topografii a klinickymi aplikacemi Ill.:
svazek neuroanatomie, smyslova ustroji a kuze. 1. Vydani. Martin: Osveta, 2002.
ISBN 80-8063-048-8.

Petruzelka L., Konopasek B., Aschermannova A., Helmichova E., Janku F., Kleibl Z.,
Mali§ J., Mare$ P., Novotny J., Pfibylovda O., Spi¢ka |., Tesafova P. Klinické
onkologie. 1. vydani. Praha: Karolinum, 2003. ISBN 80-246-0395-0.

Reinholz M. M., Nibbe A., Jonart L. M., Kitzmann K., Suman V. J., Ingle J. N.,
Houghton R., Zehentner B., Roche P. C., Lingle W. L. Evaluation of a Panel of Tumor
Markers for Molecular Detection of Circulating Cancer Cells in Women with
Suspected Breast Cancer. Clin Cancer Res, 2005, 11, 3722-3732.

Riethdorf S., Pantel K. Clinical relevance and current challenges of research
ondisseminating tumor cells in cancer patiens. Breast Cancer Research, 2009, 11,
S10.

Schmitt W., Gruliow R. (eds.). Robbins and Cotran pathologic basis of disease. 8th
Edition. Philadelphia: Saunders/Elsevier, 2010. ISBN 978-1-4160-3121-5.

72



Sigma-Aldrich. [online]. c2014, [cit. 2014-5-3].

<http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r0901?lang=en&region=CZ>.

Silva A. L., Tomé M. J., Correia A. E., Passos-Coelho J. L. Human mammaglobin
RT-PCR assay for detection of occult breast cancer cells in hematopoietic products.
Annals of Oncology, 2002, 13, 422-429.

Solanki G., POLYMERASE CHAIN REACTION. International Journal of
Pharmacological Research, 2012, 2.

Strati A., Kasimir-Bauer S., Markou A., Parisi C., Lianidou E. S. Comparison of three
molecular assays for the detection and molecular characterization of circulating tumor

cells in breast cancer. Breast Cancer Research, 2013, 15, R20.

Systém pro vizualizaci onkologickych dat - Epidemiologie zhoubnych néadorii v Ceské
republice [online]. Ver. 7.0, [cit. 2014-2-1].
<http://www.svod.cz/report.php?diag=C50,D05>.

Simsa J., Astl J., Hes O., Hoch J., Jarolim L., Klein J., Krajsova |., KFizova H.,
Mrzena L., Neoral C., Rob L., Starek I., Strnad P., Wald M. Sentinelové uzlina:
lymfadenektomie u solidnich nadord. 1. Vydani. Praha: Maxdorf, 2010. ISBN 978-80-
7345-213-1.

Smarda J., Doskar J., Panttiéek R., Ruzi¢kova V., Koptikova J. Metody molekularni
biologie. 1. Vydani. Brno: Masarykova univerzita, 2005. ISBN 80-210-3841-1.

Thermo Fisher Scientific [online]. c2013, [cit. 2014-4-11].
<http://www.thermoscientificbio.com/pcr-enzymes-master-mixes-and-

reagents/thermo-start-tag-dna-polymerase/>.

Tormey D. C., Waalkes T. P., Snyder J. J., Simon R. M. BIOLOGICAL MARKERS
IN BREAST CARCINOMA: lll. Clinical Correlations with Carcinoembryonic Antigen.
Cancer, 1977, 39, 2397-2404.

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR [dokument ve formatu PDF]. ¢2010-
2013, [cit. 2014-1-28]. <http://www.uzis.cz/katalog/zdravotnicka-statistika/novotvary>.

73



Velden Van der VHJ., Hochhaus A., Cazzaniga G., Szczepanski T., Gabert J., van
Dongen JJM. Detection of minimal residual disease in hematologic malignancies by
real-time quantitative PCR: principles, approaches, and laboratory aspects.
Leukemia, 2003 17, 1013-1034.

Wang Z., Spaulding B., Sienko A., Liang Y., Li H., Nielsen G., Gong G. Y., Ro J. Y.,
Zhai Q. J. Mammaglobin, a Valuable Diagnostic Marker for Metastatic Breast
Carcinoma. Int J Clin Exp Pathol, 2009, 2, 384-389.

Watson W. A., Darrow Ch., Zimonjic D. B., Popescu N. C., Fleming T. P. Structure
and transcriptional regulation of the human mammaglobin gene, a breast cancer
associated member of the uteroglobin gene family localized to Chromosome 11q13.
Oncogene, 1998, 16, 817-824.

Winer-Jones J. P., Vahidi B., Arquilevich N., Fang C., Ferguson S., Harkins D., Hill
C., Klem E., Pagano P. C., Peasley Ch., Romero J., Shartle R., Vasko R. C.,
Strauss W. M., Dempsey P. W. Circulating Tumor Cells: Clinically Relevant Molecular
Access Based on a Novel CTC Flow Cell. PLoS ONE, 2014, 9, e86717.

Zehentner B. K., Dillon D. C., Jiang Y., Xu J., Bennington A., Molesh D. A., Zhang X.,
Reed S. G., Persing D. H., Houghton R. L. Application of a Multigene RT-PCR assay
for the detection of Mammaglobin and complementary transcribed genes in breast
cancer lymph nodes. Clin Chem, 2002, 48, 1225-1231.

Zehentner B. K., Persing D. H., Deme A., Toure P., Hawes S. E., Brooks L., Feng Q.,
Hayes D. C., Critichlow C. W., Houghton R. L., Kiviat N. B. Mammaglobin as a Novel
Breast Cancer Biomarker: Multigene Reverse Transcription-PCR Assay and
Sandwich ELISA. Clinical Chemistry, 2004, 50, 2069-2076.

Zhang W., Katerb A. P., Widhopf Il G. F., Chuang H.-Y., Enzlerd T., James D. F.,
Poustovoitova M., Tsenge P.-H., Janzf S., Hohg C., Herschmanh H., Karina M.,
Kippsc T. J. B-cell activating factor and v-Myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog (c-Myc) influence progression of chronic lymphocytic leukemia. PNAS,
2010, 107, 18956-18960.

74



Zimmermann W., Weber B., Ortlieb B., Rudert F., Schempp W., Fiebig H.-H., Shively
J. E., Kleist von S., Thompson J. A. Chromosomal Localization of the
Carcinoembryonic Antigen Gene Family and Differential Expression in Various
Tumors. CANCER RESEARCH, 1988, 48, 2550-2554.

75



5 Seznam pouzitych zkratek

AC - adriamycin a cyklofosfamid

AC-T — adriamycin, cytoxan a taxol/taxotere

AMV - virus ptaci myeloblastézy (Avian Myeloblastosis Virus)
BHQ1 — zhasec¢ (Black Hole Quencher 1)

BRCA 1 a 2 - gen karcinomu prsu (breast cancer gene)
CA-15-3 - nadorovy antigen 15-3 (Cancer Antigen 15-3)

CD4 - leukocytarni antigen (Cluster of Differentiation 45)
cDNA - komplementarni DNA (Complementary Deoxyribonucleic Acid)
CEA — karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)
CKs — cytokeratiny

CMF — cyklofosfamid, metotrexat a 5-fluorouracil

CT - pocitaCova chromatografie (Computed Tomography)
CTCs — cirkulujici nadorové buriky (circulating tumor cells)
DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

DCIS — intraduktalni karcinom in situ (Ductal Carcinoma In Situ)
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http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclophosphamide

DDE - dichlordifenyldichlorethen

DDT - dichlordifenyltrichlorethan

DEPC - diethyl pyrokarbonat

DNA - deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

dNTPs — deoxynukleotidtrifosfaty

dsDNA - dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina (Double Stranded

Deoxyribonucleic Acid)

DTCs - diseminované nadorove bunky (disseminated tumor cells)

DTPA - diethentriaminpentaacetat gadolinium

EC - epirubicin a cyklofosfamid

EGFR - receptor pro epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor receptor)

EMT - epitelialné-mezenchymalni tranzice (epithelial-mesenchymal transition)

EpCAM — povrchové adhezni molekula (epithelial cell adhesion molecule)

ER — estrogenovy receptor

FAC - 5-fluorouracil, adriamycin a cyklofosfamid

FAM - 6-carboxyfluorescein

FEC - 5-fluorouracil, epirubicin a cyklofosfamid
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FRET - pfenos energie fluorescenc¢ni resonanci (Fluorescence Resonance Energy

Transfer)

Fw primer - levy primer (Forward Primer)

GAPDH - glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza

Her2 - lidsky epidermalni faktor (human epidermal growth factor receptor)

HEX — hexachlorofluorescein

HPLC - vysokotlaka kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid

Chromatography)

LCIS — lobularni karcinom in situ (Lobular Carcinoma In Situ)

LUX - Light Upon Extension

M — matastaze

MAM — mammaglobin

MET — mezenchymalné-epitelidlni pfeména (mesenchymal-epithelial transition)

MGB - Minor groove-binding probes

M-MuLV - Moloneyho virus mysi leukemie (Moloney Murine Leukemia Virus)

MRD — Minimalni rezidualni choroba (Minimal Residual Disease)

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleic Acid)

MUC 1 — mucinl
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N — uzlina (node)

OPC - purifikagni oligonukleotidova kazeta (Oligonucleotide Purification Cartridge)

p53 — gen pro nadorovy protein 53

PCBs - polychlorované bifenyly

PCR - polymerase chain reaction

PR — progesteronovy receptor

PTEN - fosfatazovy a tenzinovy homolog (phosphatase and tensin homolog)

gPCR - kvantitativni, v realném Case PCR (qPCR, real-time PCR)

Rev primer - pravy primer (Reverse primer)

RFS — preZiti bez relapsu (relapse-free survival)

RNA - ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

RTG - rentgenové zareni

RT-PCR - reverzné transkriptazova PCR (reverse transcription PCR)

T — tumor

TAMRA - 5-karboxytetrametylrodamin

Taq — Thermus aquaticus
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