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I. Cile prace

Provést reSerS$i na dané téma, zorientovat se v problematice detekce cirkulujicich
nadorovych bunék u solidnich nadort, ziskat teoretické a praktické znalosti PCR
metodiky, naucit se pracovat s patficnymi databazemi a softwarem (PubMed, RotorGene
6, aj.).

Naucit se pracovat s bunéénymi liniemi (kultivace, pasdzovani, koloniformni test),
izolaci leukocytli ze vzorkl krve, izolaci RNA a reverzni transkripci a stanovit expresi
vybranych markerii metodou kvantitativni RT-PCR.

Porovnat metody pfimé a nepiimé detekce cirkulujicich nadorovych bunék, jejich

vyhody a nevyhody pfi pouziti v praxi.



I1. Uvod

V této bakalarské praci se budu zabyvat detekci cirkulujicich nddorovych bunék
pouzivanych ke stanoveni minimalni rezidudlni choroby, a to konkrétné u nadorovych
bun¢k kolorektalniho karcinomu.

V dne$ni dobé je rakovina jednim znejzavaznéjSich celosvétové rozsifenych
onemocnéni, které je diagnostikovano priimérné u kazdého tietiho ¢lovéka a je pti¢inou
priblizn¢ 25 % vSech umrti. V soucasnosti lze pozorovat trend narlstajictho mnozstvi
nové diagnostikovanych nadorti, ale také zvySujici se pocet pacientd, které se podaftilo
uspesné vylécit. Tento fakt se da pricist pfedevs§im urovni soucasné mediciny, nove
vyvinutym lé¢ebnym metoddm a taky neustale naristajici v€asné diagnostice souvisejici
S T0zvojem prevence.

Existuje Siroké spektrum metod uréenych k diagnostice nddorovych onemocnéni. Mezi
ty v soucasnosti nejbéznéjsi patii metody cytologie, histologie, imunohistochemie a na ni
navazujici metody zaloZzené na molekularni diagnostice.

V posledni dob¢ byla vyvinuta a je bézn€ pouzivana celd fada metod zalozenych
na molekularni diagnostice, slouzicich k pfimé i nepiimé detekci a pozorovani
zhoubnych nddorovych onemocnéni. Mezi nejéastéji pouzivané patii pro svou rychlost
a pfesnost diagnézy piedev§im metody vyuZzivajici piimé detekce -cirkulujicich
nadorovych bunék (CTCs) dokazujici pfitomnost nebo absenci téchto bunck piimo
ve vzorku periferni krve pacienta (CellSearch, ISET, EpCAM ¢ipy, Maintrac, ScreenCell,
atd.). Déle k nim patfi nejdéle pouzivand metoda PCR, tzv. zlaty standard v diagnostice
CTCs, ktera je naopak zalozena na nepiimé detekci CTCs pomoci analyzy nukleovych
kyselin ziskanych ze vzorku krve.

S rozvojem pozorovani cirkulujicich nadorovych bunék se v poslednim desetileti
rozvinula vySetfeni detekce minimalni rezidualni choroby (MRD) pro solidni maligni
nadory. Vcasnou diagnézou MRD se da ptedejit navratu nadorového onemocnéni
u pacientt, kterym jiz bylo v minulosti nddorové onemocnéni diagnostikovéano a poté jim

byl nador Gspeésn¢ odstranén.



III. Teoreticka c¢ast

1 KOLOREKTALNI KARCINOM

Kolorektalni karcinom (CRC; colorectal cancer) je maligni nddorové onemocnéni
tlustého stfeva a kone¢niku, které zaujima po karcinomu plic a karcinomu prsu treti pricku
mezi celosvétoveé nejCastéji se vyskytujicimi malignitami (viz Obr. 1). U Zen se
celosvétové jednd dokonce o druhy nejrozsifenéjsi karcinom. Je to jedno
byl karcinom diagnostikovan, celosvétoveé kolem 50 %. V méné vyspélych zemich je
umrtnost dokonce 52%. Tento rozdil je dan ptfedevsim rozdilnou kvalitou zdravotnictvi

v riiznych ¢astech svéta. (podle www.globocan.iarc.fr)

Incidence

1,824,701 (13.0%)

M Lung
Breast
4,969,280 (35.3%) — 1,671,148 (11.8%) Colorectum
W Prostate
W Stomach
—— 1,360,602 (9.7%) Liver
429,793 (3.1%) Cervix uteri
455,784 (3.2%) 1,094,916 (7.8%) | OeSODhagUS
527 624 (3.8%) —— 951594 (5.8%) W Bladder -
782,451 (5.6%) Other and unspecified

Obr.1: Odhadovana incidence vSech karcinomii u obou pohlavi vroce 2012 (podle
www.globocan.iarc.fr)
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1.1 Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Rozsifeni je celosvétové s vysSim mnozstvim indikaci ve vyspélejSich zemich Evropy
a Ameriky. Témét 55 % z celkového poctu novych nélezli je stanoveno ve vyspélych
zemich (viz obr. 2). Vroce 2012 bylo celosvétové zaznamenano piiblizné 1 361 000
diagnostikovanych ptipadt a témét 694 000 timrti. Kolorektalni karcinom v globalnim
méfitku postihuje vice muze nez Zeny (746 000 novych nalezii u muzi a 614 000 u Zen).
V Evropé bylo v roce 2012 celkové zaznamendno 447 000 novych piipadi a 215 000
umrti. Nejvice diagnostikovanych naddorti v Evropé bylo na Slovensku, na druhém misté
je Mad’arsko a na tietim Déansko. Ceska republika je v tomto Zebii¢ku na patém misté.
(podle www.globocan.iarc.fr)

Konkrétné v Ceské republice je kolorektalni karcinom hned po karcinomu plic druhym
nejcastéji se vyskytujicim naddorovym onemocnénim a druhym nejcastéjSim nadorem,
ktery nakonec kon¢i umrtim pacienta. (Ferlay ef al., 2010) Podle zvetejnénych statistik
bylo v roce 2013 v CR zaznamenéno celkem 8066 pacientt, kterym byla diagnostikovéna
rakovina tlustého stfeva nebo konecniku. Soucasné bylo zaznamenano 3716 piipadi
umrti, které bylo zptisobeno pravé kolorektalnim karcinomem. V soucasnosti se imrtnost
v CR vlivem tohoto onemocnéni diky neustale vzriistajici prevenci a medicinalnimu
pokroku v detekci a 1écbé kolorektalniho karcinomu snizuje (viz obr. 3 a obr. 4). Diky
existujicim preventivnim programéim pro ob&any CR se da o¢ekavat, Ze klesajici trend

bude pokracovat i v nasledujicich letech. (Dusek et al., 2005)

11



Male Female

Australia/New Zealand
Western Europe
Southern Europe
Naorthern Europe

More developed regions
Central and Eastern Europe
Northern America
Micronesia

Eastern Asia

World

Caribbean

South America

Western Asia
South-Eastern Asia

Less developed regions
Southern Africa

Polynesia

Melanesia

Central America

Northern Africa

Eastern Africa

South-Central Asia

Middle Africa

Western Africa

50 40 a0 20 10 0 10 20 a0 40 50

M Incidence
GLOBOCAN 2012 (IARC) M Mortality

Obr. 2: Celosvétova incidence a mortalita u kolorektalniho karcinomu u muza a Zen
(podle globocan.iarc.fr)
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C18-C21 - ZN tlustého strfeva a koneéniku, Zeny -~ Incidence
Vivoj v case -~ Mortalita

ASRCW

N
Analyzovana data: Nlinc)=111477, Nimor)=66474 http: fwww.svod.cz

Obr. 3: Vyvoj incidence a mortality CRC v CR u Zen od roku 1977 do roku 2015
prepocitany na 100 000 obyvatel (podle svod.cz)

C18-C21 - ZN tlustého streva a konecniku, nuZi -~ Incidence
Vovoj v case - Mortalita

ASRCWD

(mor)=86291 http: //www.svod.cz

Obr. 4: Vyvoj incidence a mortality CRC v CR u muzi od roku 1977 do roku 2015
prepocitany na 100 000 obyvatel (podle svod.cz)
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1.2 Diagnostika a projevy onemocnéni

Vedle vysoké a neustdle stoupajici incidence méa toto maligni onemocnéni
1 vysokou mortalitu zpiisobenou zejména diagnézou onemocnéni v pokrocilych stadiich,
kdy jsou léCebné postupy pouze omezené a Sance na vyléceni mald. Vcasna diagnostika
je v8ak obtiznd, protoze se onemocnéni ve vétsiné piipadl dlouho rozviji bez jakychkoliv
vngjsich piiznakt. Casté jsou také metastdzy do ostatnich organtl, které jsou obvyklou
ptic¢inou piichodu pacienta k 1¢ékati a odhaleni kolorektalniho karcinomu.
NejvyraznéjSim projevem kolorektdlniho karcinomu je obturace stfeva, pokud
nadorova masa vyplni celé stievni lumen. Klinicky pak pacient pfichazi s bolestmi
v oblasti ilea, kde dochazi nejéastéji k ucpavani stieva z diivodu zizeni. Castéjsimi, a ne
tak klinicky vyraznymi projevy obturace stfeva mohou byt zacpa, prijem, nadmérna
plynatost, ¢asté nuceni na stolici, pocit nedostatecného vyprazdnéni, bolesti biicha a krev
nebo hlen ve stolici. Vedlejsi priznaky, které se obvykle vyskytuji v pozdnéj$im stadiu
onemocnéni, jsou unava, slabost, nadmérné hubnuti, nevolnost a nechutenstvi, bledost
a Zloutenka, zvySena teplota. Obc¢as dochazi i k nartistu objemu bfisni dutiny. (Dusek et

al., 2005)

1.3 Rizikov¢ faktory

Rizikové faktory se obecné u vSech nddorovych onemocnéni daji rozdé€lit na dveé
kategorie. Zaprvé to jsou faktory vnéjsi, které zahrnuji zivotospravu a zivotni styl daného
jedince. Tyto faktory muze kazdy ovliviiovat a tim pfedchazet vzniku nadorovych
onemocnéni. Potom to jsou faktory dédi¢né, které predstavuji predispozice k uréitym
onemocnénim, které ¢loveék zdédil po svych predcich. Lidé, kteti maji v rodiné né&jaké
predispozice ke karcinomu a vi o tom, by tak méli davat vétsi pozor na potlacovani
vnéjsich faktorti a chodit na pravidelné 1ékatské prohlidky. (Kollarova, 2011)

Hlavnimi vnéj$imi faktory zvySujicimi pravdépodobnost a rozvoj tohoto onemocnéni
jsou hyperinzulinémie, obezita, koufeni a Spatné stravovaci ndvyky. To znamena
predevsim konzumace nevhodné upraveného masa (hlavné smazeného, grilovaného,

uzené¢ho a peceného), zvySeny piijem zivocisSnych tukll a maly piijjem vlékniny.
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Vyraznym faktorem negativné souvisejicim se vznikem karcinomu kolorekta je také
zvySena konzumace alkoholu. (Cho et al., 2004) Krom¢ Spatného stravovani je
problémem také nedostatecné mnozstvi pohybu, se kterym souvisi zpomaleni
metabolismu, coz taky vyrazné zvySuje riziko onemocnéni. (Kollarova, 2011)

Vedle vnéjsich faktort je dalsim podstatnym faktorem dédi¢na dispozice. To znamena
pfevazné zvysené riziko vzniku onemocnéni u lidi, u jejichz biologickych pfibuznych se
nador tlustého stfeva nebo konecniku nékdy vyskytl. Hereditarni podklad se
diagnostikuje asi v 10 % onemocnéni. Naprosto tak ptevazuje sporadicky vyskyt vzniku
nadoru (90 %).

Dalsim faktorem, ktery mize vést az ke vzniku nédoru, je vyskyt sttevnich polypt. To
znamena vyskyt nezhoubnych nadori, které vznikaji jako vyb&zky sliznice stfevni stény.
Tyto nelécené polypy se béhem riistu mohou pfeménit na zhoubny nador.

Jako u vétsiny nadorovych onemocnéni tak i u kolorektalniho karcinomu je jednim z
hlavnich rizikovych faktorii vyssi veék ¢loveéka. Nejohrozenéjsi jsou pak zejména osoby
ve véku od 70 do 80 let.

Urcitym rizikem je také zatiZzeni organismu jinou nemoci, kterd miize napomoci rozvoji
kolorektalniho karcinomu. ZvySené nebezpeci tak hrozi naptiklad pacientiim s ulcer6zni

kolitidou nebo Crohnovou nemoci. (Kollarova, 2011)

1.4 Prevence

Prevence u CRC se rozd¢luje na dva hlavni sméry. Prvnim smérem je samotné
pfedchazeni vzniku onemocnéni a druhym je v€asné rozpoznani jiz vznikajiciho nadoru
a co nejrychlejsi nasazeni vhodné 1é€by.

Primarni prevenci si nej¢astéji miizeme predstavit jako zménu ¢i Gpravu Zivotospravy
napf. omezeni konzumace uzenin a zivociSnych tukli, nahrazeni Zivocisnych tukt
rostlinnymi oleji, omezovani pfipravy jidel smaZenim a jeho nahrazovéani zdravéjSim
vatfenim, dusenim, ¢i pomalym grilovdnim pfi nizSich teplotach. Pozitivni vliv ma také
zvySeny piijem ovoce, zeleniny a vlakniny, Doporucuje se omezeni piijmu alkoholu.
Obecné se doporucuje zvyseny piijem potravin, které jsou bohaté na kyselinu listovou,

vitamin D, selen a vépnik. Dal§im vyznamnym faktorem, ktery slouZzi jako prevence proti
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vzniku maligniho onemocnéni je dobry fyzicky stav. To znamena hlavné dostatek pohybu
a kontrola télesné hmotnosti. (Kollarova, 2011)

Sekundérni prevence se zamétuje na v€asné odhaleni nemoci. UZ v roce 2000 byl
zahdjen narodni program zaméfujici se na screening rakoviny konec¢niku a tlustého stfeva
a od roku 2014 probiha adresné zvani pojisténcii do tohoto programu. Lidé od 50 let maji
narok na pravidelné bezplatné 1ékarské prohlidky a méli by chodit na vySetfeni krve
ve stolici. Toto vySetfeni vSak neni tim nejspolehlivéjSim, protoze krev ve stolici nemusi
rovnou znamenat ptitomnost CRC. (Dusek et al., 2014)

Nejspolehlivéjsi metodou pro diagnézu kolorektalniho karcinomu je kolonoskopické
vySetfeni, pfi kterém je mozné rovnou odstranit piipadné polypy a tim zabrénit

pozd¢jsimu operacnimu zakroku a moznosti vzniku onemocnéni. (Dusek et al., 2014)
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2 MINIMALNI REZIDUALNI CHOROBA

Jako minimalni reziduélni choroba (zkracené MRD — minimal residual disease) se obecné
oznacuji zbytky nadorovych bunék (hlavné cirkulujici nddorova DNA), ale i celé bunky
(nejcastéji CTCs), které se uvolnily do krevniho fecisté ze solidniho nadoru. K tomu ¢asto
dochazi pti chemoterapii a radioterapii, ale tfeba i pfi operativnim odstranéni karcinomu.

Predpoklada se, ze denn¢ dojde u pacientl s rakovinnym onemocnénim k uvolnéni
ptiblizné 1 000 000 bun¢k na 1 gram ptivodniho solidniho naddoru do krve. VétSina téchto
bun¢k vSak nemd predpoklady k tomu, aby v krevnim fecisti pfezila a byla schopna
dalsiho déleni, natoz aby byla pfi¢inou metastdz. Tyto buiiky tak podléhaji bunécné
apoptoze, ptipadné jsou zniceny a pohlceny makrofagy.

Skrytd minimalni rezidudlni choroba ma velky vliv na priibéh a vyvoj systémové
choroby a také na preziti pacienta, u které¢ho byl diagnostikovan kolorektalni karcinom.
Z toho ditvodu je v ramci 1éCby a prevence potieba u pacientll postizenych karcinomem
provadét monitoring a klinické zkousky na ptfitomnost CTCs béhem 1é€by 1 po vylécenti,

nebo po operativnim odstranéni nadoru. (Bork et al., 2014)
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3 CIRKULUJICI NADOROVE BUNKY

Cirkulujici nddorové bunky (CTCs — circulating tumour cells) jsou builky, které se
oddélily od primarniho solidniho naddoru do krevniho fecisté, odkud se pak mohou déle
Sifit do ostatnich tkani a organti. Jejich piitomnost v krvi zvySuje celkovou agresivitu
a schopnost metastazy karcinomu v téle. (Truini et al., 2014) Nadorové bunky se velmi
Casto nachazi voln¢ v krevnim fecisti, pripadné se také hojné vyskytuji v kostni dieni
pacienta. CTCs, které se nachazeji v kostni dfeni, pfipadné¢ v mikrometastazach, se
obecné oznacuji jako roztrousené nadorové buitky (DTCs — disseminated tumour cells).
Tyto buiiky poté nejCastéji postihuji lymfaticky systém, ktery pfimo navazuje
na obéhovou soustavu. Nadorové buiky v lymfatickych uzlinach se pak nazyvaji
izolované nadorové buiky (ITCs — isolated tumour cells). (Bork et al., 2014)

CTCs maji obecné velky metastaticky potencial. To znamena, Ze ¢asto mohou stat
za metastazami do jinych organii a tkani. (Masuda et al., 2016) Uvadi se, Ze metastazy
muizou az za 90 % vSech umrti spojenych s karcinomem. (Wittekind a Neid, 2015)
Pritomnost CTCs v periferni krvi je velmi vzacna. Marrinucci et al., 2012 udava, Ze
u ¢lovéka s diagnostikovanym metastazujicim karcinomem je v 1 ml krve primérné
jedna az deset cirkulujicich nddorovych bunék. Pro srovnani v 1 ml krve se nachazi
pfiblizné miliarda cervenych krvinek a nékolik miliont bilych krvinek. (Marrinucci et al.,
2012, Mostert et al., 2009)

Laboratorni stanoveni probihd nejcastéji dvojim zpisobem. Zaprvé pifimym
vychytavanim nadorovych bunék na zaklad€ znalosti specifickych antigenli (nejCastéji
EpCAM), lokalizovanych na povrchu cirkulujicich nddorovych bunék. Zadruhé pomoci
identifikace typickych markert pfitomnych u téchto bunck.

Prvotné detekce CTCs probihala pouze na zaklad€¢ zjistovani pifitomnosti nebo
nepfitomnosti typickych epitelidlnich markerti vyskytujicich se v DNA téchto bunck.
Nejrozsiten&j$imi a stale nejCastéji pouzivanymi markery pro identifikaci jsou EpCAM
a cytokeratiny (CKs). Pro urceni pfitomnosti téchto markerii z periferni krve a kostni
dfen¢ se vyuziva metody imunocytochemie a RT-PCR. (Masuda et al, 2016)

V soucasnosti se zkouSi krozpoznani CTCs s metastatickym potencidlem dalsi

markery a ,,immuno-checkpoint™ geny.
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3.1 Cirkulyjici nadorova DNA

DalS§im vyznamnym prognostickym faktorem poukazujicim na maligni onemocnéni
v téle pacienta je cirkulujici nddorova DNA (ctDNA - circulating tumour DNA), ktera se
uvolnuje do krevniho feciste nejcastéji pti apoptdze, nebo pti nekroéze ptivodnich CTCs.
K rozpadu buné€k a uvolnéni ctDNA z nadorovych bunck dochdzi nejcastéji pfi
radioterapeutické ¢i chemoterapeutické 1é¢bé. (Nie et al., 2015)

Podle nékterych studii je mozné ctDNA vyuzivat pro piedvidani vyvoje prubéhu
onemocnéni u pacientli podstupujicich chemoterapii. Bylo vypozorovano, ze nejvéetsi
koncentrace ctDNA v krvi je ihned po chemoterapii a postupné pak dochézi k rychlému

poklesu koncentrace. (Pan ef al., 2012)

3.2 Metody piime detekce CTCs

3.2.1 Koloniformni test

CFU (colony forming unit assay) je nejvyuzivanéjsi a nejjednodussi kultivacni metoda
pouzivand pro piimou detekci zivych CTCs. Metoda je zalozena na schopnosti
nadorovych bunc¢k se rozmnozovat a délit v polotuhém médiu (napt. McCoyovo
modifikované médium) za predem danych specifickych podminek. (Fiiri et al., 2015)
Po 14 dnech, kdy jsou buiikky ponechdny v inkubatoru pii idealnich podminkéch
(nejcastéji 37 °C a 5 % CO, v atmosféie), se promyje vzorek PBS a bunky se obarvi 0,1%
krystalovou violeti v methanolu, kterd se necha plsobit 10 minut a potom se smyje.
Obarvené zachycené zijici kolonie neboli koloniformni jednotky (CFU - colony forming
units), které vznikly z piivodnich buné¢k, se poté daji spocitat. (Digirolamo et al., 1999)
Pocitani probihd bud’ automaticky pomoci automatického mikroskopu a analytického
softwaru, nebo manualné poc¢itanim na mitizce. Diky své jednoduchosti ma metoda Siroké

vyuziti hlavné v mikrobiologii.
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3.2.2 Metody zalozené na detekci pomoci specifickych protilatek

CellSearch®

Metoda CellSearch je v soucasnosti jedna z nejvice vyuzivanych metod pro detekci
a nasledné zkoumdani ¢i porovnavani cirkulujicich nadorovych bunék. Je zalozena
na expresi epitelového markeru EpCAM, ktery je nejcastéji pfitomnym markerem
na povrchu nadorovych bunék u kolorektalniho karcinomu. Vyuziva se také exprese
cytokeratinti (CK). (Hardingham et al., 2015)

Metoda se provadi v 7,5ml zkumavce s periferni krvi pacienta. Po oddéleni krevnich
castic od krevni plazmy dochédzi k navazani ferrofluidnich nanocastic na povrch
epitelialnich bun¢k ptfitomnych ve vzorku. Nésledné jsou CTCs magneticky odd€leny
od zbytku krevnich ¢astic a dochédzi k navazani protilatek EpCAM (ptfipadné CK)
typickych pravé pro epitelidlni buniky. Pomoci specidlni protilatky (nejcastéji CD45)
dojde k identifikaci kontaminujicich leukocyti ve vzorku a ptida se fluorescenéni barvivo
DAPI, které zvyrazni jadra jak u CTCs, tak i u leukocyti. Poté je vzorek umistén
do magnetické komory, kde pomoci magnetické sily dojde k rozdéleni bunék a nasledné
je analyzovan. CTCs, které jsou na rozdil od leukocytl pozitivni na cytokeratin i DAPI,
jsou identifikoviny a mohou byt diale zkoumany (viz Obr. 5). (podle

www.cellsearchctc.com; Truini ef al., 2014)

The CellSearch system technology

h‘”’c‘“ N .?
Anti CD4S-APC

Anti.CK-PE

Leukocvtes

CTC identification: ;
l:f\- ‘7’
EpCAM +

g

DAPI +
Magnet cartridge

CD4sS -

Obr. 5: Technologicky postup metody CellSearch pro rakovinu prsu (Truini et al., 2014)
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Cipy s protilatkou EpCAM
Jedna se o kifemikové mikrocipy s desitkami tisic pozic obsahujicich protilatky vazici se
na antigeny pfitomné na povrchu nadorovych bun€k. Vznikem vazby mezi protilatkou
a antigenem tedy dojde k zachyceni celé buiilky na Cip. (Sequist et al., 2009)

Plna krev pacienta je pneumaticky tlatena pfes mikro€ip, na jehoz povrchu jsou
EpCAM protilatky, jejichz aktivita je navySena pfitomnosti ty¢inek v pficném sméru
vzhledem k proudéni krve. Pfitomnosti téchto ty¢inek dojde k maximalizaci interakce

mezi nadorovymi buitkami a EpCAM aktivnim povrchem ¢ipu. (Sequist et al., 2009)

Maintrac

Metoda zalozena na mikroskopickém rozeznavani CTCs ve vzorku. Jeji hlavni vyhodou
oproti ostatnim je zabranéni jakéhokoliv poSkozeni sledovanych bunck. Mezi dalsi
pozitiva patii, Ze jedinym nutnym preparacnim krokem pro pifipravu vzorku je
centrifugace, pfi které dojde k oddéleni lyzatu obsahujiciho ¢ervené krvinky od zbytku
vzorku.

Technika Maintrac také vyuziva oznaceni zivych nadorovych bunék protilatkou
EpCAM, ktera vsak slouzi jako fluorescencni marker potfebny k identifikaci téchto
bun¢k. Nasledné je ke vzorku ptfidan jeSte¢ propidium jodid, ktery oznac¢i pouze jadra
zivych bunék. Poté je vzorek zanalyzovan automatickym fluorescenénim mikroskopem,

cey

ktery spocita pouze Zzijici cirkulujici nadorové builky. (Pachmann et al., 2008)

CellColector ALS

Jednoduché laboratorni zatizeni sklddajici se ze 160 mm dlouhého sterilniho dratku
se Spickou pokrytou protilatkami antiEpCAM, kter¢ jsou kovalentn€ navazany k atomim
zlata a k tenké vrstvi¢ce hydrogelu. CellCollectorem se vzorek ziskava z periferni krve
zavedenim do periferni zily. Na dratek jsou po ukonc¢eni vySetfeni naneseny fluorescencni
protilatky a nasledné zkoumani mikroskopem slouzi k odhaleni moznych CTCs, které

jsou fluorescencné oznaceny. (Saucedo-Zeni et al., 2012)
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3.2.3 Metody zalozené na rozdilnych fyzikalnich vlastnostech

Clear Cell FX®1 System

Jeden z prvnich zcela automatizovanych systémil izolujicich CTCs. Jedna se o spiralovité
mikrofluidni zafizeni, kdy se po vlozeni vzorku krve do pfistroje oddé€luji krevni burnky
a CTCs pomoci patentovanych CTChipi®FR na zéklad€ riizné velikosti ¢astic. Vzorek
ziskany na konci procesu ve zkumavce je obohaceny o neporusené a zivé cirkulujici
nadorové builky a mize byt pouzit pro dalsi klinickA méfeni. (podle

www.clearbridgebiomedics.com; Chudasama et al., 2016)

ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumour Cells)

ISET je fyzikalni metoda, ktera k vychytdvani nadorovych bunék vyuziva rozdilné
velikosti CTCs a ostatnich slozek obsazenych v krvi. K rozdéleni dochédzi na zakladé
fizené vakuové filtrace vzorku krve pfes membranu s poéry o daném priméru
0,8 mikrometru. CTCs diky své vétsi velikosti ziistanou zachycené na membrané,

zatimco velikostné mensi zbytek krevnich ¢astic projde ptes ni. (Vona et al., 2000)

Screen Cell®

Jedna se o jednoduché malé zatizeni vyuzivajici neinvazivni technologii izolujici CTCs
ve vzorku plné krve na zéklad¢ filtrace vzorku v kratkém case. Mozna kontrola CTCs,
které prosly ptes pory filtru pomoci EDTA umisténého za filtrem ve sbérné trubici.
Vyhodou je mala velikost a kompaktnost zatfizeni, jeho jednoduchost, pouzivany pufr,
ktery je stabilni pfi pokojové teploté a moznost negativni kontroly po ukonceni méfeni.

(podle www.screencell.com/technology; Nicolazzo et al., 2018)

Parsotrix™ Cell Separation Technology

Systém je prodavan ve formé kazety s mikrofluidnim pritokem umoziujici zachyceni
CTCs ze vzorku plné krve (1 az 40 ml) diky jejich rozdilné velikosti a deformaci bunék.
CTCs maji na rozdil od zdravych krevnich bunék (hlavné cervenych a bilych krvinek)
tuzsi cytoskelet a taky predvidatelnou velikost. CTCs pak zlistavaji zachycené v kazeté
na zéklad¢ dobie zvolené velikosti otvorti. Na vybér je z mnoha druhti kazet s riiznou

velikosti port. (podle www.angleplc.com; Joose et al., 1015)
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CytoTrack

Metoda zalozend na Ctecim principu podobném CD/DVD technologii bez nutnosti
predpiipravy vzorku. Vzorek je rozprostien na specidlnim sklenéném disku, na ktery se
vleze az 100 milionti bunék v jedné tenké vrstve. Povrch disku je vysokou rychlosti (az
100 miliont bun€k za minutu) skenovan laserovym systémem a pouzivany software
nasledn¢ identifikuje vSechny CTCs ve vzorku a zachyti ptesnou pozici kazdé CTC
na disku. Po prvotnim zaméfeni probéhne u vSech nalezenych CTCs obrazova analyza
a validace. Jednotlivé buriky je mozné po jejich identifikaci selektivné odebrat z disku

pro dalsi méteni (napt. PCR). (podle www.cytotrack.com; Hillig et al., 2015)

Rare Cyte

P#ima metoda izolace CTCs sestavajici ze tii jednoduchych krokl. V prvnim kroku se
pomoci rychlé centrifugace oddé€li bunky s jadrem od cervenych krvinek a krevni plazmy.
Ve druhém kroku jsou cilové buiiky mikroskopicky charakterizovany na zékladé pouziti
Sesti fluorescen¢nich kanalti. Poté mohou byt ve tfetim kroku jednotlivé oznacené CTCs

zaméteny a uvolnény ze vzorku pro dalsi analyzy. (podle www.rarecyte.com; van der

Toom et al, 2016)

3.2.4 Metody nepifimé detekce CTCs

Polymerazova tfetézova reakce (PCR — polymerase chain reaction)

PCR je dlouhodobé nejrozsitenéjsi bézné pouzivanou nepiimou metodou pro detekci
CTCs vyuzivajici mnohonasobného zmnozeni urcitého tseku DNA pfitomného praveé u
hledanych cirkulujicich nddorovych bunék ve vzorku, tzv. biomarkeru nadorovych

bunék. (viz kapitola PCR)
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4 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

PCR je velmi rozsifena in-vitro metoda pouZzivana pro detekci DNA a RNA (piipadné jen
jejich tseku) ve vzorku pomoci jejich amplifikace. Pouziva se pfevazné pro nukleové
kyseliny do délky 2000 bazi. (McPherson a Moller, 2006)

Metoda byla poprvé popsana Karym Mullisem uz v roce 1971. Ale poprvé byla
prakticky realizovéana v 80. letech 20. stoleti, kdy byla jest¢ zdokonalena. K. Mullis za ni
v roce 1993 obdrzel Nobelovu cenu za chemii. (podle www.nobelprize.org)

Jde o soubor nékolika optimalizovanych reakci, které na sebe plynule navazuji
a cyklicky se opakuji do doby, nez dojde nektera z reakénich komponent. Zjednodusené
se jedna o amplifikaci teplotou denaturované zkoumané DNA od 3‘-OH konce
navazaného primeru pomoci termostabilniho enzymu DNA polymerasy, kterd je schopna
vytvofit nové vladkno DNA komplementarni k pivodnimu DNA vldknu templatu.
Obvykle tak vznikne n¢kolik miliont naprosto identickych kopii ptivodniho templatu.

(Smarda et al., 2005)

4.1 Jednotlivé kroky pti méfeni PCR

Proces metody PCR probiha v laboratofi v tzv. termocyklerech, které dokézi rychle
zvy$ovat a snizovat teplotu dle potfeby a tim urychlovat cely cyklus reakci. Casové
rozmezi doby jednoho cyklu se 1isi podle velikosti produktu. U vétSiny termocyklert vSak
trvé jeden cely cyklus jednu az dvé minuty. Cykly se opakuji minimalné 30krat, aby doslo
k dostate¢né amplifikaci DNA.

V prvnim kroku je DNA templat denaturovan navySenim teploty na pfiblizn¢ 94°C.
Vlivem zvysené teploty dojde k rozpleteni dvousroubovice DNA, a tedy ke vzniku dvou
samostatnych vlaken.

Po rozpleteni DNA se cely systém ochladi na teplotu specifickou pro nasedani primeru,
tzv. annealingovou teplotu. Oligonukleotidové primery se na zakladé¢ komplementarity

bazi navazi na jiz oddélena vlakna templatové DNA.
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Ttetim krokem je samotna polymerace, pii které dochdzi k vytvareni nového fetézce,
ktery je komplementarni k ptivodni DNA pomoci enzymu DNA polymerasy. Dochdzi tak
ke vzniku dvou novych identickych fetézcii z jednoho pivodniho.

Z dtvodu schopnosti DNA polymerasy piidavat nukleotidy pouze od 3°-OH konce
fetézce, je v reakci potieba pritomnosti specifického predem peclivé zvoleného primeru,
ktery nasedne na prvni nukleotid pozadované sekvence a tim urci replikacni pocatek,

odkud se za¢ne syntetizovat nové vlakno nukleové kyseliny. (McPherson a Moller, 2006)

4.2 Komponenty PCR

Metoda PCR se sklada primarné z n€kolika riznych zakladnich komponent zajistujicich
vhodné podminky, stavebni material nové vznikajicich vlaken DNA, molekuly urcujici
zacatek replikace a enzym syntetizujici novy fetézec. Kazdd komponenta plni svou
urcitou roli v cyklu jednotlivych po sobé jdoucich reakci a je nezbytnd pro spravny priibéh

celé reakce.

DNA templat

Templat je plvodni vzorek DNA obsahujici cilovou sekvenci, kterd je predmétem
zkoumani. V duasledku plsobeni vysoké teploty na zacatku prvni reakce cyklu dochézi
k naruseni vodikovych mustkl templatu a posléze k rozpleteni ptivodni dvousroubovice

a vzniku dvou samostatnych vlaken. (McPherson a Moller, 2006)

Enzym polymerasa

DNA polymerasa je enzym schopny syntetizovat na zadklad¢ komplementarity vazeb nové
vlakno DNA z pozadované sekvence. Nejcastéji se pro ucely PCR pouziva Taq DNA
polymerasa, kterd pochazi z bakterie Thermus aquaticus vyskytujici se hlavné v horkych
vulkanickych viidlech. Tato polymerasa ma nejvétsi syntetickou aktivitu pii teploté 80°C.
Pti vysSich teplotach dochdzi k denaturaci. Dal$i méné pouzivanou polymerasou je Pfu
DNA polymerasa ziskavana z termorezistentni bakterie Pyrococcus furiosus. Spolecnym
diilezitym znakem obou téchto polymeras je jejich stabilita pfi vysokych teplotach, které

jsou pro pribéh PCR potiebné. (Chien et al., 1976; Kim et al., 2008)
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Primery

Primery jsou kratké (obvykle obsahuji maximalné 30 bazi), predem ptipravené useky
jednovlaknové DNA, které musi byt komplementarni s pozadovanou sekvenci nukleotida
ve zkoumané DNA, jenz se mé amplifikovat. Pouzivaji se v parech z divodu
syntetizovani novych vlédken na obou vlaknech ptivodni DNA (forward a reverse primer).
Primer je diilezity pro nastartovani celého procesu syntetizovani nového vldkna DNA
polymerasou. DNA polymerasa zacind syntetizovat novy fetézec na konci jiz navazaného
primeru. Z toho divodu je tfeba, aby byl primer vhodné zvoleny a tim spustil replikaci

v pozadovaném tseku DNA. (Farrell, 2010)

Nukleotidy

Pouzivané dNTPs (deoxynukleotidtrifosfaty) jsou slozené z jednotlivych bazi (adenin,
tymin, cytosin a guanin) deoxyribosy a tfi fosfatovych skupin. V reakci slouZzi jako hlavni
stavebni jednotky pro enzym DNA polymerasu, kterd z nich syntetizuje novy DNA
fetézec. (McPherson a Moller, 2006)

Stabilizatory prostredi
Dissolvatované hote¢naté (Mg?") ionty, které vytvaii idedlni prostiedi pro probihajici
reakci polymerace. Jejich optimélni koncentrace se stanovuje vzdy experimentalné zv1ast

pro kazdou novou metodu PCR. (Brown, 2001)

4.3 qPCR/Real-time PCR

Quantitative /Real-time PCR je diky své pfesnosti méfeni, snizené moznosti kontaminace
z divodu minimalni manipulace se vzorkem a vysoké senzitivit¢ jedna znejvice
pouzivanych technik PCR. UzZiti v praxi nasla pfedev§$im v genetickych analyzach
a v RNA kvantifikaci.

Metoda sleduje nartstajici emisi fluorescence zptisobenou amplifikaci DNA v redlném
Case. Na nov¢ syntetizované useky DNA, vznikajici po kazdém provedeném cyklu PCR,
se vaze fluorescenni barvivo typu SYBRGreen, EvaGreen nebo DNA proba

s fluorescen¢ni znackou. Vzhledem k niz$i cené se upfednostituje pouziti nespecifickych
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fluorescen¢nich barviv vazicich se na dvouvldknovou DNA pted specifickymi DNA
probami.

qPCR se da povazovat za metodu poskytujici kvalitativni 1 kvantitativni vysledky
méteni. Kvalitativnim vysledkem je diikaz pfitomnosti ¢i absence hledaného useku DNA.
Jako kvantitativni vysledek je brana mira namétené fluorescence u zkoumaného vzorku.

Pro qPCR se pouziva zatfizeni zvané termocykler. Soucésti kazdého termocykleru je
integrovany zdroj svétla pro osvétleni vzorku (zarovka, laser, nebo LED dioda), ktery je
schopny po dokonceni cyklu osvétlit kazdy vzorek paprskem svétla o pfesné dané vinové
délce zvolené podle pouzitého fluorescenéniho oznaceni DNA, déle systém pro detekci
emitovaného zafeni fluorescenén¢ znatené DNA nebo fluorimetr a vhodny software
schopny ukdzat zaznamenanou zménu fluorescence ve form¢ amplifikacni kiivky (viz

Obr. 6). (Navarro et al., 2014)

Morm. Fluoro.

Threshold ¥
l 7

10-30

Cycle

Obr. 6: Graf RT-PCR sledujici emitované zafeni po oznaceni vzorku pomoci barviva
SYBR™ Green (wikipedia.org, Filutowska, 2013)

27



4.4 RT-PCR (Reverzné-transkriptdzova PCR)

Reverzné-transkriptazova polymerazova fetézova reakce (reverse transcription PCR) se
vyuziva pro detekci RNA, kterou je potieba pievést z divodu jeji malé stability
na komplementarni cDNA. (Farrell, 2010)

Cela metoda se sestava ze tii hlavnich kroki. V prvnim kroku se matri¢éni RNA templat
pfevadi na jednovlaknovou komplementdrni DNA (cDNA) pfi teploté¢ mezi 40 az 50°C
podle zvoleného enzymu, nejCastéji za pomoci enzymu MMLV izolovaného
z Moloneyho viru mysi leukémie, piipadné¢ enzymu AMV odvozeného z viru ptaci
myeloblastosy. Ve druhém kroku je takto pfipravenda cDNA denaturovana pii teploté
cca 95°C. Ve tretim kroku potom dochdzi k navazani primeru a k nésledné amplifikaci
pomoci PCR. (Bustin 2000; Farrell, 2010; Smarda et al., 2005)

Pii reverzni transkripci je tfeba dbat na moznou kontaminaci vzorku. Ta by
pfi nasledném meéteni velice senzitivni metodou PCR mohla zpisobit faleSné pozitivni
vysledek, jenz by znehodnotil vSechny pfipravené vzorky. Z tohoto divodu se
ke kazdému setu vzorkt pripravenych k méfeni pfidava negativni kontrola, kterd by mé¢la
zaruCit ¢istotu reagencii, ptipadné svou pozitivitou béhem PCR poukézat na jeji moznou
kontaminaci. (Farrell, 2010)

Existuji dvé bézn¢ pouzivané variace RT-PCR - one-tube a two-tube. Pfi one-tube
technice se provadi reverzni transkripce i PCR v jedné jediné zkumavce. V piipade
pouziti two-tube se pouzivaji pro reverzni transktripci a PCR dvé rlizné zkumavky.
Hlavni vyhodou one-tube varianty je sniZeni rizika kontaminace. Pro two-tube variantu
je predni vyhodou moznost uchovani cDNA jakoZzto meziproduktu reverzni transkripce.

(Bustin 2000)

28



4.5 Real-time RT-PCR

Metoda real-time reverzné-transkriptdzovd PCR je zalozend na pozorovani vyvoje
mnozstvi produktu vznikajictho béhem PCR v redlném case za pomoci detekce
fluorescen¢niho signalu ve specidlnim termocykleru. Tomuto méfeni ptedchazi ptepis
mRNA do cDNA za pomoci reverzni transkriptazy.

Ke znaceni se pouzivaji molekuly (fluorofory), které absorbuji svétlo o urcité vinové

délce a emituji svétlo jiné vlnové délky. (Smarda et al., 2005)

4.5.1 Detekce produktli vznikajicich pii1 Real-time PCR

4.5.1.1 DNA vazebna fluorescenéni barviva

Tato barviva ve volném stavu vyzaiuji pouze malou fluorescenci. Béhem prodluzovani
fetézce DNA se ale velka cast volného barviva navaze na novou dvousroubovici DNA
a zaznamenavany fluorescen¢ni signal se vyznamné zvysi. Obecné béhem polymerace
dochazi ke zvysSeni fluorescencniho signalu a béhem denaturace se sila tohoto signélu

zmenguje. (Bustin 2000, Smarda et al., 2010)

SYBR® Green

Kyanidové barvivo vazici se na DNA a v mensi mife i na RNA. Slouzi k fluorescencnimu
oznaceni nukleovych kyselin. Po navazani tento komplex DNA-barvivo absorbuje zafeni
v oblasti UV spektra o vinové délce Amax = 494 nm a emituje zafeni o priblizné vinové
délce Amax = 524 nm. (Zipper et al., 2004) Toto barvivo patii diky rychlosti jeho navazani
na nové¢ vzniklou DNA, jeho citlivosti pii méfeni fluorescence a nizké cené na jeden
vzorek mezi nejcastéji pouzivané fluorescencni znacky v PCR. (Ponchel et al., 2003).
V soucasnosti dochazi vzhledem k prokézané toxicit¢ k nahrazovani tohoto barviva

environmentalné Setrnym barvivem EVAGreen®. (podle www .biotium.com)
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EVAGreen®

Vysoce stabilni, na DNA se vazajici fluorescencni barvivo pouzivané hlavné
v kvantitativni real-time PCR a k post-PCR analyze teploty tani DNA. Hlavni absorp¢ni
peak pii vzniku komplexu s DNA ma vinovou délku Amax = 500 nm. Komplex DNA-

barvivo emituje zafeni o vinové délce Amax = 530 nm. (Mao et al., 2007)

Ethidium bromid (EtBr)

Bézn€ pouzivané fluorescencni barvivo, jehoz vodny roztok ma absorpéni maxima
o vlnové délce Amax = 210 a 285 nm a emituje zafeni o vlnové délce Amax = 605 nm.
(Higuchi et al., 1992) Jeho pouzivani byva zna¢né¢ omezeno kvuli jeho prokazané
mutagenité, kdy vlivem EtBR mtze dochazet k vaznému a nendvratnému poskozeni

mitochondrialni DNA. (Luo et al., 2013)

4.5.1.2 DNA proby

Hydrolytické proby
Speciélni oligonukleotidy s navazanou fluorescencni Casti na 5’konci a se zhaseCem
na 3‘konci. Fluorofor je prostorové piekryvan zhaSecem, ktery zabrafiuje vyzatovani
fluorecscence. Béhem elongace je proba Stépena pomoci Taq DNA polymerasy.
Rozstépenim dojde k oddaleni fluoroforu a zhasece, ¢imz dojde k vyzareni méfitelné
fluorescence. (Bustin 2000)

V soucasnosti je nejvice pouzivanou probou dvojité oznacena TagMan proba. (Mao et

al., 2007) Jeji hlavni nevyhodou je pomérné vysoka cena. (Ponchel et al., 2003)

Hybridiza¢ni proby

Pro maximalizaci specifity metoda vyuziva dvé hybridizacni proby. Jedna préba nese
na svém 3’konci fluoresceinovy donor, ktery po excitaci emituje zelené fluorescencni
svétlo. Toto emisni spektrum je pfijimano fluoroforem navazanym na 5’konec druhé
proby. Excitaci donoru dochézi k pienosu fluorescencni rezonancéni energie na akceptor.
Naésledné je emitovano cervené fluorescencni svétlo. Vysledkem je tedy fluorescencni
signal, ktery je vysledkem hybridizace dvou na sobé nezavislych préb na odpovidajici

cilovou sekvenci. (Bustin, 2000)

30



Vlasenkové proby obsahujici zhasec

Proby se specifickou sekundérni strukturou vlasenky sto¢ené do smy¢ky. Na koncich této
proby je navazany zhase¢ (5° konec) a fluorofor (3° konec), které jsou smyckovitou
strukturou drzeny u sebe. Zhase¢ takto prekryva fluorofor a neni mozné pozorovat Zadnou
fluorescenci. Po navazani na komplementérni cilovy usek DNA dojde otevienim smycky

k oddéleni zhasece od flouroforu a mize byt namétena fluorescence. (Bustin, 2002)

DNA primer-proby

Molekuly oligonukleotidi kombinujici v sobé zaroven probu a primer. DéEli se do tii
skupin: harpiny, cyclicony a Angler® primer-proby. Dle pouzité primer-proby se
emitovana fluorescence méii bud’ béhem denaturace nebo behem prodluzovaciho procesu
qPCR. Nevyhodou oznafeni pomoci primer-proby je moznost amplifikace
nespecifickych produktti béhem PCR. Z toho divodu se doporucuje udélat kiivku tani
pro zjisténi efektivity reakce. (Navarro et al., 2014)

4.6 Specificke markery pouzivane k detekci CTCs
u CRC

4.6.1 EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule)

Transmembranovy glykoprotein, ktery se diky své nadmérné expresi u rychle se
rozs$itujicich epitelidlnich karcinomt pouziva jako obecny biomarker pro rizna nadorova
onemocnéni vyjma nddori mesodermalniho a ektodermalni pivodu (to znamena
neurogenetickych nadorti, sarkomil a lymfoma a melanomt). (Trzpis et al., 2007)

Ptimo u kolorektalniho karcinomu je exprese tohoto markeru velmi vyrazné a snadno
pozorovatelnd. Z toho divodu se jeho pfitomnosti obvykle vyuZziva jako potencialniho
diagnostického a terapeutického cile. V opravdu vyjimecnych piipadech miize byt
exprese tohoto proteinu ¢aste¢né potlacena. To se mize stat napiiklad v pfipadé€, kdy ma

pacient CRC asociovany s Lynchovym syndromem. (Kim ef al., 2016)
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4.6.2 CEA (Carcinomembrionic antigene)

CEA geny jsou velka rodina geni patfici do skupiny imunoglobulinti délici se na dvé
skupiny — CEACAMSs (Cell adhesis molecules) a CEAPSGs (Pregnacy-specific
glycoproteins). Zatim co PSGs jsou exprimovany pouze v placentalnich trofoblastech,
CEA-CAMs jsou geny vylucované mnoha riznymi bunikami a jejich zvySena exprese

muze znacit pfitomnost nddorového onemocnéni v téle. (Pavloupoulou a Scorilas, 2014)

4.6.3 CK 20 (Cytokeratin-20)

Cytokeratin je protein, ktery patii mezi nejbéznéji se vyskytujici detekovatelny marker
u gastrointestindlnich epitelialnich bun€k. Detekce jeho mRNA pomoci metody RT-PCR
je podle ¢lanku Hinze a kolektivu mozna v celych 97 % ptipadii nadora tlustého stfeva
a kone¢niku. AvSak pro detekci CTCs pomoci exprese CK20 neni tento protein
dostaten¢ prognosticky a proto se v praxi spiSe vyuziva pro sledovani reakce pacienta

na nové¢ nasazenou chemoradioterapii. (Hinz et al., 2017)

4.6.4 EGFR (Epidermal growth factor receptor)

Je tyrosin-kinasovy transmembranovy receptor Casto pouzivany jako nadorovy marker,
nebot” je vyluovan u riznych nadorovych onemocnéni. V piipadé kolorektalniho
karcinomu je to v 60 az 80 % ptipadi. EGFR je vyznamny gen pii vyvoji a ristu nadoru.
Proto se Casto pouziva pii terapiich, které ptimo blokuji tento receptor a tim zpomaluji,

nebo rovnou brani v dal$im rozvoji karcinomu. (Sforza et al., 2016)
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IV. Experimentalni ¢ast

1 METODIKA

1.1 Kultivace a zna€eni nadorovych bunck

Instrumentace

Biologicky material

Bunécna linie HT-29, leukocyty z buffy coatu (krevni konzerva)

Pouzité chemikalie
McCoy’s 5A medium (Sigma Aldrich, USA), 10% fetalni bovinni sérum (FCSI; Sigma
Aldrich, USA), penicilin (PNC) a streptomycin (STM) (Sigma Aldrich, USA), 200Mm

L-glutamin, 1% PBS (phosphate buffered salin), 1% paraformaldehyd, krystalova violet,
deionizovana voda, lyzacni roztok, trypanova modf, TrypLE Reagents (ThermoFischer

Scientific, USA), TRI Reagent (MRC, USA)

Piistroje a vybaveni laboratore

FlowBox, Inkubator, mikroskop, Pritokovy cytometr, Vi-CELL™ Cell Viability

Analyzer (Beckman Coulter, USA), centrifuga, lednice, mrazak, kultiva¢ni lahve 75 cm?
a 175 cm? (TPP, Svycarsko), misky s plochym dnem (Falcon, USA), Biirkerova komirka,
kryci sklo, pipety a Spicky (Eppendorf, Némecko), 50ml konické zkumavky se
Sroubovacim vitkem tzv. falkony (TPP, Svycarsko), sterilni 25ml injekéni stiikacky,

jehly
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Postup

Y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Kultivace bunék

Nédorové buiiky bunétné linie HT-29 byly rozmrazeny a néasledné promyty 10 ml
McCoyova kultivaéniho média obsahujiciho L-Glutamin, 10% FCSI a STM+PCN,
poté byly centrifugovany 5 min pfi 1400 rpm, supernatant byl odstranén a peletka byla
resuspendovana cca v 10 ml média. Buiiky byly pielity do stiedni (75 cm?) kultivaéni
lahve a inkubovany pfti 37 °C a 5% obsahu COx.

Po 24 hodinach byl stanoven mikroskopicky obraz a bylo vyménéno kultivaéni
médium.

Po dalSich 24 hodinach byly buriky zpasdzovany pomoci 2 ml TrypLE a rozdéleny
do dvou velkych (175 cm?) kultiva¢nich lahvi.

Piiprava bunék na experiment

Bunky byly kultivovany, dokud neporostly 75-80 % plochy kultivacnich lahvi. Poté
byly zpasazovany a ptelity do dvou 50ml falkon.

Ob¢ falkony byly zcentrifugovany 5 min pii 1400 rpm, supernatant byl slit a burniky
promyty 1% PBS, poté byly builky znovu zcentrifugovany a supernatant slit.

Jedna peleta byla resuspendovana v kultivacnim médiu, druha v 1% PBS. Z obou bylo
odpipetovano 500 pl do specidlnich zkumavek. Ty byly vlozeny do pfistroje ViCELL,

pomoci kterého byl spocitan pocet zivych bunék a celkovy pocet bunck ve vzorku.

Piiprava leukocytu

Z buffy coatu bylo pomoci sterilni 25ml injekéni stiikacky odsato 20 ml krve a ta byla
rozalikvotovéana po 5 ml do ¢tyt 50ml falkon.

Kazda falkona byla doplnéna do 45 ml lyza¢nim roztokem, protfepanim zamichana
a erytrocyty byly lyzovany na dné€ chlazené centrifugy po dobu cca 10 min. Poté byly
falkony stoceny 5 min pii 4500 rpm a 4 °C.

Supernatant byl vylit a peletka resuspendovédna ve 45 ml lyza¢niho roztoku a opét byl
vzorek cetrifugovdn 5 min pii 4500 rpm a 4 °C. Supernatant byl slit a peletka
resuspendovana ve 20 ml 1% PBS a centrifugovéana 5 min pii 4500 rpm a 4 °C. Tento

krok byl opakovan 2x. Nakonec byly peletky ve dvou zkumavkach resuspendovany
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ve 20 ml 1% PBS a vzorky byly slity do jedné 50ml falkony, druhé dvé peletky byly
resuspendovany ve 20 ml kultivaéniho média a také byly slity do jedné 50ml falkony.
Z obou falkon bylo odebrano 500 pl do specidlnich zkumavek a butiky byly spocitany
pomoci ptistroje VICELL Cell Viability Analyzer.

Koloniformni test

10) Do 6 jamkovych kultivac¢nich desek bylo napipetovano cca 2 ml kultivaéniho média
do kazdé jamky.

11) Buiky byly resuspendovany v médiu, 100x nafedény a napipetovany do specialnich
zkumavek urcenych pro prutokovy cytometr.

12) Pomoci pritokového cytometru byly butiky nasortovany do jednotlivych jamek a poté
k nim byly pfipipetovany leukocyty na zékladé potiebného fedéni (viz tab. 1), kazda

desticka pro jedno fedéni.

Tab. 1: Pouzité fedéni bun¢k HT-29 a leukocytii pro koloniformni test

Vysledné Fedéni 1:1 000 000 1:500 000  1:200 000  1:100 000 1:50 000 1:20000 1:10000 1:5000
Pocet HT-29 10 20 50 10 20 50 100 200
Pocet leukocytii 10 000 000 10 000 000 10 000 000 1 000 000 1 000000 1000000 1000000 1000000

13) Desticky byly vloZeny do inkubatoru a kultivovany 24 hodin pti 37 °C a 5% COs..

14) Po 24 hodinach byly odpipetovany leukocyty, jamky byly promyty 1% PBS
a do jamek bylo napipetovano cca 3 ml cerstvého kultivacniho média. Buniky byly
ponechény inkubovat 14 dni pti 37 °C a 5% CO.. Dle potieby bylo vyménéno médium.

15) Po 14 dnech bylo odstranéno kultivacni médium, narostl¢ kolonie byly 2x promyty
1% PBS a byly zafixovany 1% paraformaldehydem.

16) Kolonie byly opét 2x promyty 1% PBS, aby byly odstranény zbytky
paraformaldehydu.

17) Do kazdé jamky bylo napipetovano cca 200 pl 0,1% roztoku krystalové violeti
v ethanolu a byla ponechana pisobit 15 min. Poté byl roztok odpipetovan
do specialniho odpadu a desticky byly promyty pod tekouci vodou, dokud se zbytky
barvy nevymyly.

18) Desticky byly ponechany schnout a nasledné¢ byly spocitdny narostlé kolonie
v jednotlivych jamkéach.
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Piiprava TRIzolovych lyzata pro PCR analyzu

19) Buikky HT-29 resuspendované v 1% PBS byly postupné nafedény na tisice, stovky

a desitky bun€k do nékolika falkon. Pro ovéfeni bylo kazdé fedéni piepocitano

v Biirkerové komurce.

20) Byly pfipraveny 1,5ml mikrozkumavky (6 pro kazdé fedéni) a nasledné popsany

ptislusnym ftedénim. Do kazdé znich bylo napipetovano 10 000 000 leukocytl

resuspendovanych v 1% PBS a ptislusny pocet bunék HT-29 v PBS (viz tab. 2). Do 6

mikrozkumavek bylo napipetovano pouze 10 000 000 leukocytii jako negativni

kontrola.

Tab. 2: Pouzité fedéni bunck HT-29 a leukocytii pro PCR

Vysledné fedéni
Pocet HT-29
Pocet leukocytii

Leuko 1:1 000000 1:500 000 1:200 000 1:100 000 1:50 000 1:20000 1:10000  1:5000
0 10 20 50 100 200 500 1000 2000y
10 000 000 10 000 000 10 000 000 10 000 00010 000 000 10 000 000 10 000 000 10 000 000 10 000 000

21) Bunky byly centrifugovany 4 min pii 4000 rpm, byl odstranén supernatant a nasledné

byly buiiky resuspendovany v 1 ml TRI reagentu. Vzorky byly zamrazeny pii -20 °C
az do izolace RNA.

1.2 Izolace RNA

Stanoveni genové exprese metodou reverzné transkriptdzové polymerazové tetézové

reakce (RT-PCR) je zaloZeno na izolaci RNA z bun¢k pacienta, reverzni transkripci

a nasledné PCR analyze.

Instrumentace

Materiél

TRI reagent (Sigma-Aldrich, USA), inhibitor RNAsin ribonukleasa (Promega, USA),

RiboPure Kit (Ambion, USA), Isopropanol, chloroform a ethanol (Sigma/Serva,

Némecko), DEPC oSetfena voda (Ambion, USA), zkumavky typu Eppendorf 1,7ml a
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2ml, LoBind zkumavky (Eppendorf, Némecko), epDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf,
Némecko), sterilni sklenéné homogenizaéni kulicky, Tris-HCl, pH 8,1 (Tris-
Hydrochlorid, Sigma, T3253, Némecko), EDTA (disodium salt, Serva, 11280, Némecko)
proteindza K (20mg/ml, BioLabs, P8102S, USA), $picky, bunicina

Pristroje

Laminarni box (BioAir, USA), kombinovana chladnicka (Gorenje, Slovinsko), vortex
Genie (Scientific Industries, USA), minicentrifuga (Eppendorf, Némecko), Thermal
Cycler PTC 100 (MJ Research, Kanada), chlazend centrifuga (Hermle, Némecko),
termoblok (Eppendorf, Némecko), vahy (Scaltec, USA), homogenizator Mixer Mill 300
(Retsch, Némecko), SpeedVac Eppendorf 5031 (Eppendorf, Némecko), Nanodrop ND
1000 (Nanodrop, USA)

Postup

Pro izolaci RNA byla pouzita fenol-chloroformova metodika, komer¢ni chemikalie TRI
reagent (MRC), coz je smés guanidinu thiokyanatu a fenolu. Ke smési byl piidan
chloroform a nasledné byla pfi centrifugaci smés rozdélena do tfi fazi. Horni vodna faze
obsahovala RNA, interfaize DNA a spodni organicka faze obsahovala DNA a proteiny. Je
tedy mozné touto metodou soucasné izolovat DNA a proteiny.

Pfi pouziti 1 ml TRI reagentu je mozné izolovat RNA z 30-100 mg tkan¢€ a z 5-11
miliont bun¢k. Typické jsou potom u tkéni vytézky v rozsahu 1-10 pg RNA/mg tkan¢,
u epitelidlnich kultivovanych bunék 8-15 pg RNA/10° bunék a u krve 3 pg RNA/I ml
krve.

1) Byla zkontrolovana teplota termobloku (60 °C) a centrifuga byla vychlazena (4 °C).

2) Prvni byly pfipraveny vzorky urcené k izolaci. Pouzity byly Cerstvé nebo zamrazené
bunééné TRI lyzaty, jenz byly pfipraveny z bunécné linie HT-29 a leukocyti (viz
vyse), rozmrazeni probihalo pti 4°C cca 15 min.

3) Vzorky TRI lyzatd v 1,5ml zkumavkach byly ponechdny 5 min ve flowboxu

pfi pokojové teploté, aby mohla probéhnout kompletni disociace nukleoproteind,
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potom bylo ke vzorku ptidano 200 pl chloroformu a vzorek byl siln€ zvortexovan (cca
30 s). Vzorek byl opét nechéan stat 10 min pii pokojové teploté.

4) Byl nafedén ethanol na koncentraci 75 % v mnozstvi dle vzorku (1,5 ml na vzorek +
rezerva) a poté byl nechan zchladnout.

5) Vzorky byly centrifugovany 15 min pfi otdckach 12 000g a teploté¢ 4 °C (probiha
separace fazi), byly nachystany a popsany 1,7ml zkumavky.

6) Po stoceni byly ve spodni rizové vrstvé obsazeny detrit, lipidy a proteiny, v prostfedni
mezivrstve se nachazel prstenec DNA a v horni, vodné €iré vrstvé byla obsazena RNA.

7) Ptiblizn€ 500 pl vrchni vodné faze obsahujici RNA bylo opatrné€ po ¢astech pieneseno
do cisté zkumavky a ke vzorku bylo pfidano stejné mnozstvi isopropanolu, jako bylo
v predchozim kroku sebrano vodné faze, tedy 400-500 pl. Kratkym opakovanym
protfepanim (2x — 4x) byly nasledné obé vrstvy promichdny (nesmi zlstat mlécny
prstenec).

8) Vzorky byly ponechédny stat 5 min pii pokojové teploté, probihala precipitace RNA.

9) Chloroform a TRI reagent byl zlikvidovan vlitim do lahvi pro nebezpecny odpad.

10) Opét byl vzorek zcentrifugovan 10 min pfi 12 000 g a 4 °C (na dn¢ zkumavky by se
meéla vytvofit bila popt. prihledna RNA peletka).

11) Supernatant byl opatrné odstranén a RNA peletka byla pomyta 1,5 ml 75% ethanolu,
poté byla peletka prevracenim zkumavky jemné odlepena.

12) Vzorky byly zcentrifugovany 5 min pii 12 000 g, 4 °C.

13) Supernatant byl odstranén a peletka byla usuSena na vzduchu ve flow-boxu po dobu
cca 3-10 min (nesmi se nechat vysusit moc, byla by potom Spatné rozpustnd), peletka
béhem suseni zpruhledni.

14) K RNA peleté bylo ptidano cca 25 pul DEPC treated vody (21-60 pl podle velikosti
peletky), obsah byl nékolikrat propipetovan (v zavislosti na mnozstvi RNA miZze byt
mnozstvi DEPC treated vdy az 300 pl).

15) Rozpusténi RNA bylo urychleno zahtatim vzorku na 60 °C po dobu 10 min, poté byla
RNA ochlazena v chladicim stojanu.

16) Postupné byla zméfena cCistota a koncentrace vSech vzorkd obsahujicich RNA
na ptistoji Nanodrop ND 1000.

17) Rozpusténa RNA byla uchovavana kratkodobé pii -18 az -30 °C, dlouhodobé
pti -70 °C az -80 °C.
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1.3 Reverzni transkripce

Instrumentace

Material

Néahodné primery (Promega, USA), inhibitor RNAsin ribonukleasa (Promega, USA),
deoxyribonukleotidové trifosfaty (Promega, USA) (poznamka: pfipraveno jako 10mM
dNTPs ze 100mM dCTP, dGTP, dTTT, dATP: ptiprava: 4x0,1ml jednotlivych zadsobnich
nukleotidii doplnéno DEPC vodou do 1ml), RevertAidH Minus M-MuLV Reverse
transkriptaza (ThermoFisher Scientific, USA), DEPC oSetfena voda (Ambion, USA),
0,2ml Thermo-Tube (ABgene, Velka Britdnie), ep Dualfilter T.I.P.S. (Eppendorf,

Némecko)

Ptistroje
Laminarni box (BioAir, USA), kombinovana chladni¢ka (Gorenje, Slovinsko), Vortex
Genie (Scientific Industries, USA), minicentrifuga (Hanil, Jizni Korea), Thermal Cycler

PTC 100 (MJ Research, Kanada)

Postup

Chemikalie byly uchovavany pfi -18 az -30 °C. Pied zaCatkem prace byly rozmrazeny
v lednici 10mM dNTP’s, 5x RT pufr, hexamery, DEPC treated vodu. Po rozpusténi byly
kratce a na polovi¢ni vykon zvortexovany. RNAsin a RTasa byly pfidavany piimo

z mrazaku.

1) Reverzni transkripce byla provedena ze 3 pg vyizolované celkové RNA v reakénim

objemu 30 pl.

2) Do vychlazeného stojanku byly ptipraveny 0,2ml zkumavky, zkumavky byly popsany
a v potadi do nich byla pipetovano voda, RNA a ndhodné hexamery. Nésledné bylo
napipetovano mnozstvi RNA odpovidajici 3 pg RNA (tfeba promichat $pickou pred
pipetovanim), 0,3 pug hexamert a byla doplnéna voda do objemu 19,5 ul. Vzorek byl

kratce zvortexovan a stocen na polovi¢ni vykon.
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3) Vzorky byly inkubovany v termocykléru s vyhtivanym vickem pti 70 °C po dobu

5 min. Poté byly rychle zchlazeny v chladicim stojanu po dobu cca 1 min.

4) Mezitim byla pfipravena reakéni smés (MasterMix). Do 0,2ml zkumavky bylo
napipetovano 6 pl 5x RT pufru, 3 pul 10 mM dNTP a 30 U RNAsinu. Mnozstvi na jeden
vzorek bylo pro transkripci 3 pg RNA ve 30 pl. Vzorek byl kratce zvortexovan

na polovi¢ni vykon a poté stocen.

5) Ke zchlazenému vzorku RNA s hexamery a vodou bylo ptidano 9,75 pul MasterMixu,
vzorek byl promichan Spi¢kou a nechan stat 5 min pifi pokojové teploté, napf.

ve flowboxu. Cas byl méten od pridani MasterMixu k prvnimu vzorku.

6) Zkumavky byly poté rovnomérné nasklddany do termocykléru a inkubovany
s vyhiivanym vickem pii teploté 42 °C po dobu 60 min a poté 10 min pii 70 °C

a nasledn¢ doslo ke zchlazeni programu termocykleru na 4 °C.

7) Nazkumavky byly nalepeny stitky, vzorky byly kratce sto¢eny a ulozeny do mrazaku.
Vzorky byly skladovany kratkodobé pti -18 az -30 °C, dlouhodobé pii -70 °C
az -80 °C.

1.4 Real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce s detekci v redlném cCase (real-time PCR) je enzymaticka
reakce umoznéna primery, specifickou fluorescenéné znacenou sondou a termostabilni
DNA-polymerazou. Prib¢h reakce je sniman termocyklérem v redlném case na zakladé
zmén fluorescence. Po ptidani standardii k reakci a vytvoreni kalibracni kiivky, lze
hodnotit mnozstvi specifické vySetfované sekvence ve vzorku.

Ke kazdé¢ polymeraze je dodavéan reakéni pufr o vhodném slozeni. Pro kazdou sadu
primeri je testovana optimalni koncentrace hotfecnatych iontl. Pro reakci je vyhodné
pouzit DNA-polymerdazu s tzv. ,HotStartem®, pro jejiz aktivaci je nutné 10 az

15minutové zahfivani na 90-95 °C.
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1.4.1 Pouzité primery a proby jednotlivych markeri

Primery jsou kratké oligonukleotidy (o délce cca 20 bp), které vymezuji amplifikovany
usek DNA. Specificka hydrolyzacni TagMan proba je kratky oligonukleotid znaceny
fluorescencni barvou a zhaSeCem. Syntéza primerd a prob dle vlastniho navrhu je
provadéna firmou Generi Biotech, s.r.o. (Hradec Kralové, CZ). Teplota nasedani primerti
je orientacné vypocitana z nukleotidového slozeni anasledné experimentilné ovéfena
ptioptimalizaci amplifikacniho cyklu.

Vsechny primery a proby jsou dodavany v lyofilizovaném stavu, primery jsou OPC

CiStény, zasobni roztoky maji koncentraci 0,1 mM, tj. 100 pmol v 1 pl.

1.4.1.1 EpCAM

Sekvence (5°- 3°) Velikost
EpCAM 3: aaacacaaagcaagagaaaaacct 24bp
EpCAM 4: aattttggatccagttgataacg 23bp
EpCAM probe: ttgcggactgcacttcagaagga 23bp
Produkt EpCAM: 95bp

Redéni primert a proby:

Préba EpCAM probe

Dualné znacena proba typu TagMan je oznacena hexachlorofluoresceinem (HEX), ktery
je zhaSen quencherem BHQ1; na pfistroji se zvoli kanal JOE nebo pfimo excitacni vinova
délka 530 nm a emisni vlnova délka 556 nm. Proba je HPLC ¢isténa.

Pracovni koncentrace je 1,25 uM, tj. 4 ul obsahuji 5 pmol proby.

Redéni: 5 ul zasobniho 0,1mM + 395 ul HO = 400 pl 1,25uM pracovniho roztoku

Primery EpCAM 1, EpCAM 2
Pracovni koncentrace je 0,005 mM, tj. 1 ul obsahuje 5 pmol primeru.

Redéni: 15 pl zasobniho 0,1mM + 285 ul HO = 300 ul 0,005mM pracovniho roztoku
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Tab. 3: Slozeni reakéni reakéni smési pro real-time PCR s markerem EpCAM

Reak¢ni objem: 25ul| Objem Koncentrace Konc. na 1 reakci Kone¢na koncentrace
EpCAM 1 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
EpCAM 2 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
EpCAM probe 4 ul 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 uM
Taq 0,2 ul 5U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg** 5,5ul 25 mM 137,5 nmol 5,5 mM
Pufr 2,5 ul 10x Ix Ix
cDNA 1 pl 0,1pg cDNA/ul 100 ng 4 ng/ul
H.O 7,3 / / /
Priibéh PCR cyklovani:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 °C / 15 minut

2. krok: amplifikace - dvoukrokova
95°C/ 15 vtetin - 59 °C/ 15 vtefin

snimani v kanélu JOE pii 59 °C

1.4.12 EGRF

Sekvence (5°-3°) Velikost
EGFR sense: acttcaaaaactgcacctccat 22bp
EGFR antisense: aatcagcaaaaaccctgtgatt 22bp
EGFR probe: acatcctgccggtggcatttagg 23bp
Produkt EGFR: 149bp
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Redéni primert a proby:

Proba EGFR probe

Dualné znacena préba typu TagMan je oznacena hexachlorofluoresceinem (HEX), ktery

je zhasen quencherem BHQ1; na pfistroji se zvoli kanal JOE nebo piimo excitacni vinova

délka 530 nm a emisni vlnova délka 556 nm. Proba je HPLC cisténa.

Pracovni koncentrace je 1,25 uM, tj. 4 ul obsahuji 5 pmol proby.
Redéni: 5 ul zasobniho 0,1mM + 395 ul HO = 400 pl 1,25uM pracovniho roztok

Primery EGFR

Pracovni koncentrace je 0,005 mM, tj. 1 ul obsahuje 5 pmol primeru.

Redéni: 15 pl zasobniho 0,1mM + 285 ul HO = 300 ul 0,005mM pracovniho roztoku

Tab. 4: Slozeni reakéni reakéni smési pro real-time PCR s markerem EGFR

Reakéni objem: 25ul | Objem  Koncentrace Konc. na 1 reakci Konecna koncentrace
EGFR sense 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
EGFR antisense 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
EGFR probe 4 ul 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 uM
Taq 0,2 ul 5U/ul 1U 0,04 U/ul
Mgt 3ul 25 mM 75 nmol 3mM
Pufr 2,5 ul 10x Ix Ix
cDNA 1 ul 0,1pug cDNA/ul 100 ng 4 ng/ul
H.O 9,8 ul / / /
Pribéh PCR cyklovani:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 °C / 15 minut

2. krok: amplifikace - dvoukrokova
95°C/ 15 vtefin - 62 °C/ 15 vtefin
snimani v kanélu JOE pii 62 °C

43




1.4.1.3 CEA

CEA 3:

CEA 4:

CEA probe:
Produkt CEA:

Redéni primert a

Proba CEA probe

Sekvence (5°-3°)
taagtgttgaccacagcgaccc
gttcccatcaatcagccaagaa

atgtcctctatggcccagacgacce

proby:

Velikost
22bp
22bp
25bp
167bp

Duélné znacena proba typu TagMan je oznacena hexachlorofluoresceinem (HEX), ktery

je zhasen quencherem BHQ1; na pfistroji se zvoli kanal JOE nebo ptimo excitacni vinova

délka 530 nm a emisni vlnova délka 556 nm. Proba je HPLC ¢isténa.

Pracovni koncentrace je 1,25 uM, tj. 4 ul obsahuji 5 pmol préby.
Redéni: 5 ul zasobniho 0,1mM + 395 ul HO = 400 pl 1,25uM pracovniho roztoku

Primery CEA 3 a CEA 4

Pracovni koncentrace je 0,015mM, tj. 1 pl obsahuje 15 pmol primeru.

Redéni: 30 pl zasobniho 0,1mM + 170 pl HO = 200 ul 0,015mM pracovniho roztoku

Tab. 5: Slozeni reakéni reakéni smési pro real-time PCR s markerem CEA

Reak¢ni objem: 25ul

Objem  Koncentrace Konc. na 1 reakci Konecna koncentrace

CEA 3
CEA 4
CEA probe
dNTPs
Taq

Mg2+

Pufr

cDNA

H,0

0,5 ul 0,015 mM

1 pl 0,015 mM
4 ul 1,25 uM
0,5 ul 10 mM
0,2 ul 50/ul
3ul 25 mM
2,5 ul 10x

12,3 ul /

1 ul 0,1pug cDNA/ul

7,5 pmol 300 nM
15 pmol 600 nM
5 pmol 200 nM
5 nmol 200 uM

0,04 U/ul

75 nmol 3 mM

Ix
100 ng 4 ng/ul
/
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Priibéh PCR cyklovani:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA

96 °C/ 15 minut
2. krok: amplifikace - dvoukrokova

95°C/ 15 vtefin - 65 °C/ 15 vtefin

snimani v kanélu JOE pii 65 °C

1.4.1.4 CK-20

Sekvence (5°-3°)
CK 20 sense: cgacttgaacaggaaattgcta
CK 20 antisense:  tgccatccactacttcttge
CK 20 probe: accgccegecttetggaagga
Produkt CK 20:

Redéni primert a proby:

Proba CK 20 probe

Velikost
22 bp
20 bp
20 bp
148 bp

Dualné znacena préba typu TagMan je oznacena hexachlorofluoresceinem (HEX), ktery

je zhasen quencherem BHQ1; na pfistroji se zvoli kanal JOE nebo piimo excitacni vinova

délka 530 nm a emisni vlnova délka 556 nm. Proba je HPLC cisténa.

Pracovni koncentrace je 1,25uM, tj. 4 pl obsahuji 5 pmol proby.
Redéni: 5 ul zasobniho 0,1mM + 395 ul HO = 400 pl 1,25uM pracovniho roztoku

Primery CK 20 sense, CK 20 antisense

Pracovni koncentrace je 0,005 mM, tj. 1ul obsahuje 5 pmol primeru.

Redéni: 15 pl zasobniho 0,1mM + 285 ul HO = 300 ul 0,005mM pracovniho roztoku
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Tab. 6: Slozeni reakéni reakéni smési pro real-time PCR s marekem CK-20

Reakéni objem: 25ul| Objem  Koncentrace Konc. na 1 reakci Konecna koncentrace

CK 20s 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
CK 20as 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
CK 20 probe 4 ul 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 5 nmol 200 uM
Taq 0,2 ul 1U 0,04 U/ul
Mg>* 3ul 75 nmol 3 mM
Pufr 2,5 ul Ix Ix
cDNA 1 pl 0,1pg cDNA/ul 100 ng 4 ng/ul
H.O 9,8 ul / /
Priibéh PCR cyklovani:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA

96 °C/ 15 minut
2. krok: amplifikace - dvoukrokova

95 °C/ 15 vtetin - 60 °C/ 15 vtefin
snimani v kanélu JOE pii 60 °C

1.4.2 Negativni kontrola a specifické standardy

Negativni kontrola

Jako negativni kontrola bylo pro méfeni napipetovano misto vzorku 1 ul DEPC treated

vody.

Specifické standardy

Jako specifické standardy byly pouzity pfedem piipravené amplikony obsahujici cilovou

sekvenci pro nami zvolené primery (EpCAM, EGFR, CEA, CK-20). Tyto standardy nam

po jejich rozmrazeni a odpovidajicim nafedéni poslouzily k vytvofeni standardizacni

ktivky.
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1.4.3 Deoxynukleotidy, DNA polymerasa a pufr

dNTPs
Zasobni koncentrace deoxynukleotidd dTTP, dCTP, dATP, dGTP (Promega) je 100mM.

Pracovni koncentrace je 10mM dNTPs.

Thermo-Start DNA Polymerase (ABgene)

Enzymem je chemicky modifikovana termostabilni DNA dependentni DNA polymeraza
odvozena od Thermus Aquaticus. Enzym je uren pro hot-start PCR. Pracovni
koncentrace je 5 U/ul, pouzivame 1 U na reakci.

Reakéni pufr je 10x koncentrovany, findlni koncentrace je 1x, tj. pfi celkovém objemu

reakéni smési 25ul dame do reakce 2,5ul 10x koncentrovaného reakéniho pufru.

Instrumentace

Material

Specifické primery a TagMan sondy (Generi-Biotech, Ceska republika), DEPC osetiena
voda (Ambion, USA), ep Dualfilter T.I.P.S. (Eppendorf, Némecko), Strip Tubes and
Caps, 0,1 ml (Qiagen, Australie), Thermo-Start Taq DNA Polymerase, MgClz, Thermo-
Start PCR Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA), dNTPs (Promega, USA)

Pristroje

Sklenény PCR box, lamindrni box (Thermo Scientific, USA), mrazici box (Gorenje,
Slovinsko), kombinovana chladnicka (Liebherr, Némecko), vortex (Labnet, USA),
minicentrifuga (Eppendorf, Némecko), minicentrifuga Combi Spin (Biosan, Lotyssko),
centrifuga 5430 (Eppendorf, Némecko), Real-time PCR termocyklér Corbett RotorGene-
3000 (Corbett-Research, Australie)
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Postup

Chemikalie byly uchovavany pii -20 °C. Pfed zacatkem prace byly rozmrazeny
v chlazeném stojanku 10 mM dNTP’s, primery, préba, DEPC H0, reakéni pufr a MgCla.
Po rozpusténi byly chemikalie kratce zvortexovany a stoCeny. Thermo-Start DNA

polymeraza byla pfidavana piimo z mrazédku po jemném zvortexovani a kratkém stoceni.

1) PCR byla provedena ze 100 ng cDNA v reakénim objemu 25 pl.

2) Byl pfipravena reakéni smés (MasterMix) pro jednotlivé markery (EGFR, CEA, CK-
20, EpCAM) Uvedené mnozstvi v tabulce (Tab. 3, 4, 5 a 6) je vzdy pro jeden vzorek,
MasterMix byl pfipravovan s rezervou. Vzorek byl kratce zvortexovan a stocen.

3) Do vychlazené desticky byly pifipraveny 0,1 ml zkumavky.

4) Do zkumavek bylo pipetovano 24 ul MasterMixu, 1 pl cDNA vzorki, 1 pl DEPC
vody jako negativni kontrola, 1 pl cDNA pozitivni kontroly a 1 pl specifickych
standard.

5) Zkumavky byly vlozeny do karuselu kde byly pfipadné vyvazeny.

6) Pomoci softwaru Rotor-Gene 6 byla provedena automaticka kalibrace snimani
fluorescence pfistroje a byl spustén ptislusny program.

7) Po wukonceni teplotniho cyklovani byla provedena analyza real-time PCR

reakce.

1.5 Statistika

Pro valida¢ni experiment byla zavislost pozorovaného podilu HT-29 na ofekédvaném
podilu HT-29 modelovana cCtyfparametrickou logistickou kiivkou. Hodnoty
pozorovanych a o¢ekavanych mnozstvi HT-29 byly piedtim zlogaritmovany pii zékladu
2. Odhady byly vypocteny v softwaru R pomoci funkce nls (nelinedrni metoda
nejmensich ¢tvercit) a funkce ssfpl (Ctyfparametricky logisticky model).

Pti srovnani metody PCR a CFU pro jednotlivé markery byly naméfené hodnoty
z CFA a PCR pro danou koncentraci vzdy ndhodné sparovany a body byla prolozena
pfimka metodou ortogonalni regrese. Byl vypocten Spearmaniiv korela¢ni koeficient a

testovana jeho nulovost.
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2 VYSLEDKY

2.1 Valida¢ni experiment

Metodu real-time reverzné transkriptizovou PCR pouzivanou v nasi laboratofi
pro detekci minimdlni rezidudlni choroby u pacientii s kolorektalnim karcinomem jsme
ovétili validaénim experimentem za pomoci koloniformniho testu (CFU) za pouziti
nadorovych bunék bunécéné linie kolorektdlniho adenokarcinomu HT-29 o rlizném
ziedéni. Ziedéni bylo provedeno pomoci Cistych leukocyti (viz Tab. 1).

Ovéteni jsme provedli pomoci obou metod koloniformniho testu i metody real-time
RT-PCR. Real-time RT-PCR jsme testovali separované ve vSech ziedénich pro kazdy
jeden specificky marker.

Z dtvodu problémil s expresi v bunécné linii HT-29 jsme marker EpCAM z vysledkt
vyradili a dale jsme se vénovali pouze zbylym markerim CEA, CK-20 a EGFR, kter¢
vykazovaly znacnou a pravidelnou genovou expresi. EpCAM byl sice bunéénou linii
pomérné vysoce exprimovan, nicméné jeho exprese byla znacné nestabilni a nebyl
pozorovan pravidelny nariist exprese v zavislosti na fedéni. Na obrazcich nize vidime
hodnoty pozorovanych a ocekavanych mnozstvi HT-29 zlogaritmované pti zékladu 2
a pfevedené na Ctyiparametricky logisticky model. U vSech analyzovanych markeri
(CEA, EGFR, CK-20) vidime postupny nartst poctu kopii na pg testované RNA
v zévislosti na pouzitém fedéni, tedy poctu bun¢k HT-29 ve vzorku (viz Obr. 8, 9 a 10).
Stejny trend miizeme pozorovat také u CFU, kdy se v zavislosti na fedéni bun¢k zvysuje

pocet narostlych kolonii na desticce (viz Obr. 7).
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Obr. 7: Ctyiparametricka logistické kiivka pro zavislost pozorovaného a oéekavaného

podilu HT-29 testovaného pomoci koloniformniho testu
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PCR-CEA
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Obr. 8: Ctyiparametricka logisticka kfivka pro zavislost naméfené exprese genu CEA

(pocet kopii CEA na pg RNA) a o¢ekavaného podilu HT-29 testovaného pomoci PCR
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PCR-CK20
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Obr. 9: Ctyfparametricka logisticka kiivka pro zavislost naméfené exprese genu CK-20

(pocet kopii CK-20 na pg RNA) a o¢ekavaného podilu HT-29 testovaného pomoci PCR
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PCR-EGFR
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Obr. 10: Ctyiparametricka logisticka kiivka pro zavislost naméfené exprese genu EGFR

(pocet kopii EGFR na pg RNA) a o¢ekavaného podilu HT-29 testovaného pomoci PCR

2.2 Srovnani vysledkt real-time RT-PCR a CFU

Pro porovnani metod real-time RT-PCR a CFU jsme pouzili stejné fedéni bun¢k HT-29
a leukocytt. U koloniformniho testu jsme pocitali mnozstvi kolonii vzniklych
z ptivodnich bunék HT-29. U real-time RT-PCR jsme sledovali miru exprese pouzitych
specifickych markerd.

Pomoci metody CFU byly identifikovany vSechny vzniklé kolonie ve vSech fedénich.
U real-time RT-PCR jsme dosdhli senzitivity 97,9 % pro CEA a 100% senzitivity
pro marker CK-20.
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Zjistili jsme, Ze exprese sledovanych markerit CEA, CK-20 a EGFR detekovana
pomoci real-time PCR se stejn¢ jako pocet narostlych kolonii na koloniformnim testu

linedrné zvysuje v zavislosti na zfedéni bunék HT-29 (viz Obr. 11, 12 a 13).
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Obr. 11: Srovnani vysledk detekce nadorovych bunék HT-29 ve smési s leukocyty
pomoci CFU a PCR za pouziti markeru CEA
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Obr. 12: Srovnani vysledk detekce nadorovych bunék HT-29 ve smési s leukocyty
pomoci CFU a PCR za pouziti markeru CK-20
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Obr. 13: Srovnani vysledk detekce nadorovych bunék HT-29 ve smési s leukocyty
pomoci CFU a PCR za pouziti markeru EGFR
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3 DISKUZE

Neptfima metoda real-time RT-PCR je sice velmi piesnéd a spolehliva, ale ve srovnani
s ostatnimi, nyni b&zn€ pouzivanymi piimymi metodami pro stanoveni minimalni
reziduéalni choroby pomoci detekce CTCs je zdlouhava a komplikovana na piipravu
vzorku. Dalsi nevyhodou pouZiti techniky real-time RT-PCR je nemoZznost automatizace
a vysoké riziko kontaminace vzorku. Nutnou pfipravu vzorku a rizika kontaminace
vzorku pro reverzné transkriptdzovou PCR popsal ve své praci Farell, 2010. Z toho
diivodu neni jiz bézné¢ pouzivand a je nahrazovana jednodus$imi metodami
vychytavajicimi CTCs ze vzorku na zakladé vhodné zvolenych protilatek jako je
CellSearch nebo na zéklad¢ zachytu CTCs pomoci specifickych rozdilnych fyzikalnich
vlastnosti (napt. ISET).

V soucasnosti se v praxi vyuziva celé Skaly riznych diagnostickych pfistrojii a jsou
vyvijeny stale nové metody pro piimou detekci cirkulujicich nadorovych bunék. Dbé se
predev§im na jejich dobrou specifitu, jednoduchost a rychlost pouziti a také
na minimalizaci rozméra téchto pfistrojl.

Cilem naSeho experimentu bylo ovSem prokdzat, Ze nepiima metoda detekce CTCs
pomoci real-time PCR je stale srovnatelnd s metodami piimé detekce a ndmi pouzivané
markery je mozné i nadale vyuzivat pro diagnostiku minimalni rezidualni choroby.
Moznost detekce CTCs u CRC pomoci metody RT-PCR byla prokdzana v praci
Hardingham et al., 2000, ve které konkrétné vyuzivali pro detekci nddorovych bunék
specifickych markerti, z nichz jeden byl pravé i nami zkoumany cytokeratinovy marker
CK-20.

Experiment jsme provadéli pro nadorové builky z linie HT-29, které spolehliveé
exprimovaly nami pouzivané biomarkery. Stejnd bunécna linie byla pouzita i v praci
Fiiriho et al. 2015, kde tato linie byla testovana také pro marker CK-20. Kromé tohoto
markeru byly vpraci pouzity jest€ markery E-cadherin DNMT3. I kdyz bunky
z bunééné linie HT-29 nejsou tplné identické jako CTCs u kolorektalniho karcinomu, da
se o¢ekavat, ze u cirkulujicich nddorovych bunék bude exprese stejna, nebo alespon velmi
podobna.

Pro diagnostiku minimalni reziduélni choroby u kolorektalniho karcinomu se vyuziva

pfedev§im exprese specifickych biomarkeri cytokeratin 19 a 20, CEA, EGFR
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a EpCAM, kter¢ jsou vSechny bézné¢ detekovatelné u cirkulujicich nddorovych bunék
pro nadory kolorekta.

Jedinym markerem, ktery v nasem experimentu nevykazoval o¢ekavanou expresi, byl
biomarker EpCAM. EpCAM exprimoval v linii nddorovych bunék HT-29 nepravidelné
a nemohl byt tedy pouzit pro validacni experiment. Je znamo, Ze exprese markeru
EpCAM zavisi na typu a agresivité nadoru a miize se liSit u riznych nadorovych bunék
(Spizzo et al., 2011). To by mohlo vést k nerovhomérné expresi tohoto markeru
v nddorové bunécné linii, a tedy k vySe zminénym problémiim s expresi v zavislosti
na fedéni. Tento fakt také poukazuje na jisté nevyhody modernich metod detekce CTCs
zalozenych pravé na EpCAM protilatkdch. V pfipadé, Ze nador tento marker
neexprimuje, nebo jej exprimuje jen polovina bunék, si nemizeme byt jisti, ze jsou z krve
skutecné vychytany vSechny nadorové buiikky a MRD je spravné diagnostikovéana.

Z toho diivodu jsme pro validacni experiment vyuzili zbylé tfi markery, které nam diky
jejich signifikantni expresi poskytly dostatek dat pro vytvotreni validacnich kiivek

potiebnych ke srovnani s metodou CFU.
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4 ZAVER

Cilem mé bakalaiské prace bylo validovat detekci cirkulujicich nadorovych bunék, resp.
minimalni  rezidualni choroby, metodou real-time reverzné-transkriptdzovou
polymerazovou fetézovou reakci. Validaci metody jsme provedli pomoci koloniformniho
testu, ktery jsme pouzili ke srovnani ndmi ziskanych vysledkd. Pro experiment jsme
vyuzili v inkubatoru kultivovanych bunék nddorové bunécéné linie HT-29, které byly
zfedény odpovidajicim alikvotem leukocytli vyizolovanych z lidského buffy coatu.

Provedenim experimentu a naslednym statistickym srovnanim vysledkli ziskanych
metodou real-time RT-PCR a vysledki ziskanych metodou CFU jsme prokazali, Ze nami
pouzivand metoda real-time RT-PCR vykazuje dostacujici senzitivitu a specificitu a je
proto prakticky pouzitelna k detekci cirkulujicich nadorovych bun€k pro stanoveni MRD
u pacientli. Mé&fenim jsme stanovili, Ze pomoci metody real-time RT-PCR jsme schopni
detekovat 1 tak malé koncentrace cirkulujicich nadorovych bunék, které by odpovidaly
nasemu laboratornimu zfedéni deseti bunék linie HT-29 v deseti milionech cistych
leukocytii. Stejné tak jsme stanovili specifitu pro biomarkery CEA, CK-20 a EGFR.
U vSech téchto biomarkert byla sila fluorescencniho signalu pfimo imérna koncentraci
nadorovych bunék HT-29 ve vzorku. Marker EpCAM ptes jeho pomérné vysokou expresi
neprokézal dostate¢nou specifitu.

Prokazali jsme, Ze real-time PCR, i kdyZ je jiZ povaZzovana za zastaralou metodu a je
nahrazovana modernéj$imi metodami detekce, je stale ,,zlatym standardem® a je mozné

jinadale pouzivat pro tcely diagnostiky MRD u pacienti s CRC.
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VI1. Pouzité zkratky

AMYV - virus ptaci myeloblastozy (Aviam Myeloblastosis Virus)

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina (Complementary

Deoxyribonucleic Acid)
CEA - karcinomembrionni antigen (Carcinomembrionic Antigene)

CEACAMs - molekuly bunééné adhese karcinomembrionniho antigenu (Cell Adhesis

Molecules)

CEAPSGs - glykoproteiny karcinomembrionniho antigenu specifické pro té¢hotenstvi

(Pregnacy-Specific Glycoproteins)

CFU - koloniformni test (Colony Forming Unit Assay)

CFU - koloniformni jednotka (Colony Forming Unit)

CK-20 - cytokeratin 20

CRC - kolorektélni karcinom (Colorectal Carcinoma)

CTCs - cirkulujici nddorové bunky (Circulating Tumour Cells)
CR - Ceska republika

DEPC - diethyl pyrokarbonat (Diethyl Pyrocarbonate)

DNA - deoxyribonukleova kyselina (Deoxyrionucleic Acid)

dNTPs - deoxynukleotidtrifosfaty (Deoxynucleotide Triphosphates)
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EGFR - receptor pro epidermalni riistovy faktor (Epidermal growth factor receptor)

EpCAM - molekula epitelidlni bunéné adheze (Epithelial Cell Adhesion Molecule)

EtBr - ethidium bromid

HEX - hexafluorescein

HPLC - vysokoucinna kapalnd chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

MMLYV - virus mysi leukémie (Murine Leukemia Virus)

mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleic Acid)

PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)

PCR - polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

qPCR - kvantitativni polymerazova fetézova reakce (Quantitative Polymerase Chain

Reaction)

RNA - ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

RT-PCR - reverzné-transkriptdzova polymerazova fetézova reakce (Reverse-

Transcription Polymerase Chain Reaction)
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