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1 UVOoD

Kolorektalni karcinom (CRC) je jednim z nejcastéji se vyskytujicich karcinomu
po celém svété. VyznaCuje se vysokou mortalitou, ktera je dusledkem diagnozy
onemocnéni az v pokrocilych stadiich (Sung ef al., 2021). Tekuta biopsie je v posledni
dobé rychle se rozvijejici metoda, pomoci niz je mozné sledovat a detekovat molekularni
zmeény a heterogenitu nadoru prostiednictvim nukleovych kyselin uvolnénych burikami
nadoru do cirkulace. Molekuly cirkulujici nddorové DNA (ctDNA, z angl. circulating
tumor DNA) jsou pouhym zlomkem vSech volnych cirkulujicich DNA molekul (cfDNA,
z angl. cell-free DNA) pfitomnych v obéhovém systému (Thierry ez al., 2016).

CtDNA muze slouzit jako spolehlivy biomarker u pacienti s CRC, a jevi se tak
jako vhodny nastroj pfi diagnoze, terapii a prognoéze onemocnéni. Data publikovana
fadou experimentalnich praci poukazuji na souvislost mezi pozitivné detekovanou ctDNA
s hodnotami celkového preziti pacientl a preziti bez recidivy nadorového onemocnéni
(Basnet er al.,2016). Brzka diagn6za CRC je kritickym faktorem, vedouci ke zvySeni
Sance na preziti pacienta. Vyuziti ctDNA by mohlo pfinést fadu zlepSeni a zefektivnéni

at’ uz 1écby samotné, nebo detekce CRC a fady dalSich nadorovych onemocnéni.



2 CILE PRACE

Vypracovat literarni re§er$i na téma:

Kolorektalni karcinom. Charakterizace, diagndza, prognoza.

Moznosti pokrocilé diagnostiky tekuté biopsie a jeji vyuziti v experimentalni a klinické

medicing, zejména u kolorektalniho karcinomu.
Cirkulujici nadorova DNA a nebunécné komponenty.

Ziskat teoretické a praktické znalosti:

Pokrocilych molekularné-genomickych metod.
Prace s patfi¢nymi databazemi a softwarem.

Experimentalni cile:

Pomoci genomickych metod (NGS, ddPCR aj.) analyzovat a charakterizovat cirkulujici
nadorovou DNA u bunécnych nadorovych linii kolorektalniho karcinomu a u pacientd

s kolorektalnim karcinomem.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kolorektalni karcinom

CRC v dnesni dobé patii mezi nadorova onemocnéni s nejveétsim vyskytem po
celém svéte. V celosvétovém zebfiCku Cetnosti vyskytu rakoviny obsazuje tieti misto
(v roce 2020 Cinil 10 % z celkového poctu novych piipadii), zatimco v celkové umrtnosti
se nachazi na druhém misté, kdy v roce 2020 ¢inil 9,4 % vSech rakovinou podminénych
umrti, coz je v pfepoctu zhruba 935 000 umrti. Celkové€ lze fici, ze incidence roste se
zvySujici se vyspélosti zemé, coz je patrné zpusobeno zmeénou zivotniho stylu

a CastejSimu vystaveni se rizikovym faktoram (Sung ez al., 2021).

Ke vzniku CRC muze dojit bud’ sporadicky (vétsina), nebo se mize rozvinout na
zakladé genetické predispozice. Mezi dédicné formy onemocnéni patii Familiarni
adenomatozni polypéza (FAP) a Lynchiv syndrom. Rozvoj FAP je zapfiCinén
autozomalné dominantni mutaci 4PC genu (z angl. adenomatous polyposis coli), zatimco
Lynchtv syndrom je autozomalné dominantni onemocnéni, zpusobené mutaci genu
MMR (z angl. mismatch repair) zodpovédnych za opravu chyb v parovani bazi DNA
(Dekker et al., 2019). Puvod vétSiny nadorovych bunék CRC je predpokladan
v kmenovych  builkdch ¢ butikach  podobnych ~ kmenovym  burikam
(Nassar a Blanpain, 2016). Tyto kmenové buriky jsou vysledkem akumulace genetickych
a epigenetickych zmén, které ovliviiuyji onkogeny, tumor supresory apod.

(Nassar a Blanpain, 2016).

Rizikovych faktort je cela fada a kazdy z nich muze prispét k rozvoji onemocnéni
jinou mérou. Jednoduse lze tyto faktory rozdélit na ovlivnitelné (zeyména zivotni styl)
a neovlivnitelné, kam spadaji vnitini faktory, dédicné faktory a veék. Nejdulezit&jsim
rizikovym faktorem je veék, kdy po 50. roce dochazi k prudkému zvySeni
pravdépodobnosti rozvoje CRC. Existuji i1 pfipady, a v posledni dobé¢ jejich pocet roste,
vyskytu CRC u osob mlad§ich 50 let (Sung et al., 2021). Mezi rizikové faktory, jez jdou
ruku v ruce se zivotnim stylem, spadaji koufeni, obezita, nadmérné pozivani alkoholu
a Cerveného masa ¢i nedostatek pohybu. VSechny tyto faktory se podepisuji jak na
celkovém stavu mikrobiomu, tak 1 na metabolismu kmenovych bunék stfev

(Sedlak et al., 2023). Co se tyCe rizikovych faktord na Grovni gend, bavime se zejména



o pfitomnosti somatickych mutaci fady onkogent ¢i tumor supresorovych gend

(Fearon a Vogelstein, 1990).

3.1.1 Charakterizace CRC
3.1.1.1 Obecna charakteristika

Zakladnim principem, jak l1ze rozdélit CRC, je dle lokalizace tohoto onemocnéni
v ramci organismu. V zavislosti na lokalizaci se totiz lisi klinické vysledky terapie,
odpovéd’ 1éCiva pouzitého pro 1écbu a zejména i exprese genu z divodu ontogenetickych
rozdild. Z tohohle hlediska mize byt CRC bud’ proximalnim sporadickym nadorem, nebo
nadorem distalnim (Obr. 1; Dekker ez al., 2019). Proximalni sporadické nadory tlustého
stfeva mivaji horsi prognozu preziti ve srovnani s distalnim CRC a také vyssi vyskytu zen

a Afroamericant (Hansen a Jess, 2012; Dienstmann ef al., 2017a; Augustus a Ellis, 2018).

Proximalni “«—> Distalni

S colon transversum
Tuzen

1 u Afroamericant
T mukdzni tumory
1 sesilni seretarni tumory

T umuzd

Horsi celkova progndza Lepsi celkova progndza

1 Ml 1CIN
1 CIMP 1 7p53
1 BRAF 1 APC
(T KRAS)

rektum

Obr. 1: Schéma tlust¢ho stieva a rozdily mezi proximalni a distalni ¢asti u kolorektalniho
karcinomu. APC, Tp53 - tumor supresorové geny; BRAF, KRAS - protoonkogeny;
CIMP - fenotyp methylovanych CpG ostrovi; CIN - chromosomova instabilita;
MSI - Mikrosatelitova instabilita. Upraveno dle Dekker et al., 2019.

Dale zde jsou rozdily na molekularni rovni. Z genomického pohledu je CRC
pomérné heterogenni. Heterogenita nadoru je v tomto piipadé dusledek akumulace
mutaci geni a chromosomovych aberaci, ke kterym dochazi v pocatcich a v prabéhu
onemocnéni. Nestabilitu genomu u CRC Ize rozdélit na dvé formy, a to na
chromosomovou instabilitu (z angl. chromosomal instability, CIN) a na mikrosatelitovou
instabilitu (MSI [Lengauer ef al., 1998]). Distalni CRC byva bohaty na CIN, zatimco
proximalni sporadické nadory tlustého stieva byvaji bohaté na MSI, jez je dasledkem

deficience MMR genti. Proximalni CRC jsou bohaté i na hypermethylaci promotora



tumor supresorovych genti v ramci celého genomu, bézné oznaCované jako fenotyp
methylovanych CpG ostrovi (CIMP) (Dekker ez al., 2019). Mimo to ma proximalni CRC
Castéji mutovany protoonkogen B-Raf a protoonkogen K-RAS (Kadowaki et al., 2015).
BRAF koéduje serin/threonin protein kindzu, kterd je downstream efektorem KRAS,

zatimco KRAS kéduje GTP/GDP vazebny protein (Kadowaki ez al., 2015).

VétsSina bunék CRC ma piavod ve stfevnich kmenovych burikach, konkrétne
v LGR5 pozitivnich burnikach (Barker er al., 2009). Tyto burniky obsahuji
transmembranovy receptor pro R-spondin, jenz zesiluje Wnt signalizaci neutralizaci
transmembranové E3 ligazy, ktera odstrariuje Wnt receptory (de Lau ef al., 2014). LGRS
pozitivni butiky produkuji pfechodné délici se buiky (transit-amplifying cells)
s omezenym mnozstvim déleni. Prestoze maji LGRS pozitivni butiky nejvétsi potencial
se transformovat v CRC buiky, mohou 1 jiz diferenciované nebo prechodné délici se
bunky pfispivat k tvorbé CRC béhem specifickych podminek (zanét, obezita, zmény
v mikroprostiedi tumoru [Barker ef al., 2009; Schwitalla et al., 2013]). Pivod nemuseji
mit bunky CRC jen v kmenovych bunkéach stiev. Buitky CRC mohou vznikat
rovnéz z nadorovych kmenovych bunék (Li er al, 2021). Tento koncept vychazi
z neustalé sebeobnovy kmenovych bunék, vedouci ke vzniku aakumulaci mutaci

onkogent (Zeki et al., 2011).

Z divodu pomérné vysoké hetoregenity byl CRC rozdélen na zakladé genové
exprese do Ctyf konsensualnich molekularnich subtypt (CMS1-4, z angl. consensus
molecular subtypes). Mezi jednotlivymi subtypy jsou podstatné rozdily v expresi gent.
CMS1 (MSI Immune), pro né€jz je charakteristicka hypermutovana nadorova DNA, MSI
a mutace BRAFL, je asociovan s aktivaci JAK-STAT signalni drahy. CMS1 ma zéaroven
hor$i prognoézu preziti. CMS2 (kanonicky) je charakterizovan silnou aktivaci Wnt
signalizace zejména v epitelialnich buiikdch. CMS3 (metabolicky) vykazuje epitelialni
vlastnosti, silnou dysregulaci metabolismu a mutaci v genu KRAS. Poslednim subtypem
je  CMS4 (mezenchymalni), ktery charakterizuje aktivace drah spojenych
s epitelo-mezenchymalni tranzici, silna aktivace receptoru transformujiciho riistového
faktoru B (TGF-B) a zvySena exprese proteini podilejicich se na remodelovani
extracelularni matrix. CMS4 mé nejhorsi celkovou prognozu preziti v porovnani
s ostatnimi subtypy. Subtypy CMS2-CMS4 zaroveni vykazovaly daleko vétsi miru CIN
(Guinney et al., 2015, Dienstmann ef al., 2017b; lonescu et al., 2023).



3.1.1.2 Nestabilita genomu

Dulezitou vlastnosti CRC je nestabilita genomu tvofena dvéma, piipadné tfemi
zakladnimi slozkami, a to CIN, MSI a dysfunkci telomer. CIN je charakterizovana
strukturalnimi a pocetnimi zménami chromosomu (napi. zmény v poctu kopii, delece,
inserce, amplifikace). K témto zménam a aberacim dochazi zejména béhem segregace
chromosomti, narusenou senescenci ¢i dysfunkei drah spojenych s odpovédi na poskozeni
DNA (DDR, z angl. DNA damage response; Nguyen et al., 2020). Ke vzniku CIN muze
dochazet v disledku mutace tumor supresorového genu 7p53 nebo dusledkem dysfunkce
telomer zejména v brzkych stadiich CRC (Rudolph ef al., 2001; Nguyen et al., 2020).
Zhruba 80 % tumort s CIN ma mutaci inaktivovany APC, negativni regulator
Wnt/B-kateninové signalizace, ktera je jednou z hlavnich proproliferacnich signalnich
drah u CRC. Diky inaktivaci APC dochazi u vétsiny tumort s CIN pravé k signalizaci
pres Wnt/p-katenin signalni drahu (Nguyen ez al., 2020).

DNA mikrosatelity jsou opakujici se tandemové sekvence obsahujici
jednonukleotidové, pfipadné vicenukleotidové repetice, v nichz dochazi k akumulaci
mutaci v disledku nizké vazebnosti DNA polymerazy na opakujici se sekvence genomu.
Mutaci MMR gent (napi. MLH1, MSH2, MSH6) nebo EpCAM genu kodujiciho regulator
MSH?2 dochazi k nestabilité v mikrosatelitovych oblastech vedouci k MSI. Hlavnim
promotorem vzniku CRC je v tomto pfipadé hypermutagenita (Nguyen ef al., 2020).
Nejbéznéjsim mechanismem vzniku MSI je pravé hypermethylace promotoru MLHI
vedouci k jeho epigenetickému umlceni (Cunningham ez al., 1998). Soucasti mutaci
v MSI je 1 mutace genu 7GFBR2, ktery kdduje protein zabratiujici proliferaci stievnich
epitelialnich bunék. Tento gen je mutovany v90 % CRC spojenych sMSI
(Parsons et al., 1995).

Posledni diskutovany proces pfispivajici nejen k nestabilité genomu je dysfunkce
telomer. Mimo jiz zminény podil na vzniku CIN pfispiva dysfunkce telomer ke vzniku
CRC na vice urovnich. Podporuje vznik stfevnich zanétt, vcetné nespecifickych (IBD).
K tomuto dochazi fosforylaci YAPI transkripéniho faktoru prostfednictvim aktivace
ATM/cABL, ktery up-reguluje prointerleukin-18 (pro-IL-18). Cinnosti stfevniho
mikrobiomu dochézi k pteméné pro-IL-18 na IL-18, coz ve finale vede k tvorbé stievnich

zanétt (Chakravarti et al., 2020). Vysledkem je zvySena hladina intracelularnich



reaktivnich kyslikovych radikala (ROS), jez poskozuji telomery. Toto muze vést az
k nestabilité genomu a vzniku nadort (Jurk ef al., 2014). Dalsi moznosti, jak mize
dysfunkce telomer vést ktvorbé CRC, je prostrednictvim zvySené tvorby ROS
a reaktivnich dusikatych radikald (RNS) v mitochondriich. Ke zvySeni tvorby ROS
a RNS dochazi dysfunkci telomer aktivovanym p53, ktery potlacuje hlavni regulatory
anti-oxidativni obrany PGC1-a a PGC1-B (Valko et al., 2007). Takto vzniklé ROS/RNS
oxidativné poskozuji proteiny, DNA a lipidy. Oxidace lipidi mize narusovat permeabilitu
membran, vedouci k defektim v signalizaci a k zanétam (Cejas ef al., 2004). Oxidativni
poskozeni proteini muize vést k nespravné funkci, nebo az k vytazeni z provozu fady
polymeraz a enzymu podilejicich se na opravé DNA (Shringarpure a Davies, 2002).
Akumulace poskozenych proteinii mize ve finale vést k fadé onemocnéni, vcetné CRC
(Marnett, 2000). Oxidace nukleotidi v DNA je mutagenni proces probihajici v fadé
nadort, véetné CRC (Bjelland a Seeberg, 2003).

Celkove tedy mizeme fici, ze nestabilita genomu, k niz dochazi prostfednictvim
CIN, MSI a dysfunkce telomer, pfispiva k heterogenité nadoru. Mimo to dysfunkce

telomer dokaze fadou procest napomahat karcinogenezi a progresi CRC.

3.1.1.3 Vyvojové drahy CRC

CRC se muze vyvijet na zakladé tii drah (Obr. 2). Prvni moznosti je klasicka draha
cestou adenokarcinomu, kterou se vyviji 70 — 90 % vSech CRC. Tyto CRC jsou bohaté
na CIN. Draha za¢ina vyvojem aberantni krypty v benigni adenomatozni polyp, jenz se
v prubéhu ¢asu vyvine az ve sporadicky CRC (Dekker ef al., 2019). Touto drahou se
vyviji 1 FAP. Na urovni genomu byla draha cestou adenokarcinomu znazornéna tzv.
Vogelsteinovym modelem (Faeron a Vogelstein, 1990), ktery byl ovS§em pozd¢ji upraven
tak, aby sled udalosti byl posloupny (Li ef al., 2021). Cela draha je iniciovana mutaci
Ludrzovan™ mutaci/deleci 7P53 (Janssen et al., 2000). Aktivace KRAS je nasledné

ptitomna ve fazi metastaz (Boutin et al., 2017).
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Obr. 2: Vyvojové drahy kolorektalniho karcinomu (CRC). Vétsina CRC se vyviji drahou pies
adenokarcinom (A). Postup touto drahou je charakterizovan akumulaci mutaci APC, TP53
a KRAS, vedouci k mikrosatelitn¢ stabilnim CRC. Drahou pfes adenokarcinom se ubira
1 hereditarni onemocnéni familiarni adenomatézni polypoza (FAP). Draha seratni 1éze je Casto,
ale ne vzdy, zahajena mutacemi BRAF nebo KRAS, na které navazuje methylace tumor supresoru
(fenotyp methylovanych CpG ostrovii [CIMP]) (B). Tato draha muze vést k mikrosatelitng
stabilnim/instabilnim CRC. Draha pfes mikrosatelitovou instabilitu je zptisobena mutaci v MMR
genech odpovédnych za opravu v parovani bazi DNA a vede k mikrosatelitng instabilnim CRC
(C). Upraveno dle Dekker ez al., 2019.

Druhou moznosti je draha cestou seratni 1éze (Obr. 2). Tato draha predstavuje
zhruba 10 — 20 % vSech CRC a muze probihat dvéma zpusoby, piicemz kazdy z nich ma
jiny vysledek. Prvnim zptsobem je tzv. tradi¢n€ seratni draha, kdy hyperplasticky polyp
bohaty na poharkové buiiky ptechézi do tradi¢niho vroubkovaného adenomu a nésledné
do mikrosatelitné stabilniho CRC (Snover, 2011). Druhym zptisobem je sesilni seratni
draha, vedouci pres mikrovezikularni hyperplasticky polyp prechazejici v sesilné seratni

adenom az k mikrosatelitné instabilnimu/stabilnimu CRC (Rashtak et al., 2017). Draha



cestou seratni 1éze souvisi s mutacemi KRAS a BRAF a s epigenetickou nestabilitou, jez

je charakterizovana CIMP (Obr. 2).

Posledni moznosti je draha MSI, ktera je dusledkem defektnich oprav DNA
zapticinénych zarodeCnymi mutacemi v MMR genech (Obr. 2), jez jsou také asociovany
sjiz zminénym Lynchovym syndromem. Dusledkem MSI drahy je mikrosatelitné

instabilni CRC (Dekker ez al., 2019).

3.1.2 Proliferacni signalni drahy u CRC

Aby mohlo dojit k proliferaci CRC bunék, je tieba, aby se aktivovaly transduk¢ni
signalni drahy prostfednictvim somatickych mutaci, ¢imz u téchto bunék dojde
k nastartovani pro-proliferacniho stavu. U CRC zname dvé hlavni proliferacni signalni
drahy, a to drahu receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR) a Wnt-3-katenin
drahu (Li et al., 2021).

3.1.2.1 EGFR signalni draha

Aktivace EGFR spousti downstream signalni kaskady RAS/RAF/MEK/ERK,
anebo PI3K/AKT (Obr. 3). Prenos signalu je zahajen vazbou epidermalniho ristového
faktoru (EGF) na extracelularni doménu EGFR. Vazba EGF na oba monomery EGFR
vede ktvorbé dimeru a transfosforylaci C-termindlni domény receptoru. Nasledné
dochazi k aktivaci nékteré ze signalnich kaskad. V pfipadé RAS/RAF/MEK/ERK
kaskady je katalyzovana pfeména GDP, vazaného na RAS, na GTP. Nasleduje pienos
signalu az k ERK. Aktivovany ERK translokuje do jadra, kde mize aktivovat fadu
transkripénich faktord, které indukuji geny rané odpoveédi (napt. geny Myc; Wee a Wang,
2017). Produkty téchto gent indukuji geny pozdni odpovédi, jejichz produkty ovliviuji
fadu procesu spojenych s proliferaci, nebo bunécnym cyklem (Li ez al., 2021). U PI3K
dochazi k ptfenosu signalu jinak. Nejprve dochazi k aktivaci fosfastidylinositol-3 kinazy
(PI3K). Ta fosforyluje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
(PIPs;. Wee a Wang, 2017). V tomto bodé byva za béznych podminek PIP3 vyvazovan
produktem genu PTEN, ktery funguje jako antagonista PI3K, ovSem v rakovinnych
burikach byva Casto inaktivovan (Salmena ez al., 2008). PIP3 funguje jako sekundarni
posel lokalizovany na plazmatické membrané, na néjz se vaze serin/threoninova kinaza
AKT. Aktivovana AK T inhibuje TSC2, coz je inhibitor dalsi serin/threonin kindzy mTOR .

Aktivovana mTOR muze fosforylovat bud kinazu S6K, nebo protein vazajici

.....



na translaci a bunécny rust (Dibble a Cantley, 2015). Takto muze byt nastartovana
zvySena produkce napt. cyklinu D1, ktery v komplexu s cyklin dependentnimi kindzami

4/6 vede k bunécné proliferaci.
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Obr. 3: Proliferacni signalni drahy u kolorektalniho karcinomu. 4E-BP — eukaryoticky iniciacni
faktor 4E vazebny protein; AKT, mTOR - serin/threonin kinazy; APC/Axin/CKIo/GSK-3[3
— destrukéni komplex; CAF — fibroblast asociovany s rakovinou; EGF — epidermalni ristovy
faktor; EGFR - receptor EGF; HER2 — humanni epidermalni receptor 2; HGF - rastovy faktor
hepatocyti; H3K9me — methylace lysinu histonu H3; JMJD2D - demethylaza histon;
MET - receptor mezenchymalné-epitelialni tranzice; MYC, TCF/LEF — transkripéni faktory;
PI3K - fosfatidylinositol-3-kinaza;, PRMT1 - protein arginin N-methyltransferaza 1;
PTEN - fosfataza a homolog tenzinu; RAS/RAF/MEK/ERK - mitogenem aktivované protein
kinazy; S6K1 - ribozomalni protein S6 kindza. Upraveno dle Li ez al., 2021.

U vétsiny CRC je exprese EGFR zvySena (cca 80 % vSech CRC;
Spano et al., 2005) a u vétSiny komponent podilejicich se na prenosu signalu dochazi
k mutacim (Barber et al., 2004). Zejména mutace zpisobujici neptetrzitou aktivaci RAS,

RAF, MEK nebo ERK mohou udrzovat proliferaci a pteziti nddorovych bunék béhem
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inhibice EGFR. Mutace v genech KRAS, NRAS nebo HRAS jsou pritomné v cca 50 %
CRC (Vaughn et al.,2011). K mutacim BRAF dochazi asi v 10 % az 15 % CRC v brzkych
stadiich a v 5 % CRC v pozdnich stadiich (Vaugh ez al., 2011). V ptipad€ druhé signalni
kaskady casto dochazi k epigenetickému umlceni P7EN, k aktivacnim mutacim PI3K,
nebo k amplifikaci AKT (Cantley 2002; Zhang et al., 2011; Yager et al., 2018).
Ke zvySené aktivaci EGFR dochéazi methylaci extracelularni domény prostfednictvim
protein arginin N-methyltransferazy 1 (PRMT1), jez zvySuje afinitu receptoru k EGF
(Liao et al., 2015). EGFR mize byt v pfipadé¢ inhibice zastoupen dal§imi receptory, jako
jsou receptor mezenchymalné-epitelialni tranzice (MET) nebo humanni epidermalni
receptor 2 (HER2; Obr. 3). Ligand MET muze zcela nahradit funkci EGF v tvorbé

adenomu (Joosten ef al., 2017).

3.1.2.2 Wnt signalni draha

Druhou moznou signalni dradhou, zprostfedkovavajici proliferaci u CRC, je Wnt
signalni draha. Jedna se o komplexni signalni drahu obecné rozdélenou na tfi pod drahy,
a to kanonickou a dvé nekanonické. Kanonicka, nejlépe prozkoumand, vyzaduje vazbu
Whnt ligandu na tzv. Frizzled receptor a na lipoproteinovy koreceptor LRP5/6. Zasadni
slozkou kanonické drahy je protein B-katenin. Cytoplazmatickéd koncentrace -kateninu
je kontrolovana tzv. destrukénim komplexem, slozenym z naddorového supresoru APC,
skafoldového proteinu Axinu, GSK-3p kinazy a CKla kindzy. Kinazy v komplexu
fosforyluji B-katenin, ktery je rozeznan a polyubikvitinovan komplexem ligaz a ve finale
degradovan v proteazomu. Po vazbé ligandu na frizzled receptor dochazi k fosforylaci
tzv. dishevelled proteinu. Aktivovany dishevelled protein inaktivuje destrukéni komplex
tim, ze z n¢j vyvaze Axin, a ve finale tak zamezuje degradaci B-kateninu pfitomného
v cytoplazmé. Ten nasledné muze translokovat do jadra, kde se vaze na transkripéni
faktory TCF/LEF (Duchartre et al., 2016). Komplex transkripcnich faktora s B-kateninem
aktivuje transkripci fady genl spojenych s proliferaci (napt. gen 7FERT;
Hoftmeyer et al., 2012).

Mutace a genetické zmény ovliviiuji Wnt signalizaci na nékolika urovnich.
Samotna Wnt signalni draha muze byt epigeneticky aktivovana DNA hypermethylaci
(Tao et al., 2019). Znamé jsou mutace ovlivilyjici jednotlivé intracelularni slozky
transdukce signalu, jako jsou APC a B-katenin. Mutace vedouci k inaktivaci APC jsou
jednou z nejcCastéji se vyskytujicich mutaci v CRC (80 %; Cancer Genom Atlas Network,
2012). Dalsi moznosti je mutace v genu C7NNBI koduyjici B-katenin. Transaktivacni
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potencial PB-kateninu muze byt zvySen napi. fosforylaci tyrozinovymi kinazami

(van Veelen et al., 2011) nebo interakci s demethylazou JIMJD2D (Peng et al., 2019).

3.2 CtDNA

Cirkuluyjici nadorovda DNA (ctDNA) jsou kratké molekuly DNA (o velikosti
150 az 200 bp), uvolilované burikami nadoru do krevniho fecisté. Analyza ctDNA miize
poskytnout dulezité informace o genetickych mutacich pfitomnych v tumoru a lze ji
vyuzit zejména jako biomarkery nadorovych onemocnéni, jez nam mohou pomoci s lepsi
diagnostikou, s rozhodovanim o vhodnosti provadéné terapie ¢i s monitorovanim nemoci
(Pessoa et al., 2020). CtDNA je pouhou ¢asti celkové volné cirkulujici DNA (cfDNA).
Molekuly cfDNA cirkuluji v téle jak zdravych, tak nemocnych lidi (Thierry et al., 2016),
pficemz zasadnim rozdilem mezi zdravymi lidmi a pacienty srakovinou je celkova
hladina cfDNA v krvi, ktera je vyssi u onkologickych pacienti (Angeles ef al., 2021).
K tomuto dochazi pravdépodobné diky zvySené hladin€é bunétné smrti, pfitomnosti
nadorti nebo chronickym zanétim, coz vede k nedostatecné ucinnosti DNA Cisticich

procest (Kustanovich et al., 2019).

Nadorové buriky nejsou jedinym zdrojem ctDNA. Jednim ze zdroji mohou byt
i cirkulujici nadorové bunky (circulating tumor cells, CTC), jez mohou tyto molekuly
uvolniovat (Schwarzenbach er al., 2011). Pravdépodobnym mechanismem uvolnéni
ctDNA je v nejvice piipadech poskozeni samotné CTC (Chistiakov a Chekhonin, 2018).
Dutvod je jednoduchy. CTC uvolnéna do krevniho obéhu je vystavena fadé faktord, jako
jsou napfiklad kolize s krevnimi burikami, hemodynamické sily ¢i tvorba komplext
s ostatnimi butikami (leukocyty/trombocyty). Na druhou stranu, vzhledem k tomu, ze se
ctDNA vyskytuje i u vzorka, kde nebyly detekovany CTC a ne naopak (Papadopoulos,
2020), a ze vyskyt CTC je spise vzacngjsi (Gold et al., 2015), miizeme CTC zaradit do
klinicky nerelevantnich zdroju ctDNA (Stejskal ez al., 2023).

Nadorové bunky uvoliuji krom ctDNA i cirkulujici nddorovou RNA (ctRNA).
CtRNA poskytuje jedinecné informace, které nelze ziskat z ctDNA. Na rozdil od ctDNA,
jez v zasadé nese genetické znaky tvorby nadord, ctRNA muze slouzit jako klic
k objasnéni dynamickych procest probihajicich v nadorech na bunécné a mezibunécné

urovni (Thierry ef al., 2016, Sadik et al., 2018).
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Diky tomu, Ze genetickd informace nesena ctDNA je totozna s genetickou
informaci v buiikach nadoru a cirkuluje v periferni krvi, jedna se o vhodny a uzite¢ny

nastroj k diagnostice fady nadorovych onemocnéni, véetné CRC.

Mimo ctDNA a ctRNA je v krvi pfitomna i tzv. cirkulujici bakterialni DNA,
uvolfiovana stfevnim mikrobiomem. Mikrobiom a jeho funkce v karcinogenezi jsou
pfedmétem zajmu, zejména v kontextu CRC. Role mikrobiomu spociva predevsim
v podnécovani stfevnich zanétd (napf. IBD) a v modulaci fady signalnich drah
(Maisonneuve ef al., 2018; Wong a Yu, 2019). Mikrobiom by mohl napftiklad stimulovat
sttevni kmenové burniky kjejich pfeméné na buiiky CRC (Reikvam er al., 2011).
Cirkulujici bakterialni DNA tak predstavuje dal§i mozny biomarker zejména u pacientd

s CRC (Xiao et al., 2021).

3.2.1 Biologie ctDNA

CtDNA se muze vyskytovat v krevni plasmé ¢i v séru, a to v jednoretézcové
1 dvouretézcové forme (Cheng et al., 2016). Mnozstvi téchto molekul v krevnim ob&hu
zavisi na mnoha faktorech, a to zejména na typu nadoru (Zill ef al., 2018), na fazi
onemocnéni, ve které se pacient nachazi (Neumann ez al., 2018), na vaskularizaci nadoru
(Jahr et al., 2001) ¢i na odpoveédi na 1écbu (Diehl er al,, 2008). Dal§imi faktory
ovliviiyjicimi  hladiny ctDNA jsou rychlost ristu nadoru (indolentni vs. rychle
postupujici) a samotna mira uvoliiovani ctDNA nadorem (Siravengna et al., 2019).
Velikost frakce ctDNA z celkového mnozstvi cfDNA v krevnim obé&hu je dynamicka,
s rozsahem od 0,003 az po 95 % (Thierry ef al., 2016). U pacientli v ranych stadiich
onemocnéni muze ctDNA tvorit 1 % veskeré cfDNA. V pripad€ pokrocilych stadii mize
tato hodnota dosahnout az 40 % (Neumann et al., 2018). Mnozstvi frakce ctDNA se
u jednotlivych typu nadort také ruzni. Obecné plati, ze u nékterych nadort
s charakteristickymi vlastnostmi (vysokd mira nekrozy) dochéazi k uvoliiovani vétsiho
mnozstvi ctDNA (Papadopoulos, 2020). Piikladem jsou zvySené hladiny ctDNA
u triple-negativniho ~ karcinomu  prsu  ve srovnani s jinymi subtypy
(Magbanua ef al., 2021). Tyto poznatky mohou pomoci lepSimu poznani nadord,

a to zejména jejich heterogenity a evoluce.

Dulezitou roli v celkovém mnozstvi ctDNA hraje polocas rozpadu, resp.
odstranéni ctDNA. Polocas rozpadu je ovlivnén fadou faktord, a to zejména pristupnosti

ctDNA pro nukleazy. Molekuly ctDNA véazané na proteiny, nebo nachazejici se uvnitt

13



extracelularnich vezikul, jsou hife pfistupné, a tudiz maji delsi polocas rozpadu. Polocas
rozpadu ctDNA je od fadové nékolika minut az po dvé hodiny. Piikladem muze byt
polocas rozpadu ctDNA po chirurgickém odstranéni nadoru v preklinickém modelu
kralikd s nadorem hlavy a krku. Polocas rozpadu ctDNA byl v tomto piipade 23—52 minut
(Muhanna et al., 2017), zatimco série analyz ctDNA u pacientl s kolorektalnim
karcinomem (CRC) prokézala polocas rozpadu 114 minut (Diehl ez al., 2008). Polocas
rozpadu siln€ zavisi na procesu ctDNA clearance. Ten je primarné zajistén Kupfferovymi
bunkami jater, ledvinami a makrofagy sleziny a lymfatickych uzlin. V souvislosti se
zminénymi organy by lymfaticka drenaz mohla byt hlavnim zprostiedkovatelem ctDNA
clearance v mikroprostiedi nadoru. Mimo zminéné organy hraji dalezitou roli v tomto
procesu také imunitni buiky a DNA nukledzy pfitomné v krevnim ob&hu

(Leung et al., 2016).

Jelikoz je ctDNA jen pouhou soucasti veskeré cfDNA pfitomné v krevnim obéhu,
muze se zdat, ze odliSeni ctDNA od zbytku cfDNA je obtiznéjsi, nez se jevi. Zasadnim
rozdilem jsou velikost a fragmentace. Jak Thierry et al. (2010) zjistili, ctDNA byla
v plasmé pacienti s metastazujicim CRC vice fragmentovana, pfiCemz fragmenty
dosahovaly kratSich délek (<100 bp). Tento vysledek byl potvrzen i pozdéji, kdy se

F VO%E 4 pacientll s melanomem vyskytoval Castéji

fragment mutantni alelely BRA
v kratSich délkach (132-145 bp) oproti bézné formé (wild-type) tohoto genu (165 bp;

Underhill ez al., 2016). Rozdil v délce tedy neni jen zalezitosti jednoho typu nadoru.

Na rozdilné velikosti fragmentii se muze podilet i pivod ctDNA. Naprtiklad
fragmenty ctDNA uvolnéné béhem nekrozy mohou dosahovat délek az nékolik kbp
(Jahr et al., 2001). Jedna se ovSem o znak typicky pro nekrézu, jelikoz samotny proces
nekrozy je rychlejsi a méné organizovany ve srovnani s apoptozou, a muze tedy dojit
v piipadé, kdy je prehlcena fagocytarni kapacita, k uvolnéni fragmentd veétSich délek
(Galluzzi et al., 2014). Pfitomnost takto dlouhych fragmenti mulze pomoci
s diagnostikou nadort s vysokou mirou nekrozy. Zajimavosti ovSem je, ze takto dlouhé
fragmenty, puvodem znekrozy, mohou byt dale degradovany DNA nukleazami
pfitomnymi v krevnim ob&éhu na mensi fragmenty (Stephan ef al., 2014), takze je moznost
vyuziti detekce takto dlouhych fragmenti predmétem diskuze. Oproti tomu béhem
apoptézy vznikaji fragmenty ctDNA o délce 167 bp, coz odpovida délce jedné

nukleozomové jednotky.
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V organismu pacienti 1éCenych srakovinou zname tfi typy zdroji cfDNA
(Obr. 4). Prvnim jsou zdravé buiiky, uvoliiyjici cfDNA béznymi mechanismy. Dalsi dva
zdroje, typické prave pro pacienty s nadory, jsou nadorové buriky a buiiky mikroprostredi
nadoru uvolfiujici ctDNA. Jelikoz se nador sklada jak z malignich bunék, tak 1 z bunék
mikroprostfedi (endotelové buiky, fibroblasty, stromalni buriky, lymfocyty a dalsi
imunitni buriky), mohou byt oba tyto typy povazovany za zdroje ctDNA. Kazdy z téchto
kompartmenti muze byt vystaven riznym procesum, které generuji uvoliiovani riaznych

forem DNA do ob&hového systému (Mouliere a Thierry, 2012).

Zdravé bunky

Primarni nador:
Proces: Apoptoéza, Nekréza, Aktivni uvolfiovani, Fagocytéza atd.

Krevni obéh:

Zdroje cfDNA:

Obr. 4: Zdroje mimo-bunééné DNA a cirkulujici nadorové DNA u pacientt s rakovinou. cfDNA
— mimo-bunééna DNA, ctDNA - cirkulujici nddorova DNA. Upraveno dle Theirry ef al., 2016.

I kdyz se muze zdat, ze k uvolnéni ctDNA do krevniho obéhu dochazi nahodile
a bezduvodné, existuje hypotéza, ze by ctDNA mohla mit biologickou funkci. Tzv.
hypotéza genometastaze piedklada schopnost ctDNA transformovat zdravé a nachylné
buriky transfekci dominantnich onkogenti (z bunék primarniho nadoru cirkulujicich
v krevnim ob&hu; Garcia-Olmo et al., 1999). Hypotéza byla podpotena nékolika na sobé
nezavislymi studiemi, kdy v jedné z nich dokézaly krevni sérum a supernatant lidskych
rakovinnych buné€k indukovat transformaci normalnich bun€k vedouci k tvorbé tumoru
in vitro, k ¢emuz nedochazelo, kdyz byly sérum a supernatant ochuzeny o molekuly DNA
(Trejo-Becerril et al., 2012). Jina studie potvrdila tuto hypotézu in vitro 1 in vivo, kdy

doslo k transformaci imortalizovanych bunék po expozici krevniho séra od pacienta
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s rakovinou (Abdouh ez al., 2014). Tato hypotéza muze byt rozumnym vysvétlenim
tvorby metastaz, ovSem je tfeba brat v uvahu pomérny nedostatek in vivo studii

zabyvajicich se danou tematikou.

Mozna biologicka funkce ctDNA neni spfazena pouze s teorii genometastaze.
Mittra et al. (2015) zjistili, ze ctDNA ma i dalsi ddlezitou funkci. Dle jejich vysledki
je cirkulujici DNA schopna horizontalniho transferu gent do zdravé bunky, kde se
nasledné integruje do genomu této buiky (Obr. 5). Takovyto genom je charakteristicky
dvouretézcovymi zlomy. Toto nasledné aktivuje DDR drahu, po jejiz aktivaci dochéazi
k nestabilité somatického genomu a nasledné preméné zdravé buiiky na nadorovou

buriku.

— 57 ~ —> —
#= s
- ~
Zdrava burika Y HGT &
- Vo Nadorova burika
- ~
- ~
> = ~ Metastaze
- ~
- ~
MODOR -
ctDNA DMIQOX S <Y =R BT

Dvou-fetézcové zlomy

do genomu

Integrace ctDNA
l buriky

Nestabilita genomu < $i0151 (311 11
DDR draha

Obr. 5: Preména zdravé buiky na nadorovou buriku s naslednou tvorbou metastaz po transfekci
cirkulujici nadorovou DNA. ctDNA - cirkulujici nadorova DNA, DDR — DNA damage response,
HGT - horizontalni transfer genu. Upraveno dle Witz ef al., 2024.

3.2.2 Mechanismy uvolnéni ctDNA

CtDNA se muze do krevniho obéhu dostat né€kolika zpusoby. Z hlediska
lokalizace zdroje jde v podstaté o pivod v burikach nadoru, ¢i v CTC, ov§em piinos CTC
je v tomto piipad¢ piinejmensim diskutabilni (Stejskal ez al., 2023). Z bunék nadord muze
byt ctDNA uvolnéna fadou mechanismd, liSicich se v energetice burky. Uvoliovaci
mechanismy muzeme takto rozdélit na pasivni a na ty vyzadujici aktivni transport ctDNA
z buniky (Obr. 6). Do pasivnich mechanismu nespadaji pouze jednotlivé typy bunéénych
smrti (apoptoza, nekroza, onkolyza, ferroptdza a pyroptdza), ale i CIN muze ve finale
vést az k uvolnéni ctDNA z buriky (Schutz et al., 2015; Grabuschnig ef al., 2020). Diky

zavislosti aktivniho uvoliiovani na energii mize byt uvolnéni ctDNA regulovano. Mezi
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aktivni mechanismy patfi zejména sekrece prostfednictvim extracelularnich vezikul

(EV).

ctDNA
vazana na
nukleozomy

CctRNA

Pasivni uvolfovani I'—>

Apoptéza Nekréza Dal3i typy bunééné smrti

Aktivni uvolriovani —

Extracelularni vezikuly: Exozomy a Mikrovezikuly

Nador

Extracelularni

_ vezikuly nesouci
_—~" CctDNA/ctRNA

Obr. 6: Mechanismy uvoliiovani cirkulujici nadorové DNA (ctDNA) do krevniho ob¢hu. CtDNA
muze byt uvolnéna pasivné dusledkem bunééné smrti, nebo aktivné jako soucast extracelularmich
vezikul. ctDNA - cirkulujici nadorova DNA, ctRNA - cirkulujici nadorova RNA. Upraveno dle
Stejskal et al., 2023.

3.2.2.1 Pasivni mechanismy

Pasivni mechanismy uvolnéni ctDNA do krevniho obéhu jsou ve vétsiné pripada
disledkem pfirozenych procest probihajicich uvnitf mikroprostfedi nadoru. K smrti
nadorovych bun¢k, nasledované uvolnénim molekul ctDNA, mulze dojit fadou
mechanismi. VSeobecné jsou jako hlavni zdroje vnimany apoptoza a nekroza, i kdyz
jejich presny prispévek neni znam (Wan ef al., 2017; Grabuschnig et al., 2020). Jsou
disledkem mnoha strest spjatych srapidni proliferaci nadoru. Rapidni proliferaci
dochazi k lokalnimu vycCerpani zivin, k zanétim, oxidativnimu stresu, hypoxii, produkci
tkanoveé specifickych transkripénich faktorti apod., kdy vSechny tyto faktory pusobi

stresove na buriky, coz mize vyustit az ke zminéné bunécné smrti (Baghba ez al., 2020).

Apoptoza je formou programované bunécné smrti za ucelem udrzovani
homeostatické rovnovahy. Dochazi k ni prostfednictvim enzymi kaspaz, jejichz zapojeni
vede ke smrsténi buriky, ke kondenzaci chromatinu a k fragmentaci. Nasledné dochazi
k tvorbé tzv. apoptickych telisek, jez obaluji obsah burky, vCetné nukleovych kyselin.
Apopticka téliska jsou nasledné zpracovana fagocyty (Battistelli a Falcieri, 2020). Pouze
v piipadé, kdy dojde k prehlceni kapacity fagocyta, nebo jejich inhibici, dojde k uvolnéni
DNA z apoptickych télisek do krevniho obéhu (Jahr ef al., 2001).
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Diky znalosti né€kterych mechanismu Ize odliSit pivod alesponi Casti frakce
ctDNA, tak jak je to v pfipadé apoptozy. V brzkych fazich apoptdzy je DNA degradovana
na vétsi fragmenty (50-300 kbp), které jsou nasledné€ nastipany na nukleozomové
jednotky o velikosti 167 bp. Tato délka je dana velikosti DNA omotané okolo jednoho
nukleozomu (147 bp) a velikosti volné DNA (linker DNA, 20 bp). Délka téchto fragmentt
je dana fragmentaci specifickymi nukledzami (DNaza aktivovana kaspazou, DNaza I L-3
atd.), které jsou aktivovany  apoptickym = stimulem  (Korn et al., 2005;
Mizuta et al., 2013). Nukleazy nasledné nastipou DNA specificky
v internukleozomovych regionech, jez nejsou chranény histony. Diky tomu ¢ast ctDNA
cirkuluje v krevnim obé&hu ve formé nukleozomu (Obr. 5; Snyder et al., 2016). K tvorbé
mensich fragment nedochazi v tomto piipadé diky sterickému branéni, kdy nukleaza

nedokaze nasednout na isek DNA obmotavajici se kolem nukleozomu (Hu ez al., 2021).

Nekroéza, na rozdil od apoptézy, vice reflektuje nepiiznivé prostredi nadoru.
Typickymi znaky nekrotizujicich bun€k jsou poérovitost membran a disfunkce organel,
coz mize vést k nahodilému uvolnéni bunécného obsahu, vcetné nukleovych kyselin,
které jsou tak vystaveny intra- a extracelularnim nukledzam, pfipadné dalSim

degradativnim  latkhm  (napf. volné radikaly;, Thierry et al, 2016;

Kustanovich et al., 2019). Prostfednictvim nesystematického uvolnéni a degradace DNA
mohou vznikat vétsi fragmenty o velikosti nékolika tisic part bazi (kbp), které jsou
nasledné uvolnény do krevniho obé&hu (Thierry ez al., 2016). Komplexnost celého procesu
je umocnéna produkci fady latek atrahujici imunitni buiky (zejména makrofagy
a fagocyty), jez eliminuji unikly obsah, ¢cimz dochazi k tvorbé zanéti v okolnich tkanich

(Gobeil et al., 2001; Stejskal et al., 2023).

Vedle jiz dvou zminénych typ bunécné smrti existuji i dalsi bunéné smrti, které
mohou piispivat ke zvySeni koncentrace ctDNA. Pyroptoza je typem regulované bunécéné
smrti, jeZ je zavisla na tvorb€ poru v plazmatické membrané prostfednictvim proteind
zrodiny gasdermin, ktera je <cCasto dusledkem =zanétlivé aktivace kaspazy
(Galluzi et al., 2018). Nekroptoza je bunééna smrt podobna apoptoze s tim rozdilem, ze
neni zavisla na kaspaze a ze dochazi k prasknuti membrany buriky a vyliti bunééného
obsahu (Galluzi et al., 2018). K aktivaci nekroptézy muze dochazet i béhem pusobeni
metabolickych stresti (Liu a Jiao, 2020). Onkéza neboli ischemicka bunécna smrt je
zavisla na expresi specifickych proteinti. Bunééna smrt je indukovana ischemickou

degradaci endonukledzami, a to jako odpovéd na letalni poSkozeni buriky
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(Weerasinghe a Buja, 2012). Nadory, u kterych dochazi Casto k onkoze, maji vétSinou
naruseny iontovy gradient a zvySenou expresi iontovych kanala (Peters ef al., 2017).
Ferroptoza je zahajena oxidativnim poSkozenim intracelularniho mikroprostfedi jako
disledku akumulace lipidovych peroxidi. Podléha konstantni regulaci glutathion
peroxidaze 4 a muze byt inhibovana lipofilnimi antioxidanty a chelatory Zeleza
(Galluizi er al,, 2018). Krom oxidativniho stresu muze byt ferroptéza zahajena
vyplytvanim zivin (Riegman et al., 2019). Presna role t€chto mechanismi bunécné smrti

v uvolniovani ctDNA je zatim neznama a vyzaduje dalsi studie.

Pasivnim mechanismem, ktery nepatii mezi bunécné smrti, ale muze zplsobit
uvolnéni ctDNA, je CIN (Schutz ef al., 2015). Existuje fada zpisobd, jimiz mlze dojit
k uvolnéni ctDNA do extracelularniho prostoru, a kazdy z téchto procest je modulovan
fadou biologickych faktori (Bronkhorst ef al, 2018). Jednim z hypotetizovanych
zpusobu je uvolnéni ctDNA ve formé mikrojader obsahujicich chybné segregovanou
chromosomovou DNA béhem mitdzy (Grabuschnig et al., 2020). Chybné segregované
chromosomy jsou obaleny vlastni jadernou membranou. V nadorovych burikach
bohatych na CIN dochazi k tvorbé vétsiho mnozstvi mikrojader oproti zdravym butikam
(Norppa a Falck, 2003).

Mimo to se fragmenty chromosomi, které se béhem mitdzy nezacleni zpét do
celistvych chromosomi, mohou spojit, a vytvofit tak extrachromosomalni kruhovité
DNA fragmenty nazvané ,,double minutes“ (DM). DM vznikaji spojenim fragmentt
jednoho, ¢i vice chromosomu. Fragmenty jsou spojovany v nepfirozeném potadi
a orientaci diky spojovani nehomolognich koncti, a/nebo opravou zloma vzniklych
v dusledku mikrohomologie (Leibowitz et al., 2015). DM se Casto vyskytuji v mnoha
typech rakovin (Xu et al., 2019). Amplifikace DM muze zvysit mnozstvi kopii onkogenti
daleko efektivngji ve srovnani s amplifikaci chromosomi, a vzhledem k tomu podpofit
a lépe udrzovat heterogenitu nadoru (Turner ez al., 2017). DM mohou opustit jadro
a nasledné bunku ve forme mikrojader (Shimizu ez al., 2000), nebo mohou byt mikrojadra

cilem autofagie vedouci k uvolnéni ctDNA do mezibunécného prostoru (Gekara, 2017).
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3.2.2.2 Aktivni mechanismy

Aktivni mechanismy, na rozdil od pasivnich, vyzaduji k uvolnéni ctDNA energii,
jsou regulované a homeostatické. K aktivni sekreci ctDNA do extracelularniho prostoru
dochazi prostiednictvi EV (Grabuschnig ez al., 2020; Stejskal ez al., 2023). EV obsahujici
ctDNA tak mohou potencialné zefektiviiovat invazivnost, progresi nebo rezistenci
na terapii nadort (Suraj ef al., 2017; Pos et al., 2018; Grabuschnig ef al., 2020). Mimo
to se EV podileji na procesu metastazovani (Bian ef al., 2019). EV jsou kulovité utvary
tvorené jednou fosfo-lipidovou dvouvrstvou a uvoliiované buiikou procesy exocytdza
(ex0ozémy) a puCenim (mikroEV). Mimo jiz zminénou ctDNA mohou obsahovat dalsi
nukleové kyseliny, proteiny, receptory nebo lipidy v zavislosti na davodu a mechanismu
jejich vzniku. V piipadé ctDNA jsou nejdulezitéjsi dva typy EV, a to mikrovezikuly
a exozomy (Obr. 7, Grabuschnig et al., 2020).

Blebbing plazmatické

j Puceni a oddéleni Exocytoza
membrany

' g . N =
[ lO" ’\' \;// ﬂ,,\ 74
| ,I 'j “/f‘ y
o~ -~ Wls Y os
S o AATNN /(,%;\ 0.[" y “
J N %00 NSY
o1 N x\(‘n'i 2N
P 1

1L,V Sa- 670D
Loty S
S - 4
Apopticka téliska (500 - 5000 nm) Mikrovezikuly (50 - 1000 nm) Exozémy (30 - 200 nm)

Obr. 7: Typy extracelularich vezikul jako moznych zdroju cirkulujici nadorové DNA. Upraveno
dle Grabuschnig ef al., 2020.

Exozomy vznikaji endozomélné v multivezikularnich téliskach (MVB) a jsou
uvolnény do extracelularniho prostoru splynutim MVB a cytoplazmatické membrany.
Jejich velikost je v rozpéti 30 az 200 nm. Nadorova DNA pochazejici z exozomt muze
byt transportovana do jinych buné€k, v nichz muze ovliviiovat expresi gent
(Caietal., 2016, Grabuschnig ef al., 2020; Sharma a Johanson, 2020). Mikrovezikuly
jsou uvoliovany z buriky tvorbou pupene na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany,
ktery je nasledné€ oddélen. Jsou vétsi ve srovnani s exozoémy (50 az 1000 nm) a funguji
zejména jako mediatofi mezi rakovinnymi a stromalnimi buiikami (Bian et al., 2019).

Dulezitym faktorem, podilejicim se na formovani a uvoliovani mikrovezikul, je protein
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ADP-ribolyzaéni faktor 6, jehoz exprese byla detekovana v mikrovezikulach fady
nadorovych linii a asociovana s invazivnosti nadoru (Muralidharan-Chari ef al., 2009;
Bian et al.,, 2019). Diky ochrané ctDNA pred nukleazami vyskytujicimi se v krevnim
obéhu by mohly EV znamenat dilezity zdroj téchto molekul, ov§em pro ovéfeni téchto

poznatka je tfeba pfijit s moznostmi standardizované izolace EV.

3.2.2.3 Faktory ovliviiujici uvolnovani ctDNA

Uvolnovani molekul ctDNA neni konstantni proces, ale proces dynamicky. Mize
tak byt ovlivnén fadou vné&jsich a vnitinich faktor a procest. Jednim z téchto faktort je
bunécnad senescence. Bunécnd senescence je fyziologicky stav  trvalého
zastaveni/preruSeni bunécného cyklu, k némuz dochazi v proliferujicich burikach po
vnitini a vnéjsi stresové stimulaci (oxidativni stres, poskozeni DNA/telomer). Jedna se
tak o obranny mechanismus buné€k, ktery se snazi omezit zbytecné poSkozeni
(Calcinotto et al., 2019). Rostami et al. (2020) zjistili, ze senescence, jez je indukovana
ionizujicim zafenim, mize mit negativni vliv na uvolfiovani cfDNA. Zajimavé ovsem je,
ze stejna studie zjistila 1 opacny vliv. Pfi oSetfeni jiz senescentnich bunék proteinovym
inhibitorem Navitoclax doslo k indukci apoptozy u téchto bunek a k celkovému zvyseni

koncentrace uvolnéné cfDNA.

Radioterapie je tak dal§im moznym modulatorem kinetiky uvoliiovani ctDNA.
Na jednu stranu indukuje nekrézu, ktera je jednim z mechanismu uvolnéni ctDNA. Thned
po ozafeni dochéazi k navySeni koncentrace cfDNA, jez s postupujicim Casem klesa
(Cheng et al., 2009). Na druhou stranu, s odstupem ¢asu od provedeni radioterapie,
dochézi az k 90 % snizeni koncentrace ctDNA (Leon ef al., 1977). V soucCasné dobé

bohuzel existuje jen velmi malo studii zabyvajicich se témito problematikami.

3.3 Tekuta biopsie

Rozvoj novych diagnostickych metod nejen v onkologii je nezastavitelny. Hojné
vyuzivané tradicni biopsie se vyvinuly z diive pfimocarych procedur ve velmi komplexni
technologie, umoziujici detekci genetickych mutaci a personalizovanou 1écbu. Nevyhody
v tomto piipad¢ ale stile pretrvavaji — invazivnost spolu s pacientovym diskomfortem
nebo vyzvy spojené s heterogenitou nadort (Alieva et al., 2018). Tekuta biopsie nabizi
alternativni pfistup k ziskani tolik potfebného materialu pro diagnézu nadorti bez nutnosti
invazivnich zakroki a pfimého odbéru nadorové tkané€. OznaCeni ,tekuta biopsie™

odkazuje na biomarkery nalezené v organismem produkovanych tekutinach, poskytujici
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klinicky  drahocenné informace o pacientovi ao probihajicim onemocnéni

(Siravegna et al., 2019).

3.3.1 Biomarkery v tekuté biopsii
Biomarkery vyuzivané v tekuté biopsii se li§i podle biologické tekutiny, z niz byly
izolované, a také v zavislosti na typu nadoru. Nejhojnéji vyuzivané jsou ctDNA, CTC

aEV.

CtDNA coby biomarker poskytuje v diagnostice fadu dulezitych informaci.
Neustale se ménici koncentrace ctDNA v krevnim ob&hu ndm poskytuje cenné informace
o nadoru, vCetn€ informaci o lokalizaci, velikosti, fazi, metastazovani a vaskularizaci
(Li etal., 2022). CtDNA se kromé krve nachazi 1 v dalSich té€lnich tekutinach (viz. Zdroje
biomarkert v tekuté biopsii). CtDNA muize poskytnout informace o genetické variabilité
nadoru (bodové mutace, inzerce a delece nebo preusporfadani chromozoma),
o epigenetickych zménach (napf. methylace) nebo o ztraté heterozygozyty
(Schwarzenbach et al., 2011; Crowley et al., 2013). Nevyhodou zistava cfDNA
uvolfiovana zdravymi buiikami, ktera musi byt odliSena, aby nedochazelo ke zkreslovani
vysledkd. V dnes$ni dobé se vyuziva fada technik detekujicich ctDNA (Wang ez al., 2024).
Kazda z téchto technik ma své vyhody a limitace, a tak zalezi pfedev§im na preferenci
pracovisté vyuzivajiciho danou techniku. DdPCR (z angl. droplet digital PCR) je jednou
z nejvice uzivanych metod analyzy vyskytu genomickych mutaci. Jeji vyhodou je vysoka
specifita a senzitivita, ovSem za cenu detekce pouze znamych mutaci
(Hindson et al., 2013). BEAMing (z angl. Bead, Emulsion, Amplification and
Magnetics), obdobné jako ddPCR dokaze detekovat pouze zndmé mutace. Vyhodou této
metody je vysoka senzitivita a pomérné nizké pofizovaci naklady (Nakamura, 2016).
V ptipadé WGS (z angl. Whole Genome Sequencing) ziskavame informace o celém
genomu nadoru, véetné vyskytu neznamych mutaci a onkogend, coz muZze pomoci
s vyvojem novych léCebnych nebo diagnostickych procedur. Bohuzel WGS ma fadu
nevyhod. Jedna se o stale relativné drahou a Casové narocnou metodu s obtiznou
kontrolou kvality (McGuire et al., 2008). Kvantitativni analyzy ctDNA v jednom
Casovém bod¢€ mohou umoznit stanoveni faze nadoru a prognézu, zatimco sekvencni

analyzy napomahaji selekci cilenych terapii (Arisi ef al., 2022).

Dal§im vyuzivanym biomarkerem jsou cirkulujici nadorové butiky (CTC). I ptes

jejich nizky vyskyt mohou byt CTC vyuzivany pii diagnostice, 1écbé, monitorovani
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nadoru a zejména ve vyzkumu (Yu ef al., 2011). Buriky jsou ve srovnani s ctDNA a EV
velmi slozité entity, diky ¢emuz slouzi jako bohaty zdroj informaci o proteinech, DNA,
RNA a dalsich molekulach v nich pfitomnych. Z tohoto pohledu mohou byt vyuzivany
v Sirokém spektru proteomickych a transkriptomickych studii nebo ve studiu signalnich
drah (Siravegna ef al., 2017). CTC mohou byt kultivovany in vitro za i¢elem produkce
CTC linii, urcenych k dal§imu vyzkumu v oblasti onkologie (Liu et al., 2021). Nizka
ptitomnost CTC v krevnim obéhu predstavuje vyzvu pro efektivni izolaci
(Gold et al., 2015). Proto se da postup prace s CTC rozdélit na dvé Casti. Prvni, separace
a obohaceni CTC, spociva v oddéleni co nejvétsiho mnozstvi CTC od ostatnich bunek ve
vzorku. K separaci jsou vyuzivany specifické metody pro CTC (centrifugace s hustotnim
gradientem, filtrace pfes membranu, vazba specifické protilatky na antigeny CTC (napf.
EpCAM, CKs apod.). Druhou ¢asti jsou identifikacni metody vyuzivajici k identifikaci
predev§im prutokovou cytometrii, imunofluorescen¢ni barveni, FISH (z angl.
Fluorescence in situ hybridization), RT-PCR nebo proteomické metody

(Wang et al., 2024).

EV, stejné jako ctDNA, jsou biomarkery vyskytujici se v fadé télnich tekutin.
Svoji podstatou, coby utvary nesouci bunécny naklad (DNA, proteiny, lipidy, mRNA,
miRNA atd.), nam umoznuji ziskat data o aktualnim stavu onemocnéni
(Marar et al., 2021). Znacnou vyhodou EV je §iroké spektrum zdroju, odkud lze EV
izolovat. Kromé& krve se nachazeji i ve slinach, moci, matefském mléce nebo spermatu
(Wang et al., 2024). Pro uspesnou analyzu je nejdiive nutné prekonat obtize spojené se
separaci a purifikaci EV (rozdilna velikost, funkce, zdroj). K izolaci EV se hojné vyuziva
centrifugace s hustotnim gradientem, ultrafiltrace nebo rizné druhy chromatografii.
V zavislosti na povaze nakladu se vyuzivaji ruzné detekéni metody, jako RT-PCR,

sekvenovani genomu a proteomické metody (Wang ef al., 2024).

3.3.2 Zdroje biomarkeru v tekuté biopsii

Hlavni vyhodou tekuté biopsie je §iroka paleta tekutin, ze kterych lze izolovat
biomarkery. Jako ,,nevyhodu® lze brat v potaz to, ze neexistuje jeden idealni zdroj pro
vSechny typy nadori. VSeobecné nejrozsSifenéji vyuzivana je krev. Krev je bohata na
Siroké spektrum biomarkerd ctDNA, CTC, EV a miRNA, coz z ni déla vhodny zdroj.
Klinicky se krev vyuziva zejména u nadort, u nichz nelze provést klasické tkanové

biopsie (napf. nemalobunécny karcinom plic; Horn et al., 2019). Nevyhodou ovSem
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zustava velké mnozstvi nenadorové cfDNA, nebo naopak nizky vyskyt CTC (Gold et al.,
2015).

Moc predstavuje neinvazivni zdroj nadorovych biomarkerd. Z toho plyne
moznost odebirani vzorka v pravidelnych intervalech, diky cemuz lze sledovat zmény
v onemocnéni v Case, zejména u urologickych nadorti. Molekuly pfitomné v moci
(ctDNA, miRNA, proteiny, peptidy) napomahaji zkoumani dynamiky nadord. CtDNA
pivodem z moci obsahuje kratsi fragmenty (<100bp), které prosly glomerulari filtraci,
a také delsi fragmenty pfimo z nadorovych bunék urologickych nadori. Vyhody jsou
zejména vyS$si pomér ctDNA a cfDNA ve prospéch ctDNA oproti krevnim vzorkiim nebo
vysoka senzitivita na urothelialni karcinomy. Data ziskana z ctDNA mohou dopliovat
data zkrevni ctDNA. Nevyhodou je limitace mnozstvi ctDNA glomerularni filtraci
(Tivey et al., 2022; Bao et al., 2024).

Sliny, podobné jako moc, jsou neinvazivni zdroj biomarkerti pro tekutou biopsii.
Jejich vyuziti se zvySuje zejména pro detekci a monitorovani nadort traviciho traktu.
Slinné biomarkery se ale neomezuji jen na tyto nadory. Araujo ef al. (2023) detekovali
nekodujici RNA asociované s oralnimi nadory. Nevyhodou slin je opét nizka vytéznost
ctDNA nebo vyuziti vysoce specifikovanych analytickych technik z davodu kratké délky
fragmentd ctDNA (40-60 bp; Tivey et al., 2022).

Mozkomisni mok je dal§im cennym zdrojem biomarkerti u nadorti centralniho
nervového systému. Vzhledem k té€sné blizkosti k samotnym nadorim a k mensimu
poCtu imunitnich bunék obsahuje vysoké mnozstvi ctDNA (Siravegna et al., 2017,
Bao et al., 2024). Vyhodou je 1 vyS§si pomér ctDNA ku cfDNA oproti krevni plazmé.
Podstatnou nevyhodou vsak je invazivnost ziskdvani mozkomisniho moku. Lumbalni

punkce predstavuje riziko, a mize tak limitovat odbér vzorka (Tivey et al., 2022).

Peritonealni tekutina je dobrym zdrojem biomarkert u CRC, pankreatickych
nadort nebo nadort slepého stieva. Stejné jako mozkomisni mok se peritonealni tekutina
nachazi v tésné blizkosti nadort, coz se promita do vyssi koncentrace ctDNA. Stejné tak
1 pomér ctDNA ku cfDNA je vyssi. Vyhodou je zejména moznost odbéru pied 1 po
prodélani operace za ucelem vyhodnoceni rizika opakovaného vyskytu nadoru. Jedna se

opét o invazivné ziskany zdroj biomarkert (Tivey ez al., 2022).

Tekuta biopsie tak predstavuje dulezity meznik v diagnostice nadorovych

onemocnéni, umoziujici alternativni pfistup v lé€ebnych procesech zejména vzhledem
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k moznosti neinvazivniho pojeti. Diky Sirokému rozpéti vyuzitelnych biomarkerti dokaze
poskytnout v kombinaci s analytickymi metodami natolik potfebna data, dulezita

v managementu nadorovych onemocnéni, véetné CRC.

25



4 MATERIALY A METODY
4.1  Biologicky material

Pro experimenty byly pouzity dvé lidské nadorové bunécné linie kolorektalniho
karcinomu, a to HCT116 (ATCC®, kat. & CCL-247™) a HT-29 (ATCC",
kat ¢&. HTB-38™).  Builky HCT116 byly kultivovany v McCoy’s 5A médiu
s L-Glutaminem, doplnénym o 10% FBS a 1X smés Penicillin-Streptomycin (finalni
koncentrace 100U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu). Buiky HT-29 byly
kultivovany v RPMI-1640 médiu s L-Gltaminem, doplnénym o 10% FBS a 1X smés
Penicillin-Streptomycin (finalni koncentrace 100U/ml penicilinu a 100 pg/ml

streptomycinu).

Dale byly pouzity vzorky krevni plazmy ¢ty pacientd s kolorektalnim
karcinomem. Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Ostrava

a pacienti podepsali informovany souhlas s ucasti ve studii.

4.2  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
o Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D2650)
o Absolutni ethanol >99,8% (VWR Chemicals, kat. ¢. 437433T)
o Fetal bovine serum (FBS [Gibco™, kat. ¢. 10270106])
o Inhibitor proteaz Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (ThermoFisher ScientificT™,
kat. ¢. 78430)
o Isopropanol (MP Biomedicals, kat. ¢. 194000)
o McCoy’s 5SA médium s L-Glutaminem (Lonza, kat. ¢. BE12-688F)
o MiliQ voda
o M-PER® Mammalian Protein Extraction Reagent (ThermoFisher Scientific™,
kat. ¢. 78501)
o Penicillin-Streptomycin solution 100X (Biosera, kat. ¢. XC-A4122)
o RPMI-1640 médium s L-Glutaminem (Lonza, kat. ¢. 12-702F)
o TrypLE™ Express Enzyme 1x, no phenol red (ThermoFisher Scientific™,
kat. ¢. 12604013)

Pouzité soupravy

o Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies Inc., kat. ¢. 5067-4626)
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ddPCR™ Mutation Detection Assays, Validated (FAM+HEX [Bio-Rad,
kat. ¢. 10049550])

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, kat. ¢. 55114)

Qubit™ dsDNA HS Assay kit (Invitrogen™, kat. ¢. Q32854)

Qubit™ Protein Assay Kit (Invitrogen™, kat. & Q33211)

Senescence P-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology®,
kat. & 98608S)

Pouzité roztoky a jejich priprava

o

10x PBS: 80 g NaCl, 2,0 g KCl, 14,4 g Na;HPO4, 2,4 g KH2PO4 rozpustit za
stalého michani v 800 ml dH>O, upravit pomoci HCI na pozadované pH, doplnit

vodou do 1000 ml, sterilizovat autoklavovanim

Pouzité proby pro ddPCR

4.3

o

o

ddPCR Mutation Assay: KRAS p.G13D ¢.38G>A, Human (Bio-Rad)
ddPCR Mutation Assay: PIK3CA p.H1047R, Human (Bio-Rad)

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

96jamkova desticka pro ddPCR (Bio-Rad)

Automaticky pipetor Pipetus® (Hirschmann™)

Automaticky generator kapicek (Bio-Rad)

Bioanalyzér Agilent 2100 (Agilent Technologies Inc.)
Centrifuga/vortex Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)

Ctecka kapi¢ek QX 200™ (Bio-Rad)

Fluorescen¢ni mikroskop Axio Observer D1 (Zeiss)

Fluorimetr Qubit 4 (Invitrogen)

Inkubator HERAcell™ 150i CO; (ThermoFisher Scientific™)
Inkubator KS 4000i control (IKA®)

Kultivaéni nadoba 25 cm? (TPPw)

Kultivaéni nadoba 75 cm? (TPPw)

Kultivaéni nadoba 150 cm? (TPPg)

Laboratorni vaha ED323S Extend Precision Balance (Sartorius)
Laminarni box Herasafe 2025 Biological Safety Cabinet (ThermoFisher

Scientific™)
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o Laminarni box MSC-Advantage™ Class II Biological Safety Cabinet
(ThermoFisher Scientific™)

o Mikroskop Olympus IX51 Inverted Phase Contrast Fluorescence (Olympus)

o Mrazak -80 °C CryoCube (Eppendorf)

o pH metr HI 2211 (Hanna instruments)

o Pipety Eppendorf Research® plus (0,5 — 5000 pl, Eppendorf)

o Stolni centrifuga 5430 (Eppendorf)

o Stolni centrifuga 5810 R (Eppendorf)

o Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

o Termocyklér T100™ (Bio-Rad)

o Utésiiovad PCR desticek PX1™ (Bio-Rad)

o ViCell™ XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter)

o Vodni lazen Julabo TWS (Julabo®)

o Vakuova pumpa VP820 (VWR®)

4.4  Pouzity software
o Expert 2100 (Agilent Technologies Inc.)
o Microsoft Excel (Microsoft)
o QuantaSoft™ (Bio-Rad)

o Zen Microscopy Software (Zeiss)

4.5  Pouzité experimentilni a vyhodnocovaci metody

4.5.1 Kultivace nadorovych linii a sbér materialu

Ob¢ bunécné linie byly udrzovany v inkubatoru pii 37 °C v atmosféie obsahujici
5% CO, v 25cm? plastovych kultivaénich nadobach. Obé& bun&ené linie byly pasazovany
v zavislosti na konfluenci, v priméru 2x az 3x tydné. Ke stanoveni konfluence
a sledovani bunécného ristu byl pouzit svételny mikroskop Olympus IX51. Pasaz byla
provadéna pii konfluenci mezi 70 % a 80 %. V prub&hu pasaze se nejdiive odlilo staré
médium do odpadu. Nasledovalo promyti 1x PBS, sliti PBS do odpadu a pfidani
enzymatické smési TrypLE™ pro oddéleni bundk ode dna kultiva¢ni lahve. B&hem
pusobeni enzymatické smési byly lahve umistény do inkubatoru (37 °C, 5 % CO3). Po
uvolnéni vSech bunék bylo pfidano kultivaéni médium pro zastaveni pusobeni
enzymatické smési. Pro novou néasadu kultivacni lahve byl pouzit odpovidajici aliquot

bunécné suspenze nasledné doplnény o pozadovany objem média. PocCty bunék pro
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pozadovany aliquot byly stanoveny pomoci pifistroje Vi-Cell™. Lahve byly néasledné

umistény zpét do inkubatoru.

Sbér materidlu pro sledovani kinetiky uvolfiovani c¢fDNA probihal
ve dvanactihodinovych intervalech. Pied zacatkem kultivace bylo na kazdou 25cm? lahev
nasazeno 700 tis. bun¢k. Kazdy vzorek byl sbiran v duplikatu pro zvySeni pfesnosti dat.
Po dvanacti hodinach od nasazeni se vymeénilo v§em buiikdm médium a prvni sbér média
a sklizeri bunék byly provedeny po uplynuti dal§ich dvanacti hodin. Sbiralo se médium
pro izolaci cfDNA a buiiky nadorové linie pro izolaci proteint. Kultiva¢ni médium bylo
slito hned na zacatku do 15ml falkony. Médium bylo nejdfive stoceno ve stolni centrifuze
pii 3000 rcf a 4 °C po dobu 10 minut. Po stoceni byl odpipetovan supernatant do ¢isté
15ml falkony. Ponechal se mrtvy objem 1 ml s u€elem minimalizace kontaminace vzorku
genomickou DNA. Vzorek byl opét stocen pii 12 000 rcf a 4°C po dobu 10 minut.
StoCeny vzorek byl rozpipetovan po 2ml aliquotech a uskladnén v -80 °C. Opét byl
ponechan mrtvy objem 1 ml.

Sbér bunék byl provadén formou pasaze. Po zastaveni enzymatické smési
TrypLE™ kultivaénim médiem byl cely obsah pielit z kultivaéni nadoby do 15ml falkony
a zméfen podet bundk pomoci piistroje Vi-Cell™. Nasledovalo stogeni vzorku pfi 1400
rpm po dobu 5 minut. Byl odpipetovan supernatant a peleta byla rozsuspendovéana
v 1x PBS a prepipetovana do menSich 2 ml mikrozkumavek. Vzorky byly opét stoCeny
pii stejnych parametrech jako poprvé a supernatant odpipetovan. Sucha peleta byla

zamrazena do -80 °C.

Sbér materialu pro sledovani vlivu senescence na kinetiku uvolfiovani cfDNA
probihal stejné jako pro sledovani kinetiky uvoliiovani cfDNA s rozdilem v délce
intervalt. Intervaly byly v tomto pfipadé dvacetictyfhodinové. Delsi Casové intervaly

byly zvoleny z diivodu zaruceni jistoty ustaleni senescence.

4.5.2 Izolace a kvantifikace cfDNA

Pro izolaci cfDNA zmédii a plazmy pacientd (viz biologicky material) byla
pouzita souprava pro vakuovou izolaci cfDNA QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit.
Cely postup byl proveden dle oficidlniho protokolu vyrobce. Vzorky byly nejdiive
stoCeny pii 16 000 rcf a 4 °C 5 minut a ekvilibrovany na pokojovou teplotu. V mezicase
byly pfipraveny pracovni roztoky (Tab. 1). Do 50 ml falkon bylo napipetovano 400 pl
proteinazy K, 4 ml vzorku a 4 ml pufru ACL. Smés byla vortexovana 30 sekund
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a nasledné umisténa na 30 minut do 60 °C vodni lazn€. Po uplynuti 30 minut bylo ke
smeési pfidano 7,2 ml pufru ACB a smés byla opét vortexovana 20 sekund a nasledné
inkubovana 5 minut na ledu. V mezicase byla pfipravena vakuova pumpa s nastavci z této
izolacni soupravy (Obr. 8).

Tab. 1: Priprava pracovnich roztoku pro izolaci cfDNA soupravou QIAamp Circulating
Nucleic Acid Kit

Objem ve s . Objem Cell:mvy
. . Pridavana veyz . objem
Roztok zasobniho . pridavané .
roztoku (ml) latka latky (ml) pracovniho
roztoku (ml)
Pufr ACB 300 Isopropanol 200 500
Pufr ACW1 19 Absolutni 25 44
ethanol
Pufr ACW2 13 Absolutni 30 43
ethanol
Podle poctu Pufr AVE Podle poctu Podle poctu
Pufr ACL vzorkl s RNA nosi¢em vzorkl vzorkl

£y

Obr. 8: Vakuova pumpa s nastavci pro izolaci volné cirkulujici DNA pomoci
QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit.

Po uplynuti 5 minut se smés lyzatu a ACB pufru nalila do 20ml nastavce QIAamp
minikolonky a byla zapnuta vakuova pumpa. Po prefiltrovani celé smési byla pumpa
vypnuta a 20ml nastavce byly odstranény. Na minikolonku se nasledné aplikovalo 600 pl
pufru ACW1 a zapnula se vakuova pumpa. Po prefiltrovani celého objemu pufru ACW1
byla pumpa vypnuta a cely proces se opakoval, nejdiive se 750 pl pufru ACW2 a poté se

750 ul absolutniho ethanolu. Po pfefiltrovani celého objemu ethanolu se minikolonka
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umistila do 2ml sbé&mé zkumavky. Bylo provedeno stoceni pfi 20 000 rcf a 22 °C 3
minuty. Minikolonky se nasledn€ umistily do novych 2ml sbémych zkumavek a nechaly
se inkubovat 10 minut pii 56 °C v termobloku pro kompletni vyschnuti membrany filtru.
Po uplynuti 10 minut byly minikolonky pfemistény do 1,5ml elunich mikrozkumavek.
Na stfed membrany filtru bylo pfidano 25 ul elu¢niho pufru AVE a nechala se probéhnout
inkubace 3 minuty. K eluci doslo sto¢enim pii 20 000 rcf a 22 °C po dobu 1 minuty. Pro
zvySeni vytézku byl eluat prepipetovan zpét na membranu, a jest€¢ jednou stoCen pfi

stejnych parametrech.

Po uspésné izolaci byla zmétfena koncentrace DNA v kazdém vzorku pomoci
fluorimetru Qubit 4. Vzorky byly pro kvantifikaci pfipraveny dle oficialniho protokolu
vyrobce. Nejdiive byl pfipraven pozadovany objem Qubit® pracovniho roztoku (pro
jeden vzorek se pracovni roztok sklada z 1 ul Qubit® dsDNA HS ¢inidla a 199 pl Qubit®
dsDNA HS pufru). Nejdiive se pfipravily dva standardy. Do Qubit® assay
mikrozkumavek byly pfipraveny tfi standardy a vzorky (Tab. 2). Vzorky i standardy byly
nasledné promichany na vortexu 2-3 sekundy a inkubovany 2 minuty pfi pokojové
teploté. Nasledné byly zméteny na fluorimetru standardy a posléze koncentrace vSech
vzorkt. Po zaznamenani vSech koncentraci byly vzorky zamrazeny v -80°C.

Tab. 2: Pfiprava standardii a vzorki pro Qubit® dsDNA HS analyzu

Objem standardu/vzorku Objem Qubit®
(nl) pracovniho roztoku (ul)
Standard 1 10 190
Standard 2 10 190
Vzorek 2 198
4.5.3 Extrakce a kvantifikace proteinu

Extrakce proteind byla provedena pomoci extrakéniho ¢inidla M-PER®
Mammalian Protein Extraction Reagent. Vzorky bunék byly nejdtive vyjmuty z -80 °C
mrazaku a inkubovany na pokojovou teplotu. Nasledné byla pfipravena smeés extrakéniho
¢inidla a inhibitoru proteaz v poméru 100:1 (100 pl ¢inidlana 1 pl inhibitoru). Po inkubaci
vzorkt na pokojovou teplotu byl k peleté pridan 1 ml smési a cely obsah se propipetoval,
dokud nebyla peleta rozsuspendovana. Nasledné byly vzorky lehce promichéany
(300 rpm) po dobu 10 minut. Po promichéni byly vzorky stoceny pii 14 000 rcf a 22 °C

15 minut. Po stoceni byl supernatant pfepipetovan do ¢isté mikrozkumavky.
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Po provedeni extrakce byla zméfena koncentrace proteinii ve vzorku pomoci
pristroje Qubit® 4. Vzorky byly pro kvantifikaci ptipraveny dle oficialniho protokolu
vyrobce. Nejdiive byl pfipraven pozadovany objem Qubit® pracovniho roztoku (pro
jeden vzorek se pracovni roztok sklada z 1 pl ¢inidla Qubit®™ protein reagent a 199 pl
Qubit® protein pufru). Do Qubit® assay mikrozkumavek byly pfipraveny tii standardy
avzorky (Tab. 3). Vzhledem k rozsahu meéfeni koncentraci byly z divodu zvySeni
presnosti métfeni vzorky fedény 10x. Vzorky i standardy byly néasledné€ promichany na
vortexu 2-3 sekundy a inkubovany po dobu 15 minut. Po 15 minutach byly nejdfive
zméfeny standarty a nasledné koncentrace vzorkl. Po zaznamenani vSech koncentraci
byly vzorky uskladnény do -80 °C.

Tab. 3: Pfiprava standardi a vzorku pro Qubit® protein analyzu

Objem standartu/vzorku Objem Qubit®
(ul) pracovniho roztoku (pl)
Standard 1 10 190
Standard 2 10 190
Standard 3 10 190
Vzorek 10 190

4.5.4 Evaluace velikosti fragmentu cfDNA

Evaluace velikosti fragmenti vyizolované DNA byla provedena pomoci
bioanalyzéru pro kapilarni elektroforézu Agilent 2100. K pripravé vzorku byla vyuzita
souprava Agilent High Sensitivity DNA Kit a postupovalo se piesné dle protokolu
vyrobce. Vzorky byly nafedény tak, aby koncentrace DNA ve vzorku byla mezi 100 pg/ul
a 10 ng/ul. VSechny reagencie a vzorky byly ekvilibrovany na pokojovou teplotu.
Nejdiive se pripravila smés gelové matrice a barviva. Do vialky s gelovou matrici bylo
pfidano 15 pl High Sensitivity DNA barvy. Smés byla promichana na vortexu a prenesena
na kolonku s filtrem. Kolonka byla stoena pii 2240 rcf a 22 °C 10 minut. Po sto¢eni bylo
9 ul gelu naneseno do specificky oznagené jamky ¢ipu. Cip byl vlozen do nabijeci stanice
a stlacil se pist. Po stlaeni pistu do polohy 1 ml se pockalo 60 sekund. Po uplynuti
60 sekund byl povolen pist a po navraceni pistu do ptvodni polohy byl ¢ip odebran
z nabijeci stanice. Nasledné bylo napipetovano 9 ul gelu do dalsich tfi ozna¢enych jamek
a do zbyvajicich jamek (pro vzorky a ladder) 5 pl markeru. Jako dalsi byl do oznacené

jamky napipetovan 1 pl ladderu a jako posledni byly naneseny vzorky po 1 pl na zbyvajici
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jamky. Takto piipraveny Cip byl vlozen do adaptéru a promichan na vortexu 1 minutu pii

2400 rpm. Nakonec byl ¢ip vlozen do bioanalyzéru a probéhla analyza.

4.5.5 ddPCR

Analyza vzork za GcCelem detekce mutaci v genech KRAS (mutace G13D)
a PIK3CA (mutace H1047R) byla provedena s vyuzitim metody ddPCR a QuantaSoft™
softwaru. Pfi praci se postupovalo podle protokolu vyrobce s jednou vyjimkou. Z davodu
prace s cfDNA o kratkych délkach byl vynechan krok pfidani restrikéniho enzymu.
Vsechny vzorky a komponenty pro reakci se nejdfive nechaly inkubovat na pokojovou
teplotu a poté byly promichany na vortexu a kratce stoCeny. Byla pfipravena reakcni smes
a vzorky byly nafedény na pozadovanou koncentraci (Tab. 4). Do 96jamkové ddPCR
desticky byla napipetovana reak¢ni smés a nasledné byly napipetovany vzorky, negativni
kontroly a pozitivni kontroly.

Tab. 4: Priprava reakéni smési pro ddPCR

Reagencie Objem na jednu reakci (ul) Celkova koncentrace
2x ddPCR Supermix for 11 Ix
Probes (No dUTP)
20x target (FAM) and 1,1 kazda préba Ix (900 nM
wild-type (HEX) primery/250 nM
primery/proby kazda proba)
DNA vzorek variabilni 7ng
voda variabilni -
Celkovy objem 22 -

Po napipetovani vSech vzorka a kontrol byla ddPCR desticka zapeCeténa tepelnou
folii pti 180 °C po dobu 5 sekund pomoci utésiiovade PX1™. Po zapedeténi byla ddPCR
desticka umisténa do nastavce na vortexu a vzorky byly promichany pii 3500 rpm
15 sekund. Po promichani byla desticka sto¢ena ptfi 1000 rcf 1 minutu a byla provedena
kontrola ptfitomnosti bublin na dné jamek. Pokud byly bubliny pfitomny, desticka se
stocila jeSte jednou. Nasledné se pfipravil automaticky generator kapicek. Nastavilo se
rozlozeni desticky, vlozily se kazety pro tvorbu kapicek, pipetovaci Spicky, odpadni ko$§
a chladici blocek s prazdnou ddPCR destickou pro nové vytvorené kapicky. DAPCR
desticka se vzorky byla vlozena do pfipraveného pristroje a byla provedena tvorba

kapicek.

33



Po uplynuti procesu tvorby kapicek byla vyjmuta a nasledné zapeceténa (180°C,
5 sekund) desti¢ka obsahujici kapicky. Poté byla pfemisténa do termocykléru T100™
a byla provedena PCR (Tab. 5). Jakmile skoncila PCR, byla ddPCR destic¢ka piremisténa
do ¢tecky kapicek QX200™ a proved] se zisk dat a analyza pomoci QuantaSoft™
softwaru. Po dokoncCeni analyzy byla data vizualné a statisticky vyhodnocena. Jednim
z vystupt ddPCR je 2D diagram, znazorfiujici zastoupeni mutovaného a normalniho
(wild-type) genotypu (Obr. 9). Krom toho ddPCR poskytuje kvantitativni informace

o koncentraci jednotlivych alel.

Tab. S: Teplotni a ¢asovy profil PCR

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Inkubace 25 3 min 1
Aktivace enzymu 95 10 min 1
Denaturace 94 30 sec 40
Nasedani primert a 55 1 min 40
prob/extenze DNA
Deaktivace enzymu 98 10 min 1
Inkubace 4 nekonecno 1
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Obr. 9: Grafické znazornéni v podobé 2D diagramu znazormiujici detekované populace kapicek,
obsahujicich mutované alely a wild-type alely genu KRAS ve volné cirkulujici DNA u HCT116
bunééné linie. * - wild-typ alela; ** - mutantni alela; *** — populace kapicek pozitivni jak pro
mutované alely, tak 1 wild-typ alely; **** — negativni populace; FAM - kanal pro detekci
mutovang alely; HEX — kanal pro detekci wild-typ alely.
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4.5.6 Navozeni a kontrola senescence

Pro sledovani vlivu senescence na kinetiku uvoliiovani cfDNA bylo tieba nejdiive
prevést buriky do senescentniho stavu. Toho bylo docileno prostrednictvim rentgenového
zateni o sile 20 Gy. Délka ozéfeni se liSila v zavislosti na velikosti kultivacni lahve. Po
ozareni se buriky umistily zpét do inkubatoru a byly inkubovany po nasledujici dva tydny
v podminkach 37 °C a 5 % CO,. Béhem téchto dvou tydnd bylo buiikam meénéno
kultivatni médium 3x tydné. Zaroveni byly pomoci svételného mikroskopu Olympus
IX51 kontrolovany postupné morfologické zmeény, typické pro senescentni buiiky. Béhem
vymény média bylo nejdiive slito staré médium do odpadu, nasledovalo promyti bun¢k
Ix PBS. Po promyti bylo PBS slito do odpadu a pfidano Cerstvé médium. Po dvou
tydnech, kdy se z optického hlediska ustalila senescence (Obr. 10), se provedla kontrola,
zda jsou bunky opravdu senescentni, a to barvenim 35mm jamek kontrolnich panelt

pomoci B-galaktosidazy (B-Gal).

Obr. 10: Snimek senescentnich bunék HCT116 z fluorescenéniho mikroskopu.
ZvétSeni: 10x.
Barveni B-Gal bylo provedeno podle protokolu vyrobce. Nejdiive se pripravil
zasobni roztok X-gal (20mg X-gal rozpusténo v 1 ml DMSO) a B-Gal barvici roztok

(Tab. 4), kterému bylo nasledn€ upraveno pH na hodnotu 6,0. Odebralo se staré¢ médium

a bunky byly promyty 1x PBS. Po odliti PBS byl k butikam pfidan 1x fixacni roztok
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pfipraveny ze 100x zasobniho roztoku. Buiiky byly inkubovany s fixa¢nim roztokem po
dobu 15 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti 15 minut byl odpipetovan fixacni roztok
a buniky byly opét promyty 1x PBS. Nasledné bylo PBS odlito a k buiikam se pridal B-Gal
barvici roztok. Panel byl zapecetén parafilmem a probéhla inkubace pies noc pti 37 °C
v suchém inkubatoru bez CO,. Po ukonceni inkubace byl -Gal barvici roztok odlit a do
kazdé jamky byl pfidan 70 % glycerol tak, aby byly vSechny buriky ponotené.

Tab. 6: Priprava B-Gal barviciho roztoku pro barveni senescentnich bunck

Reagencie Zasobni Vysledna Objem pro jednu
koncentrace koncentrace 35 mm jamku (pl)
Barvici roztok 10x Ix 930
Roztok A 100x 100x 10
Roztok B 100x 100x 10
Zasobni roztok B 20 mg/ml 50

X-gal
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5 VYSLEDKY

5.1  Vzorce uvoliiovani cfDNA

Kinetika uvoliiovani volné cirkulujici DNA (cfDNA) do kultiva¢niho média byla
charakterizovana v ¢ase u HCT116 a HT-29 nadorovych bunéénych linii. V prabéhu casu
dochazelo k postupnému narastu celkového mnozstvi u obou bunéénych linii (Obr. 11).
Zasadnim rozdilem byla ovSem dynamika ristu mnozstvi cfDNA. V piipadé linie
HCT116 mnozstvi uvolnéné cfDNA pozvolné nartstalo az do tfetiho dne, kdy po 72
hodinach doslo k exponencialnimu narGstu v koncentraci cfDNA, ktera se témér
zdvojnasobila z 2,475 ng/ul na 4,575 ng/ul (Obr. 11A). V pripadé linie HT-29 byl nartst
celkového mnozstvi uvolnéné cfDNA velice pozvolny po celou dobu kultivace
(Obr. 11B). Hodnota koncentrace cfDNA se béhem prvnich 24 hodin téméf nijak
nezmeénila (0,796 ng/ul po 12 hodinach vs. 0,788 ng/ul po 24 hodinach) a tento trend
pretrval i béhem nasledujicich 24 hodin, kdy po 36 hodinach doslo k nariistu koncentrace
cfDNA ve srovnani s odbérem po 24 hodinach, ovS§em béhem nésledujicho odbéru byla

tato hodnota témér identicka. Po 72 hodinach doslo opét k mirnému narastu.

A HCTI116 B HT-29

6,0 3.0

5,0
4,0
1.0
“inh
0.0
12 24 36 48 60

3,0
Cas [hod)] Cas [hod]

Koncentrace cfDNA [ng/pl]
Koncentrace ¢fDNA [ng/pl]
n

2,0
w M
12 24 36 48 60

2 72 72

Obr. 11: Grafické znazoméni uvoliiovani volné cirkulujici DNA (cfDNA) u bunéénych linii
HCT116 (A) a HT-29 (B) v ¢asovych intervalech od 12 do 72 hodin od posledni vymény média.
Chybov¢ usecky odpovidaji smérodatnym odchylkam (£SD, n = 2).

Mira uvoliiovani cfDNA obéma bunéfnymi liniemi byla normalizovéna na
celkovy obsah bunéénych proteint (Obr. 12). Trend zmén koncentrace proteini v Case je
podobny zménam koncentrace cfDNA v Case s jednou vyjimkou. U linie HCT116 doslo
po 24 hodinach k zasadnimu propadu koncentrace proteini z 210 ng/pul na 187 ng/ul
(Obr. 12A). Tento propad v koncentraci proteint po 24 hodinach se ovSem neprojevil pfi

vztazeni miry uvoliiovani cfDNA v Case na koncentraci proteint, kdy je trend obdobny
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trendu uvoliovani ¢fDNA (Obr. 12C). Koncentrace proteind u linie HT-29 v Case
postupné nartista s menSim poklesem koncentrace po 48 hodinach (Obr. 12B).
Koncentrace cfDNA vztazena na koncentraci proteinu u linie HT-29 je na obrazku 12D.
V case je pozorovatelny trend, kdy béhem prvnich 24 hodin se poméry nijak vyrazné
nelisi a nasleduje drobny narGist na hodnotu 0,0004, jez je téméf konstantni béhem

nasledujicich 36 hodin. Po 72 hodinach nasleduje opétovny narust.
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Obr. 12: Grafické znazoméni zmén koncentrace proteint u bunécéné linie HCT116 (A) a HT-29
(B) v casovych intervalech od 12 do 72 hodin od posledni vymény média. Hodnoty zmén
v koncentraci volné cirkulujici DNA byly poté vztazeny na koncentrace proteinti za ucelem
normalizace hodnot, a to jak u linie HCT116 (C), tak i HT-29 (D). Chybové usecky odpovidaji
smérodatnym odchylkam (£SD, n = 2).

5.2  Velikostni slozeni fragmentu cfDNA

Analyzou velikosti fragmentd cfDNA byly zjistény zmény ve velikostech
fragmentd ptitomnych ve vzorku u obou bunécnych linii v ¢ase. Postupné dochazelo
k poklesu zastoupeni delSich fragmenti (>2000 bp) a k nartstu zastoupeni fragmentt
kratSich délek (<200 bp). U linie HCT116 zpoc¢atku pievazovaly fragmenty o velikosti
2500 — 5000 bp av pribéhu casu zacalo nartustat mnozstvi fragmentl kratSich délek
(Obr. 13). Prvni naznak narastu piku v oblasti kratSich fragmentu je viditelny po uplynuti

48 hodin od vymény média. Nejciteln€ji doslo k narastu kratSich fragmentd po uplynuti
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72 hodin, kdy jsou dobfe viditelné piky elektroferogramu v oblasti hodnot 166 a 183 bp,
pak v oblasti 339 az 366 bp a v oblasti 449 az 559 bp.
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Obr. 13: Kapilarni elektrofegramy znazorujici velikosti fragmentii volné cirkulujici DNA,
izolované z bunck HCT116 v ¢asovych intervalech od 12 hodin do 72 hodin od posledni
vymény média.
U linie HT-29 béhem prvnich 24 hodin pfevazovaly fragmenty o velikosti
5000 - 8000 bp (Obr. 14). S postupyjicim casem se pomér dlouhych a kratkych fragmenta
zacal pfesouvat ve prospéch kratSich fragmentt a po uplynuti 60 hodin od vymény média
se nachazela vétsina fragment v oblasti do 2000 bp. Zejména jsou dobte viditelné piky
v oblasti 48 az 56 bp a 134 az 176 bp (Obr. 14). Po uplynuti 72 hodin se piky nachazely

ve zhruba obdobnych mistech bez zna¢ného posunu k niz§im délkam fragmentt.
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Obr. 14: Kapilami elektrofegramy znazomiujici velikosti fragmentii volné cirkulujici
DNA, izolované z bunék HT-29 v €asovych intervalech od 12 hodin do 72 hodin od
posledni vymény média.

5.3  Detekce a zastoupeni mutaci typickych pro kolorektalni karcinom

Pro detekci a kvantifikaci zastoupeni dvou somatickych mutaci byla vyuzita
pouze bunécna linie HCT116. Ta byla upfednostnéna z davodu vyssich vytézka cfDNA
oproti HT-29 linii (Obr. 11). U linie byly detekovany ob¢ alely genii KRAS (Obr. 15A)
a PIK3CA (Obr. 15B). Kromé detekovanych nemutovanych a mutovanych alel se ve
vzorcich vyskytovaly 1 populace molekul cfDNA s mutovanymi alelami v obou genech

i populace s wild-type alelami obou gent (Obr. 15).
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Obr. 15: 2D diagram znazomujici populace kapicek obsahujicich mutované alely
awild-typ alely genu KRAS (A) a PIK3CA (B) ve volné cirkulujici DNA (cfDNA)
u bunééné linie HCT116. Modré populace tecek predstavuji kapicky s molekulami cfDNA
nesouci mutovanou alelu, zelené wild-typ alelu a oranzové predstavuji kapicky
s molekulami ¢fDNA pozitivnimi jak pro mutovanou alelu, tak i wild-typ alelu. FAM —
kanal pro detekci mutované alely; HEX — kanal pro detekei wild-typ alely.

Pfi porovnani koncentraci mutovanych a nemutovanych alel byly zjistény rozdily

v téchto hodnotach, a to zejména u genu KRAS (Obr. 16A). Koncentrace mutované alely
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byla ve vSech pfipadech niz§i nez koncentrace nemutované alely. Zaroven je
pozorovatelny vyrazny pokles v koncentraci mutované alely po 24 hodinéch,
nasledovany opé€tovnym narastem. V piipadé nemutované alely dochazi k presnému
opaku. Po 24 hodinach je koncentrace nemutované alely KRAS nejvyssi (57,4 kopii/pl)
a postupné klesa az do posledniho odbéru po 72 hodinéach, kdy byl detekovan opétovny
narust. U genu PIK3CA jsou trendy ve zménach koncentrace stejné u obou typu alel
s nejvys§imi hodnotami po 48 hodinach (40,35 kopii/ul) pro nemutovanou alelu,

respektive po 60 hodinach pro mutovanou alelu (37,35 kopii/ul, Obr. 16B).
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Obr. 16: Grafické znazoméni zmén koncentrace mutovanych a nemutovanych alel gentt KRAS
(A) a PIK3CA (B) u bunécné linie HCT116. Zmény byly pozorovany v ¢asovych intervalech od
12 do 72 hodin od posledni vymény média. Chybové tsecky odpovidaji smérodatnym odchylkam
(£SD, n =2).

42



Pro lepsi prehlednost byly poméry koncentraci mezi mutovanou a nemutovanou
alelou u obou gent vyneseny na samostatny graf (Obr. 17). Lze si tak povSimnout
mensich rozdil mezi mutovanou a nemutovanou u genu PIK3CA, kdy jsou poméry blize

hodnot€ 1 ve srovnani s genem KRAS.
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Obr. 17: Grafické znazoméni pomérti koncentraci mutovanych a nemutovanych alel gentt KRAS
a PIK3CA ubunécné linie HCT116. Chyboveé tsecky odpovidaji smérodatnym odchylkam (£SD,
n=2).

5.4  Vliv senescence na Kkinetiku uvolfovani cfDNA, velikost fragmenti
a zastoupeni mutaci
Po dvou tydnech od ozateni doslo u 99 % bun¢k HT-29 k amrti, zatimco u bunék
HCT116 se po umrti vétSiny bunék (cca 80 %) ustalila senescence, a proto byla pro
experimenty sledovani vlivu senescence na kinetiku uvoliiovani c¢fDNA zvolena
nadorova linie HCT116. U bunék byla potvrzena senescence prostfednictvim p-Gal
barveni (Obr. 18). Pro zjisténi vlivu senescence byla na téchto senescentnich buikach

provedena stejna série experimentd jako v bodech 5.1 az 5.3 vyse.

Obr. 18: Snimek senescentnich bun¢k obarvenych
pomoci B-Gal barveni. Zvétseni: 10x.
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Ve vzorcich senescentnich bunék byly detekovany vyssi koncentrace cfDNA
v porovnani s nesenescentnimi burikami (Obr. 19A). Koncentrace cfDNA stoupala béhem
prvnich 72 hodin az k hodnotam 38 ng/pl, coz je o 33,5 ng/ul vice nez u nesenescentnich
bunék za stejny Casovy usek (Obr. 11). Béhem nésledujicich 24 hodin doslo k ustaleni
koncentrace na obdobnou hodnotu. Po uplynuti dal§ich 72 hodin doslo k poklesu celkové
koncentrace cfDNA z37,5 ng/ul na 33 ng/ul. Rozdil mezi senescentnimi
a nesenescentnimi burikami v koncentraci bunéCnych proteini nebyl statisticky
vyznamny (Obr. 19B). Jiny byl ovSem trend ve zménach koncentrace bunécnych proteinti
v porovnani s nesenescentnimi buiikami. Koncentrace proteint po 24 hodinach byla vyssi
nez ta po 48 hodinach. Nasledné dochézelo k nartstu koncentrace s maximem po uplynuti
96 hodin, kdy koncentrace dosdhla hodnoty 236 ng/ul. Pii poslednim odbéru doslo
k nejciteln€jsimu propadu koncentrace, a to o 29 ng/pl, coz je nejnizsi hodnota za celou
dobu. Za tucelem normalizace pak byly hodnoty koncentrace cfDNA vztazeny na

celkovou koncentraci bunécnych proteint ve vzorku (Obr. 19C).
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Obr. 19: Grafické znazornéni zmén koncentraci volné cirkulujici DNA (cfDNA, A) a proteinu
(B) u senescentnich bun¢k nadorové linie HCT116 v Casovych intervalech od 24 do 168 hodin
od posledni vymény média. Hodnoty zmén v koncentraci volné cirkulujici DNA byly poté
vztazeny na koncentrace proteini za ucelem normalizace hodnot (C). Chybové usecky
odpovidaji smérodatnym odchylkam (£SD, n = 2).
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Dale byla provedena analyza velikosti fragmenti cfDNA u senescentnich bunék.
V porovnani s nesenescentnimi butikami jsou hned od pocatku dobfe pozorovatelné piky
pro kratsi délky fragmentd (167 bp), nasledované piky nasobkd nukleozomu
(tzv. zebftickovity vzor). Zpocatku prevazuje mnozstvi delSich fragmentt oproti krat§im
av prubéhu Casu dochazi k narGistu mnozstvi kratSich fragmentt a k tbytku delSich
fragmentd (Obr. 20). Po uplynuti 168 hodin pfevazuje mnozstvi kratSich fragmentti nad
delSimi, ovSem ve vzorcich byly stale pfitomné i fragmenty vétSich délek (az 8 466 bp

dlouhé).
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Obr. 20: Kapilami elektrofegramy znazormujici velikosti fragmentt volné cirkulujici DNA,
izolovang ze senescentnich bun¢k nadorové linie HCT116 v ¢asovych intervalech od 24 hodin
az po 168 hodin od posledni vymény média.
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U cfDNA ze senescentnich bunék byly stejné jako u nesenescentnich bunck
detekovany jak mutovana, tak i nemutovana alela genit KRAS (Obr. 21A) a PIK3CA
(Obr. 21B). Na rozdil od nesenescentnich bunék zde byla pfitomna vyrazné vétsi

populace kapicek, obsahujicich molekuly cfDNA s mutovanou alelou obou gend.
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Obr. 21: 2D diagram znazoriujici populace kapi¢ek obsahujicich mutované alely
awild-typ alely genu KRAS (A) a PIK3CA (B) ve volné cirkulujici DNA (cfDNA)
u senescentnich bunék nadorové linie HCT116. Modré populace tecek predstavuji kapicky
s molekulami c¢fDNA nesouci mutovanou alelu, zelené¢ wild-typ alelu aoranzové
predstavuji kapicky s molekulami cfDNA pozitivnimi jak pro mutovanou alelu, tak
i wild-typ alelu. FAM — kanal pro detekci mutované alely; HEX — kanal pro detekci

wild-typ alely.
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Celkove vyssi mnozstvi cfDNA se projevilo i na koncentraci obou forem gent
KRAS a PIK3CA. V porovnani s nesenescentnimi burikami jsou koncentrace
nekolikanasobné vyssi (Obr. 16 vs. Obr. 22). Koncentrace mutované i nemutované alely
genu KRAS v prub&hu prvnich 48 hodin velice pozvolné narustaji, s velkym nartstem po
uplynuti 72 hodin (narast o 101 kopii/ul nemutované alely, respektive 97,5 kopii
mutované alely). Béhem nasledujicich 24 hodin dochézi k poklesu koncentraci obou alel
nasledovanému mirnym vzristem po dalSich 72 hodinach (Obr. 22A). V piipadé genu

PIK3CA je trend ve zménach koncentraci obou typu alel obdobny s trendem u genu KRAS
(Obr. 22B).
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Obr. 22: Grafické znazoméni zmén koncentrace mutovanych a nemutovanych alel genii KRAS
(A) a PIK3CA (B) u senescentnich bun¢k nadorové linie HCT116. Zmény byly pozorovany
v ¢asovych intervalech od 24 do 168 hodin od posledni vymény média. Chybové tusecky
odpovidaji smérodatnym odchylkam (£SD, n = 2).
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Pro lepsi prehlednost byly opét poméry koncentraci mezi mutovanou
a nemutovanou alelou u obou genti vyneseny na samostatny graf (Obr. 23). Zasadnim
pozorovanym rozdilem oproti nesenescentnim burikam byl rozdil v pomeéru koncentrace
mutované alely ke koncentraci nemutované u genu KRAS (Obr. 17 vs. Obr. 23).
U senescentnich bunék jsou poméry koncentraci mutované alely k nemutované
v blizkosti hodnoty 1 (od 0,967 po 1,015). V piipadé genu PIK3CA jsou hodnoty poméra
blizké hodnoté 1 (od 1,008 po 1,036).
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Koncentrace WT alely [kopie/ul]
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24 48 72 96 168
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BMUT/WT KRAS OMUT/WT PIK3CA

Obr. 23: Grafické znazornéni pomérti koncentraci mutovanych a nemutovanych alel gentu
KRAS a PIK3CA u senescentnich bun¢k nadorové linie HCT116. Chybové usecky odpovidaji
smérodatnym odchylkam (£SD, n = 2).

5.5  Detekce mutaci genu KRAS a PIK3CA u pacienti s CRC

Po izolaci cfDNA z plazmy pacienti s CRC byla provedena analyza velikostniho
slozeni fragmentd cfDNA. Pro pifedstavu je vyobrazen elektroferogram pacienta
MRD3320 SKI1 (Obr. 24). Na elektroferogramu jsou dobie viditelné dva piky
reprezentujici fragmenty o velikosti 158 bp a 302 bp.
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Obr. 24: Kapilami elektroferogram znazormujici
velikost fragmentli volné cirkulujici DNA izolované
z krevni plazmy pacienta MRD3320 SK1.
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Pouze u jednoho pacienta byla detekovana mutace G13D genu KRAS, zatimco
mutace H1047R genu PIK3CA byla detekovana u tii ze Ctyf pacientt (Obr. 25). Ziskana
data od vSech pacientti pak byla doplnéna do Tab. 7.

A R
~n | =]

Amplituda
Amplitud:
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Obr. 25: Diagramy z ddPCR znazomiujici detekované fragmenty volné cirkulujici DNA
(cfDNA) obsahujici mutované alely gentit KRAS a PIK3CA u pacientt s kolorektalnim
karcinomem. A — diagram pacienta MRD3320 SK1 s detekovanou mutaci G13D genu
KRAS; B - diagram pacienta MRD3320 SK1 s detekovanou mutaci H1047R genu
PIK3CA; C - diagram pacienta MRD3321 SK1 s detekovanou mutaci H1047R genu
PIK3CA; D - diagram pacienta MRD3297 SKS5 s detekovanou mutaci H1047R genu
PIK3CA. Sipky oznauji detekovany fragment cfDNA s mutovanou alelou.

Tab. 7: Souhrnna data od jednotlivych pacienti s kolorektalnim karcinomem

. . . Koncentrace Pozitivni detekce Koncentrace (pocet
Mnozstvi

Pacient plazmy . volné” ] mutace kopii/pl)
(ml) cirkulujici KRAS PIK3CA KRAS  PIK3CA
DNA (ng/ul) GI3D HI047R GI13D HI047R
MRD3318 SK1 1 1,09 ne ne
MRD3320 SK 1 2 9,46 ano ano 1,44 234
MRD3321 SK1 1,5 2,68 ne ano 1,28
MRD3297 SK5 1 1,68 ne ano 1,35
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6 DISKUZE

Kolorektalni karcinom (CRC) je jednim z nejCastéji se vyskytujicich karcinomu
po celém svété, vyznacujici se vysokou mortalitou, ktera je disledkem diagndzy
onemocnéni az v pokrocilych stadiich (Sung ez al., 2021). Tekuta biopsie se nabizi jako
jedna z moznych alternativ k bézné tkanové biopsii, jejiz nejvétsi nevyhody, jako jsou
invazivnost, pacientiv diskomfort nebo heterogenita nadoru, stale pretrvavaji
(Alieva et al., 2018). Tekuta biopsie vyuziva fady biomarkert detekovatelnych v télnich
tekutinach. Mezi tyto biomarkery patii cirkulujici nadorova DNA (ctDNA), cirkulujici
nadorové buriky (CTC) nebo extracelularni vezikuly. CtDNA predstavuje diky snadnému
ziskavani a alternacim v koncentraci v télnich tekutinach dobfe vyuzitelny a obsahly
zdroj informaci o nadorovém onemocnéni (Li ez al., 2022). Cilem této diplomové prace

bylo analyzovat a charakterizovat ctDNA u bunécnych linii CRC a pacientii s CRC.

Celkova hladina volné cirkulujici DNA (cfDNA) se odliSovala v zavislosti
na nadorové linii. U linie HCT116 byly detekovany znacné vy$si hladiny cfDNA
ve srovnani s linii HT-29. Hlavnim divodem je pravdépodobné odlisny Cas potiebny
ke zdvojnasobeni poctu bunék (z angl. doubling time), ktery maji HCT116 téméf
0 12 hodin kratsi ve srovnani s HT-29 (Bazzocco ef al., 2015). Ob¢ linie ale vykazovaly
vzrustajici trend koncentraci cfDNA, jenz byl pozorovan napt. u bunék nadorové linie
osteosarkomu 143B (Bronkhorst ef al., 2016). Vzrastajici trendy u obou ziistaly i po
vztazeni koncentraci cfDNA na koncentraci proteint, a to i pres odchylku v koncentraci

proteinti u linie HCT116, kde po 24 hodinach doslo k propadu.

V prubéhu casu dochazelo ke zménam ve velikosti fragmenti cfDNA.
S postupujicim ¢asem se zvySovalo mnozstvi mensich fragment s dobie pozorovatelnym
zebrickovitym vzorem nasobku délky odpovidajici DNA ovinuté kolem jednoho ¢i vice
nukleozomt a linker DNA ubytkem dlouhych fragmenti. Tento posun v délkach
fragmentd u cfDNA byl zaznamenan v fadé studii (Bronkhorst ef al., 2016;
Aucamp et al., 2017). Zpocatku jsou pfitomny zejména dlouhé fragmenty cfDNA
(>2000 bp), které¢ jsou pravdépodobné uvoliiovany do extracelularniho prostoru
aktivnimi mechanismy (Morozkin ez al., 2009). S postupem c¢asu (od 48 hodin) se zacala
projevovat na elektroferogramu vy$si mnozstvi kratSich fragmentt. Ve studii Bronkhorst
et al. (2016) zjistili, ze fragmenty cfDNA uvolilované buitikami ve formé& apoptickych
télisek maji na elektroferogramech piky v nasobcich nukleozomu (profil ozna¢ovany jako

tzv. ladder pattern), poc¢inaje pikem v oblasti okolo 167 bp nasledovanym pikem v oblasti
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okolo 340 bp atd. Tento trend je pozorovatelny u pozdéji odebranych vzorku, a lze tak
soudit, ze k apoptoze dochéazelo az v pozdéjSich Casech. Mimo tyto kratké piky byly ve
vzorcich pritomny také dlouhé fragmenty, které byly do média uvolnény pravdépodobné
nekrozou v dasledku postupného vycCerpani zivin, ¢imz doSlo ke zvySeni stresu

pusobiciho na buriky.

Relativni zastoupeni mutovanych alel a wild-type alel bylo odlisné u nami
zkoumanych genti. U genu KRAS bylo detekovano podstatné niz§i zastoupeni mutované
alely oproti wild-typu. Z dohledatelnych dat ovSem vyplyva, ze frekvence alelickych
variant je u tohoto genu u nadorové linie HCT116 50 % (Debeljak ez al., 2018), a tudiz
by zastoupeni mutované a nemutované alely mélo byt obdobné. Toto by platilo
u genomické DNA. V pfipadé cfDNA si uz timto ov§em nemuazeme byt tak jisti. Jednou
z moznosti, jak vysvétlit propad mutované alely a souc¢asnou dominanci nemutované
alely po uplynuti 24 hodin, je omezeni aktivniho transportu ctDNA do extracelularniho
prostoru. Pokud by doSlo k omezeni uvolnéni extracelularnich vezikul (EV) nesoucich
praveé mutovanou DNA, mohlo by dojit k propadu v koncentraci mutované alely pfitomné
vramci cfDNA. K omezeni uvolnéni EV muze dojit béhem stresovych podminek
v disledku  autofagie, coz je dilezity bunéény ochranny mechanismus
(Biaxauli et al., 2014). V nasem ptipadé by mohlo dojit ke stresu v pribéhu pasaze bunék
nebo vymény média a vliv stresu by se projevoval v prubéhu prvnich 36 hodin. Vysledek
studie Bhatta ef al. (2021), zaméfeny na selektivni tfidéni mutantniho proteinu pS3 do EV
u nekolika typu rakovin, by mohl podpofit tuto teorii, jelikoz by se tak vysvétlil pokles
mutované alely. Mimo to, velké EV obsahuji velké molekuly DNA s mutacemi
a aberacemi typickymi pro nadorovou DNA (Vagner ef al., 2018). V porovnani s genem
KRAS, koncentrace mutované a nemutované alely genu P/K3CA, ktery ma u nadorové
linie HCT116 stejnou hodnotu frekvence alelickych variant jako gen KRAS, si jsou velice

blizké svymi hodnotami.

Vliv bunécné senescence na kinetiku uvoliiovani ¢fDNA neni zatim znam.
V nasem pftipadé byly vypozorovany vyssi koncentrace cfDNA u senescentnich bunék,
coz je vrozporu svysledky od Rostami er al. (2020), kde senescence indukovana
ionizujicim zafenim, stejné jako v naSem piipad€, ma negativni vliv na uvolfiovani
cfDNA. Diavodem pro takto naméfené hodnoty by mohla byt zvySena nekroza u téchto
bunék, jez by vedla ke kontaminaci izolované cfDNA genomickou DNA. Tento zavér

podporuje jednak snizena koncentrace proteini po uplynuti 168 hodin od posledni
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vymény média, ale také v Case se zvySujici mnozstvi kratkych fragmentt a snizujici se
mnozstvi delSich fragment. Na druhou stranu, v pribéhu experimentu byly provedeny
kroky k eliminaci kontaminace genomickou DNA (dvoji centrifugace pifed zamrazenim
biologického materialu a dalsi centrifugace po rozmrazeni vzorku). V dasledku zvysSené
nekrozy by se totiz teoreticky mohlo do média uvolnovat vétsi mnozstvi DNA nukleaz,
které by mohly velké fragmenty DNA zacit §tipat na men$i fragmenty. Dal§Sim moznym
dikazem kontaminace genomickou DNA je témeér identické zastoupeni mutantni alely
a wild-typ alely u genu KRAS, coz je opak vysledku dosazeného u nesenescentnich bunék.
Vzhledem k tomu je potfeba vénovat vyzkumu vlivu senescence na kinetiku uvoliiovani
cfDNA vétsi usili.

U vzorkli pacienti s CRC byl pii evaluaci velikosti fragmenti cfDNA
vypozorovan jednak charakteristicky profil nasobkii nukleozoml, coz odkazuje
na apoptozu, ale byla také detekovana mala mnozstvi fragmenti o velikosti okolo
2000 bp, uvolnénych do krevniho fecisté pravdépodobné aktivnimi mechanismy.
Fragmenty apoptického ptivodu mohou byt uvolfiovany jak zdravymi, tak i nadorovymi
buinikami, ov§em hladina apoptozy je u nadorovych bunék pravdépodobné vyssi, zejména
kvali vysSsi urovni stresi nebo snizené vaskularizaci nadori a okolnich tkani
(Jahr et al., 2001). Vzhledem k mnozstvi fragmentd v tomto velikostnim rozmezi
a komplexnosti vSech moznych biologickych procest je ale nepravdépodobné, Ze by
vSechny fragmenty byly apoptického pivodu. Mize se z Casti jednat i o pavodné delsi
fragmenty, uvolnéné at' uz aktivnimi, ¢i jinymi pasivnimi mechanismy (viz kapitola
3.2.2), které byly nastipany DNazami  pfitomnymi v krevnim  obé&hu
(Stephan ez al., 2014). Prestoze tada studii vypozorovala vyss§i miru fragmentace a kratsi
délku fragmenti u ctDNA v porovnani scfDNA od zdravych pacientt
(Mouliere ef al., 2014; Underhill ez al., 2016; Hallermayr ef al., 2022), v na§em piipade
nebyly fragmenty kratSich délek (<150 bp) pfitomny v pacientskych vzorcich. Pro
potvrzeni této skuteCnosti by bylo ovSem tfeba vétsi mnozstvi klinickych vzorku.
Hallermayr et al. (2022) prezentovali moznost vyuziti nadorovée-specifického vzorce
fragmentace cfDNA k detekci ctDNA. Z klinického hlediska by se tak mohlo jednat
o pouzitelny biomarker v tekuté biopsii pro diagnézu a sledovani reakce na terapii

u pacienti s CRC.

Pti detekci vzacnych mutaci prostfednictvim ddPCR u klinickych vzorkt plati

obecna shoda, ze az pfi detekci dvou/tii a vice kapicek obsahujicich mutovanou alelu
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muze byt vzorek prohlasen za pozitivni (Chan et al., 2020; Silveira et al., 2021). V nasem
ptipadé k tomu doslo pouze u jednoho pacienta, a to jen v pripadé mutace H1047R genu
PIK3CA. Davodem pro tak nizkou pozitivu je pravdépodobné malé mnozstvi plazmy,
které pouze v pifipadé pozitivniho pacienta dosahovalo mnozstvi 2 ml. U zbylych
pacientskych vzorkli bylo omezené mnozstvi krevni plazmy v rozpéti od 1 do 1,5 ml,
coz odpovida ziskanym vysledkiim. Z tohoto 1ze vyvodit nutnost stanoveni minimalniho

objemu analyzované plazmy u pacientti na 2 ml.

53



7 ZAVER

V predkladané diplomové praci jsme se zabyvali analyzou a charakterizaci
cirkulujici nadorové DNA (ctDNA) u nadorovych bunéénych linii kolorektalniho
karcinomu (CRC) a pacientd s CRC. U volné cirkulujici DNA (cfDNA) izolované
z bunénych linii byly zkoumany kinetika uvolfiovani v Casovych intervalech, délka
fragmentti a zastoupeni bodovych mutaci typickych pro CRC. Dale pak byly tyto
parametry sledovany u senescentnich bun¢k nadorové linie HCT116. U pacienti s CRC

byla provedena analyza koncentrace a velikosti fragmentl, nasledovana detekci

bodovych mutaci KRAS a PIK3CA v cfDNA.

Zjistili jsme, ze béhem kultivace nadorovych bunécnych linii HCT116 a HT29
dochazi k naristu koncentrace cfDNA a rovnéz roste pomémné zastoupeni kratkych
fragmentt, odkazujici s nejvétsi pravdépodobnostni na probihajici apoptozu. Mutovana
alela KRAS se v cfDNA u bunééné linie HCT116 vyskytovala s podstatné nizsi frekvenci
nez wild-typ alela tohoto genu, coz potvrzuje teorii o selektivni sekreci. Vliv senescence
na kinetiku uvoliovani cfDNA nebyl potvrzen pravdépodobné v disledku kontaminace
genomickou DNA. U vzorkt pacientd s CRC byly detekovany fragmenty cfDNA typické
pro apoptédzu, ale i fragmenty odvozené od aktivnich mechanismu sekrece ctDNA. Pri
detekci mutaci se potvrdila patogenni mutace v genu PIK3CA pouze u jednoho pacienta,
zatimco mutace v genu KRAS nebyla v ctDNA pacienti detekovana. Ziskané poznatky
o chovani ctDNA umozni presnéjsi interpretaci a Casnéj§i implementaci tekuté biopsie do

diagnostiky nejen nadorovych onemocnéni.
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