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1. Uvod

Tato bakalatska prace se zabyva problematikou stability cirkulujicich naddorovych bunék a
RNA v transportnich zkumavkach. Z periferni krve je mozné ziskat obrovské mnozstvi
bunéénych a molekularnich dat, které nam podavaji informace o stavu celého téla. Z tohoto
divodu je vysetfovani bunék prendsenych krvi tak vyznamné pro klinickou medicinu a

zékladni vyzkum (Wong et al., 2017).

Velice brzy po odbéru krve za¢ne dochazet k pozvolné degradaci vzorkd. Aby byla
provedena co nejpfesnéjSi analyza, je nutné zachovat pacientsky vzorek v minimalné
zménéném stavu. Transport do laboratote, kde jsou vzorky zpracovany, mize trvat i nékolik
hodin. K tomuto Géelu slouzi transportni zkumavky. V dnesni dob¢ existuje mnoho variant
transportnich zkumavek, které obsahuji rtizna antikoagulacni a konzervacni €inidla jako

napiiklad heparin, EDTA nebo citrat sodny, které zabranuji sraZeni krve a lyzi bungk.

Vyrobci zkumavek u svych produkti slibuji stabilizaci vzorkl za raznych ¢asovych
a teplotnich podminek. Cilem této bakalarské prace je provést shrnuti vhodnych
stabilizanich systémil, otestovat stabilitu cirkulujicich nddorovych bunék a RNA ve
vybranych transportnich systémech metodami qPCR a imunofluorescence a identifikovat

nejlepsi systém, ktery by zabranil degradaci RNA a cirkulujicich nadorovych bunék.

Prvni kapitola teoretické ¢asti je vénovana charakteristice cirkulujicich nadorovych
bunék, jejich kolob&hu v lidském téle a metodam jejich analyzy. Ve druhé kapitole jsou
popsany vybrané druhy RNA, kolobéh RNA v krvi, metody izolace a analyzy RNA. Treti
kapitola obsahuje kratké informace popisujici rizné transportni systémy. V posledni kapitole

teoretické ¢asti jsou shrnuty vSechny dulezité informace.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 CIRKULUJICI NADOROVE BUNKY

Pro nadorové utvary je typické, Ze jsou tvoreny miliony nebo dokonce miliardami bungk.
V genetické informaci téchto bunck se nachazi velké mnozstvi mutaci, které zptisobuji jejich
nekontrolovatelny rist a déleni. Ne vSechny bunky zlstavaji béhem proliferace v misté
primarniho nadoru (Williams, 2013). Cast bunék se z primarnich nadort uvoliiuje a vstupuje
do periferniho krevniho ob&éhu nebo lymfatického systému, diky ¢emuz mohou vznikat na
vzdalenych mistech sekundarni nadory tzv. metastaze (Hanahan & Weinberg, 2011). Tyto
migrujici buiiky se nazyvaji cirkulujici nadorové buiky (CTCs) (Alix-Panabieres & Pantel,
2016).

Cirkulujici nadorové buiiky jsou oznacovany jako velice vzacné diky jejich nizkeé
koncentraci v periferni krvi pacienti s karcinomem. U vétSiny z nich se v 10 ml periferni
krve nachazi pouze 1-10 cirkulujicich nadorovych bun¢k (Alix-Panabieres & Pantel, 2014).
Na jejich vzacnosti se podili i velmi malad Zivotnost, ktera se po odstranéni primarniho

karcinomu pohybuje v rozmezi 1 - 2,4 hodiny (Meng et al., 2004).

Detekce CTCs v krvi onkologickych pacientti poskytuje dulezité informace, které
piispivaji k odhaleni metastatickych 1ézi v jejich raném stadiu. Tato metoda byla ozna¢ena
terminem ,,tekuta biopsie“. Jeji nespornou vyhodou je moznost zkoumat vlastnosti nadoru
¢i metastatickych lozisek bez nutnosti provedeni biopsie, coz u nékterych nadort ani neni
mozné. VySetieni vzorku periferni krve tak zajiStuje potiebné informace o biologickych
vlastnostech vzdalené¢ho loZiska. Analyza CTCs ma také velky potencial pro pouziti jako
budouci biomarkery odpovédi pacientii, ktefi podstupuji 1écbu (Pantel & Alix-Panabieres,
2010).

2.1.1 Vlastnosti cirkulujicich nadorovych bunék

Pro studium mechanismu metastazi je nezbytné nutné orientovat se v charakteristickych
fyzikalnich a biologickych vlastnostech CTCs, kterych se vyuziva pro jejich detekci a
izolaci. Mezi fyzikdlni vlastnosti fadime zejména velikost bunck, jejich plasticitu a
povrchovy naboj, mezi biologické pak expresi proteini na bunééném povrchu (Yap et al.,
2019).
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2.1.1.1 Fyzikélni vlastnosti cirkulujicich nadorovych bunék

Velikost bun¢k se zna¢né lisi podle druhu nadoru, ze kterého byly buiiky uvolnény. Obecné
se ale pohybuje v rozmezi 9 - 19 um v priméru (Ozkumur et al., 2013). V nékolika malo
pripadech byly detekovany i bunky mensich velikosti, jejichz rozméry zacinaly uz na 4 um

(Allard et al., 2004).

V roce 2015 byl proveden experiment, pii kterém byly méteny velikosti jader CTCs
u pacientli bez metastazi a s metastdzemi non-viscerdlnimi a viscerdlnimi. Buiky byly
rozdéleny do 3 skupin: s velkym jadrem, malym jadrem a velmi malym jadrem. U pacientd
s visceralnimi metastazami byly nejvice zastoupeny CTCs s velmi malym jadrem. Dalo by
se tedy obecné fict, Ze vyskyt CTCs s velmi malym jadrem je spojen s nejagresivnéjsi
formou rakoviny (J.-F. Chen et al., 2015).

Plasticita neboli schopnost pfizplisobeni tvaru bunkky pii priniku uzsimi prostory
patii mezi stézejni vlastnosti CTCs. Projevuje se predevSim béhem procesu zakladani
metastaz, kdy se méni mechanické vlastnosti bunék, ¢imz dochazi k vétsi deformaci a tim
padem i zméné tvaru bun¢k (Rejniak, 2012). Plasticita CTCs byla méfena za pouziti techniky
mikroskopie atomarnich sil ve dvou nezavislych experimentech. Cross et al. (2007) zjistili,
7ze CTCs maji az o 70% vyssi schopnost plasticity v porovnani s normalnimi bunkami
mezotelu. C. L. Chen et al. (2013) studovali vzorky rakoviny prostaty a prokazali, ze
hodnoty plasticity CTCs izolovanych z krve se podobaji hodnotam vysoce metastazujici
bunééné linie, jejiz hodnoty jsou 30x vyssi nez hodnoty imortalizované linie prostatickych

bunék.

Cirkulujici nadorové buiky maji v porovnani s leukocyty negativnéj$i povrchovy
naboj (van der Toom et al., 2016). Metoda dielektroforézy neboli DEPArray vyuziva téchto
rozdilnych elektrickych vlastnosti pro separaci nadorovych bunék ze vzorku periferni krve
(Alix-Panabieres & Pantel, 2014). Vzorek je umistén ve specialni komofie, na jejimz dné se
nachéazeji elektrody, které vytvafeji nerovnomérné elektrické pole. Vznikajici kladnou
dielektroforetickou silou jsou nadorové buriky pfitahovany a zachycovany v komoie (V.
Gupta et al., 2012). Zachycené nadorové buriky je mozné pusobenim sily v komofie
ptesouvat a jednotlivé buriky lze z komory izolovat a nasledné analyzovat (Peeters et al.,

2013).
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2.1.1.2 Exprese proteinti na bunééném povrchu

Cirkulujici nadorové bunky mohou byt v krvi detekovany za pouziti protildtek proti
antigentim, které se nachazi na jejich povrchu a které nelze najit u ostatnich krevnich bungk.
Nejdulezitéjsim antigenem je EpCAM, ktery je exprimovan na povrchu vétsiny epitelidlnich
bunék a u nadorovych kmenovych bunék dochazi k jeho zvysené expresi (Gires et al., 2009;
Visvader & Lindeman, 2008). Piitomnost EpCAM u primarnich nadorovych bun¢k a CTCs
pravdépodobné hraje roli pti aktivaci proliferace, migraci bunék a zakladani nadori. Dfive
se predpokladalo, Ze exprese tohoto antigenu je stala po celou dobu vyvoje nadoru (Wang et
al., 2017). Nov¢jsi experimenty ale odhalily dynamické zmény, zvlasté béhem epitelialné-
mezenchymalniho pfechodu, kdy dochazi k vyraznému sniZeni exprese, coz mize mit za

nasledek neptesnou detekci CTCs ve vzorku (Gires & Stoecklein, 2014).

Mezi dalsi antigeny lze zafadit také N-cadherin, CD133 a cytokeratiny. Tyto antigeny
vyuzili Bock et al. (2014), kdyz se zabyvali heterogenitou CTCs, které mohou vykazovat
dediferencovany fenotyp, coz je stav, kdy se ze specializovanych diferenciovanych bun¢k
stavaji opét rodiCovské kmenové buiky (Stocum, 2012). Pro néj je typické, ze CTCs mohou
mit zdroven mezenchymalni vlastnosti i vlastnosti kmenovych bunék. U 19,7 % vSech CTCs
byla detekovéna exprese N-cadherinu a u 30,1 % exprese CD133. Pozoruhodné bylo zjisténi,
ze u 57,8 % téchto CTCs byla kromé vySe uvedenych nalezena zaroveil exprese 1 dal§iho
markeru. Tento projev koexprese muze predstavovat dikaz pro ziskdvani vyssi schopnosti

rezistence na cilenou terapii.

2.1.2 Uloha cirkulujicich nddorovych bundk pii vzniku metastaz

Tvorba metastaz je pti¢inou 90 % umrti pacientd s malignimi tumory (G. P. Gupta &
Massagué, 2006). A¢ se to zda jako pravy opak, proces vzniku metastaz je oznacovan jako
velice neefektivni, jelikoZ CTCs musi pfekonat spoustu piekazek, aby se vyhnuly procestim,
které by vedly k jejich eliminaci (Chambers et al., 2002). Naptiklad z primarniho nadoru o
velikosti 1 cm se do ob&hového systému miZze denné uvolnit aZ jeden milion buné€k, vétSina
znich je ale eliminovana (Fidler, 2005). Fidler (1970) vpravil do té€la mysi 200 000
znac¢enych nadorovych bun€k, z nichz pouze 78 bylo schopno vytvofit metastazy, coz

predstavuje uspésnost u méné nez 0,1 % bunck.
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Prvnim krokem vzniku metastaz je uvolnéni nadorovych bunék z primarniho nadoru
(viz Obr. 1) (Chambers et al., 2001), coz je zajistovano prostiednictvim epitelialné
mezenchymalniho ptfechodu (EMT). Béhem EMT dochazi ke snizeni exprese epitelidlnich
proteint (E-cadherin, occludin, cytokeratiny, claudiny) (Thiery & Sleeman, 2006) a naopak
zvyseni exprese mezenchymalnich proteinti (N-cadherin, vimentin) (Thiery et al., 2009).
Podobné zmény exprese jsou pozorovany i u integrinu (Cavallo et al., 2011). Tyto zmény
exprese zpusobuji snizeni adheze mezi buitkami a zmény morfologie bun¢k prostfednictvim
modifikace cytoskeletu. Procesy EMT probihaji kromé nadorovych bunék také i béhem
embryonalniho vyvoje, hojeni ran a fibrozy (Nieto et al., 2016).

a) Primarni nador b) Proliferace/ ¢) Uvolnéni d) Vstup do cirkulace/
intravazace

—— Lymfaticky a Interakce s destickami,
lymfocyty a dal$imi

krevni systém SRR
krevnimi slozkami

e) Extravazace Piilnuti ke sténé cévy  Usazeni v organech Transport
- 'Y
£ / ’ !
~&) Plice Srdce
Metastaze
f)
Vytvoreni Proliferace/
mikroprostredi angiogeneze

Obr. 1: The main steps in the formation of a metastasis (pfevzato a upraveno z Fidler, 2003)

U normélnich epitelovych bun€k vyvolava ztrata adheze specialni typ bunééné smrti
oznac¢ované jako anoikis. Nadorové buiky vykazuji schopnost rezistence, kterda jim
umoziiuje piezit mimo prostiedi primarniho nadoru a $ifit se po celém téle (Y.-N. Kimet al.,
2012). Po uvolnéni z primarniho nadoru buiky vstupuji do krevni cirkulace nebo
lymfatickeho systému v procesu, ktery je oznacovan jako intravazace (Chambers et al.,
2001). V krevni cirkulaci se ¢asto spojuji do shluki o vice nez 3 bunkach. Ve vzorcich krve

se pak CTCs mohou nachazet bud’ jednotlive, nebo v téchto klastrech. Bylo prokazano, ze
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klastry mohou mit az 50x zvySeny metastaticky potencial v porovnani s jednotlivymi CTCs
(Cayrefourcqg & Alix-Panabiéres, 2019). Béhem Sifeni krvi musi CTCs jesté odolavat
buitkdm imunitniho systému. K tomuto uGcelu vyuzivaji napt. pokryti povrchu krevnimi
desti¢kami, které pak slouzi jako obranny stit (Lou et al., 2015). U bunék kolorektalniho
karcinomu byla pozorovana zvySena exprese proteinu CD47 (Steinert et al., 2014), ktery je
oznacovan jako ,,don't eat me* signal pro makrofagy a dendritické bunky (Jaiswal et al.,
2009).

Vétsina CTCs prochazi krevni cirkulaci a zastavi se az v misté, které je pro jejich
pruchod pfilis malé (Chambers et al., 2001). Zde dochazi i k vyse zminéné deformaci. Odtud
poté opoustéji sit’ kapilar a vstupuji do stromatu hostitelského organu. Tento proces je
oznacovan jako extravazace (Schilling et al., 2012). Zastaveni migrace je zpusobeno
mezenchymalné epitelidlnim ptechodem (MET), béhem kterého dochdzi k opa¢nym
procesim nez u EMT (Thiery et al., 2009). Vznik metastaz na vzdalenych mistech od
primarniho nadoru je vysvétlovan 3 mechanismy (Woodhouse et al., 1997). VSechny 3
mechanismy se opiraji o teorii, Ze metastaze mohou vzniknout pouze, pokud CTCs vykazuji
specifickou afinitu k cilovému organu (Fidler, 2003). Pro tspésné dokonceni metastatického
procesu musi dojit k zahajeni proliferace. Rust metastaz je pak udrzovan tvorbou novych

krevnich cév (Chambers et al., 2002).

2.1.3 Izolace a analyza cirkulujicich nadorovych bun¢k

Metody izolace a analyzy CTCs vyzaduji vysokou specifitu a citlivost (Pantel & Alix-
Panabiéres, 2010). Zpusoby izolace mohou byt na zaklad¢ selektivity rozdéleny do 3
kategorii. Pozitivni selekce vyuziva pro izolaci jedine¢né vlastnosti, kterymi se CTCs
odliSuji od zbytku krevnich bunék. Negativni selekce je zaloZena na odstranéni bunék
S vlastnostmi leukocytli a dalSich krevnich bunék. Metody bez selekce piedstavuji vysoce
vykonné zobrazovaci a objemové metody, které pro detekci nevyuzivaji ani pozitivni ani

negativni selekci (van der Toom et al., 2016).

2.1.3.1 CellSearch

Systém CellSearch je v soucasnosti jedna z nejpouzivangjSich metod pro izolaci CTCs a
zérovei je jako jedina schvalena agenturou FDA (Food and Drug Administration — Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv, USA) pro klinické pouziti u pacientd s rakovinou prsu, prostaty a

tlustého stieva (Yap et al., 2019). Vzorky krve jsou odebirany do specialnich zkumavek. Po
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oddéleni pevnych slozek krve od plazmy jsou CTCSs separovany za pouziti ferrofluidnich
nanocastic s navazanymi protildtkami proti EpCAM a poté jsou CTCs oznateny
monoklondlnimi protilatkami proti cytokeratinGm. Nasledné dochazi k identifikaci
kontaminujicich leukocytl za pouziti protilatek proti CD45 a na navazané CTCs a leukocyty
je aplikovano fluorescenéni barvivo DAPI neboli 4,6-diamidin-2-fenylindol, které zvyrazni
jadra bunék. Bunky v takto zpracovanych vzorcich jsou v magnetické komote rozdéleny
magnetické silou a jsou dale analyzovany (http://www.cellsearchctc.com/). Buiiky oznacené
jako CTCs by mély byt pozitivni pro EpCAM, DAPI a cytokeratiny a negativni pro CD45
(L. Wang et al., 2016).

2.1.3.2 AdnaTest

AdnaTest je metoda, ktera k izolaci nadorovych bunék vyuziva techniku pozitivni selekce
S navazujici reverzné transkriptazovou polymerazovou fetézovou reakci (RT-PCR) (Yap et
al., 2019). Ke vzorku periferni krve jsou pfidany magnetické kulicky potazené riznou
kombinaci protilatek, které vykazuji vysokou specifitu k antigentiim na povrchu nadorovych
bunék. Znacené buiiky jsou poté za pomoci magnetu separovany, Cistény a lyzovany, aby
doslo k uvolnéni mRNA. Ziskand mRNA je reverzni transkripci pfevedena na cDNA, ktera
je nasledn¢ analyzovana prostiednictvim RT-PCR. Vyrobce slibuje velmi vysokou specifitu

a detekéni limit dvou CTCs v 5 ml krve (https://www.giagen.com/au/).

2.1.3.3 CTC cipy

Tato technika vyuziva kifemikové mikroCipy o velikosti mikroskopického sklicka se
specialni strukturou na povrchu, ktera obsahuje navazané protilatky proti EpCAM. Vzorek
plné krve je prohanén ptes mikrocip, ¢imz dochazi k zachyceni CTCs na protilatky.
Navazané buiiky mohou byt poté barveny pro odliSeni od leukocytl, pocitdny a analyzovany
(Sequist et al., 2009). Diky prakticky nulové upravé vzorku pied jeho analyzou a
minimalizaci bunécného stresu zlistava 98 % izolovanych CTCs Zivotaschopnych, coZ je

klicové pro jejich dalsi analyzu (Nagrath et al., 2007).

2.1.3.4 Cytotrack

Technologie Cytotrack je pomérné nova metoda, ktera pro izolaci CTCs kombinuje
vlastnosti pritokové cytometrie a skenovaci mikroskopie. Vzorek je nandSen na specialni

sklenény disk o velikosti CD/DVD, diky ¢emuz se v jedné tenké vrstvé miiZze nachazet az
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100 miliond bunék. Diky extrémné vysoké skenovaci kapacité neni nutné vzorek pied
zpracovanim upravovat magnetickou separaci za pomoci protilatek nebo filtraci na zdkladé
velikosti bun€k, coz je typické pro vétSinu bézné€ pouzivanych technik. Sklenény disk je
vysokou rychlosti ota¢en a povrch disku je skenovan laserovym systémem. Ptistroj po
vyhodnoceni dat zaznamend polohy jednotlivych CTCs na disku a nasleduje druhé
skenovani pro ovéteni spravnosti ziskanych vysledkli. Po dokonc¢eni identifikace mohou byt

jednotlivé buiky izolovany z disku do zkumavky nebo na sklicko pro dalsi analyzu jako

napt. PCR (http://www.cytotrack.com/).
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2.2 RNA

Ribonukleova kyselina neboli RNA je linearni polymer, ktery je tvofen opakujicimi se
nukleotidy, které jsou mezi sebou propojeny fosfodiesterovou vazbou. Jednotlivé nukleotidy
se skladaji ze 3 komponent: zbytek kyseliny fosfore¢né, tzv. fosfatova skupina, pétiuhlikaty
monosacharid (pentéza) a dusikatd heterocyklicka béaze. Sacharidovou slozku
predstavuje B-D-rib6za. Mezi dusikaté baze vyskytujici se v RNA fadime adenin, guanin,
cytosin a uracil. Molekula RNA se vétSinou nachazi jako jednovlaknova. Piesto jsou znamy
ptipady, kdy dochazi k parovani bazi, coz vede ke tvorbé riaznych dvouvlaknovych struktur.
Podle toho, zda RNA obsahuje sekvenci kddujici protein, rozdélujeme RNA na kodujici a

nekddujici (Snustad et al., 2017; Kodicek et al., 2018).

2.2.1 Kodujici RNA

Molekula RNA, ktera nese informaci o primarni struktuie peptidu nebo proteinu, se nazyva
mediatorova RNA (mRNA). Jeji syntéza probiha v bunééném jadie procesem transkripce,
kdy za katalyzy enzymem RNA-polymerazou II a G¢asti dalSich proteini vznika vlakno pre-
MRNA, které je komplementarni k iseku DNA obsahujici dany gen. VIakno pre-mRNA je
dale upravovano polyadenylaci, ptfiddnim 7-methylguanosinu a sestfihem, kdy jsou
odstranovany nekddujici sekvence (introny). Timto je ziskana findlni mRNA. Ta je
transportovana pies jaderné pory do cytoplasmy k ribozomtim, kde slouzi jako templat pro

syntézu proteinti v procesu translace (Snustad et al., 2017).

2.2.2 Nekddujici RNA

Nekodujici RNA predstavuje velkou rozmanitou skupinu molekul, které sice nenesou
informaci o struktufe proteinti, ale n€které jsou kli¢ové pro jejich syntézu. Mnoho z nich se
ucastni regulace genové exprese, ale figuruji také pfi vyvoji riznych onemocnéni (Snustad
et al., 2017; laconetti et al., 2013). Nekodujici RNA zaujimaji ptiblizné 93-97 % celkove
hmotnosti RNA v jedné sav¢i somatické butice, ve které se nachazi asi 10’ molekul RNA
(Palazzo & Lee, 2015).

Genové exprese se kromé mRNA ucastni také tRNA, rRNA, snRNA, miRNA a
IncRNA. VsSechny tyto molekuly jsou syntetizovany v bunééném jadie procesem

transkripce. Zatimco mRNA slouZi jako prostfednik pro naslednou syntézu proteintl, syntéza
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zbylych 5 typt molekul je transkripci ukoncena a po posttranskripénich Gpravach k translaci

V jejich ptipadé jiz nedochazi (Snustad et al., 2017).

2.2.2.1 Transferovd RNA

Transferovda RNA (tRNA) je druhd nejhojnéji zastoupend nekddujici RNA. Predstavuje
10 - 15 % celkové hmotnosti molekul RNA v buiice (Palazzo & Lee, 2015). Jeji syntéza je
katalyzovdna RNA-polymerdzou Il (Snustad et al., 2017). VIakno tRNA je dlouhé 73-93
nukleotidl a vytvari typickou sekundarni strukturu ptipominajici jetelovy list, ktery je tvoten
¢tyfmi helikdlnimi useky stabilizovanymi vodikovymi mistky a tfemi vlasenkami. Vldkno
dale vytvari 1 terciarni strukturu ve tvaru pismene L. Typickym jevem je u tRNA vyskyt

modifikovanych bazi (Kodicek et al., 2018).

Molekula tRNA pini nepostradatelnou funkci pfi translaci, kdy na sviij 3" konec vaze
esterovou vazbou odpovidajici aminokyselinu, kterou piinasi k ribozomu. V ribozomu se
poté vaze na kodon na mRNA pomoci komplementarni sekvence (antikodonu), ktery se

nachazi v jedné z vlasenek (Kodicek et al., 2018).

2.2.2.2 Ribosomalni RNA

Ribosomalni RNA (rRNA) je nukleova kyselina, ktera spolu s dal§imi proteiny vytvari
ribozomy. V lidské bunice zaujima 80-90 % celkové hmotnosti molekul RNA (Palazzo &
Lee, 2015). Ribozom je vysoce konzervovana ribonukleoproteinova Castice, ktera katalyzuje
finalni krok syntézy proteinti (translaci). Pfi translaci je informace z mRNA piekladana do
podoby proteinu podle pravidel genetického koédu. Kazdy ribozom se sklada ze dvou
podjednotek (mala a velka), které jsou kromé ribozomalnich proteinti tvofeny riznymi druhy
rRNA, které se od sebe 1i§i Svedbergovym sedimenta¢nim koeficientem (S). U eukaryot je
malé podjednotka tvorena 18S rRNA a velka podjednotka 28S; 5,8S a 5S rRNA. Samotné
rRNA jsou u eukaryot syntetizovany v buné¢ném jadérku. Enzym RNA-polymeraza |
katalyzuje transkripci vSech rRNA kromé 58, jejiz transkripci katalyzuje RNA-polymeraza
[T (Kodicek et al., 2018; Woolford & Baserga, 2013).

2.2.2.3 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) patii do skupiny malych nekddujicich RNA. Jsou to jednovldknové

molekuly dlouhé 18-24 nukleotidu, jejichz hlavni funkci je regulace genové exprese.

V lidském genomu se nachazi minimalné 326 gent kodujici miRNA, takze se jedna o velmi
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rozmanitou a poc¢etnou skupinu (Carthew, 2006; P6s et al., 2018). Syntéza miRNA probiha
V bunéném jadie za katalyzy RNA-polymerazou II, ¢imZ se ziskava vlakno se strukturou
vlasenky. Vlasenka je upravovana nejprve enzymem Drosha a po transportu do cytoplazmy
enzymem Dicer. Poté dochazi k degradaci jednoho vlékna vlasenky a zbylé vlakno se stava
soucasti uml¢ovaciho komplexu RISC (RNA induced silencing complex) (Cai et al., 2004;
Lee et al., 2004). Komplex RISC se pomoci miRNA, ktera je komplementarni k ¢asti urcité
mRNA, na mRNA navaze a znemoznuje tak translaci (Mattick & Makunin, 2006). Bylo
prokazano, ze miRNA ovliviiuje nadoroveé procesy regulaci apoptozy, bunééné proliferace a

EMT (Schwarzenbach et al., 2011).

2.2.2.4 Malé jaderné RNA

Malé jaderné RNA (snRNA) piedstavuji malou skupinu nekodujicich RNA, které se nachazi
v nukleoplazmé. Jejich syntéza je katalyzovana RNA-polymerazou Il a Il (Hernandez,
2001). Molekuly snRNA bohaté na uridin vytvaii spolu s dal§imi mnoha proteiny
ribonukleoproteinovou ¢astici oznacovanou jako spliceozom. Lidsky spliceozom je sloZzen
z 5 raznych snRNA a pfiblizné 150 proteini. Spliceozom provadi sestfih a odstranéni
introntt z vldkna pre-mRNA pfi posttranskripnich upravach. NaruSeni sestfihu nebo
sestaveni spliceozomu byly pozorovany u né¢kolika genetickych onemocnéni jako Spinalni
svalova dystrofie, Dyskeratosis congenita nebo Pradertv-Williho syndrom (Matera et al.,
2007; Valadkhan, 2010; Wahl et al., 2009).

2.2.2.5 Dlouhé nekodujici RNA

Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) je skupina nekddujicich RNA, jejichz délka ptesahuje
200 nukleotidd. Vétsina IncRNA je u ¢lovéka syntetizovana za katalyzy RN A-polymerazou
Il (Rao, 2017). V savéi buiice se nachazi asi 53 000 riznych IncRNA, které zaujimaji pouze
0,03-0,2 % hmotnosti v§ech molekul RNA v buiice (Palazzo & Lee, 2015). Nejprve se diky
jejich pomérné nizké expresi piedpokladalo, ze tyto dlouhé nekodujici transkripty jsou
bezvyznamné a ptedstavuji pouze ,transkripéni Sum“ (Morris & Mattick, 2014). Dnes uz je
ale jasné, Ze Cast z nich plni dilezité funkce v riznych biologickych procesech. Vyznamné
se podileji na regulaci genové exprese na transkripéni a posttranskripéni trovni. Podobné
jako miRNA také ovliviiuji nadorové procesy regulaci apoptozy, vzniku metastaz a
rezistence na lé¢iva (Ma et al., 2017; Rao, 2017; Zhou et al., 2018).
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2.2.3 Piitomnost RNA v krevni cirkulaci

Metodou tekuté biopsie Ize v krevni plazmé kromé CTCs analyzovat také nukleove kyseliny.
Ty jsou v krevni cirkulaci pfitomny v nékolika formach. Nachazeji se uvnitt bungk, ale byly
nalezeny i u bunék, které jadra nemaji. Do periferni krve mohou byt uvolilovany apoptozou,
nekrézou anebo mohou byt vyluCovany mitochondriemi. Zde mohou byt poté prendseny
uvnitt extracelularnich vezikul nebo mohou vytvafet ribonukleoproteinové komplexy.
Pokud se v8ak molekuly RNA vyskytuji v krevni cirkulaci ve volném stavu, jsou
oznacovany jako cell-free RNA (cfRNA) (Schwarzenbach et al., 2011; Yafiez-Mo et al.,
2015).

Molekuly RNA jsou vétSinou méné stabilni oproti DNA a nachylné k degradaci
prostiednictvim enzymu ribonukleaz (RNaz) (Souza et al., 2017). Ty jsou velice rozsifené a
velmi odolné. Mohou se nachdzet napiiklad ve vod¢, laboratornich pufrech, na rukou a

hlavné v télnich tekutinach (Tzimagiorgis et al., 2011).

2.2.3.1 Extracelularni vezikuly

Extracelularni vezikuly (EV) jsou membranové utvary uvoliiované bunkami, které
zprostiedkovavaji mezibunéénou komunikaci. Tu zajist'uji prenaSenim riznych biomolekul.
Kromé nukleovych kyselin mohou pfenaset i proteiny, lipidy a sacharidy. Podle velikosti a
zpusobu vzniku se déli na exosomy, mikrovezikuly a apoptoticka téliska (viz. Obr. 2)

(‘Yafnez-Mo et al., 2015).

Exosomy predstavuji skupinu nejmensich EV (40-100 nm). Vchlipenim bunécné
membrany dovnitf bunky vznikaji intracelularni vezikuly, které se shromazd’uji do
multivesikularnich ¢astic. Ty jsou poté obaleny bunéfnou membranou a exocytézou
opoustéji buiiku. Mikrovezikuly jsou vétsi nez exosomy (0,1-1 pm). Z bunék se uvoliuji
také exocytozou, takze vzdy nesou obsah a povrchové proteiny ptivodni bunky. Tvorba
mikrovezikul byla pozorovéana u velkého mnoZzstvi bunék jako naptiklad endotelialni buriky,
krevni elementy, kardiomyocyty i nadorové buriky. Apoptoticka téliska vznikaji z fragmentt
buriky, u které byla vyvolana apoptdza. Jsou mnohem vétsi nez ostatni EV (1-5 um) a mohou
nést ¢asti jadra, membran, cytosolovy obsah a dokonce organely ptivodni bunky (Burger et

al., 2013).
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Obr. 2: Vznik extracelularnich membranovych vezikul (EV) (ptevzato a upraveno z Pos et al., 2018)

2.2.3.2 Stabilita miRNA v krevni cirkulaci

V periferni krvi jsou miRNA jako jedny z mala RNA vysoce stabilni (Schwarzenbach et al.,
2011). Malokdy se totiz po uvolnéni z buriky nachazi ve volném stavu. Nejprve se
piedpokladalo, ze jejich odolnost je zplisobena pouze pfitomnosti uvnitt exosomi. Arroyo
et al. (2011) ale zjistili, Ze pouze 10 % MIRNA v krevnim ob¢hu se nachazi uvniti EV a
90 % potom v komplexu RISC s proteinem Ago2. Piedpokladaji, ze tendence miRNA
spojovat se Ago2 nebo exosomy je dana puvodem bunky, ze které miRNA pochazi.
Turchinovich et al. (2011) ve svém experimentu detekovali dokonce vice jak 97 % miRNA,
Které nejsou asociovany s exosomy. Zjistili, ze komplex miRNA/Ago2 je stabilni i po 2
mésicich ve formé bunééného lyzatu a Ze miRNA muiZe tvofit komplexy i s dal§imi proteiny

z rodiny Argonaut (zejména Agol, Ago3 a Ago4).

Kromé exosomi a komplexi s proteiny byly miRNA nalezeny i ve spojeni
s lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL — high density lipoproteins), které jim poskytuji
ochranu pted pisobenim RNaz a pravdépodobné slouzi také jako transportéry k cilovym
mistim, kde ma dojit k regulaci genové exprese (Vickers et al., 2011). Diky velmi vysokeé
stabilit¢ v krevnim ob&hu by mohly specifické miRNA slouzit jako biomarkery pro casné

odhaleni nejen nadorovych onemocnéni (Arroyo et al., 2011). Také je zvazovana moznost
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pouziti syntetickych miRNA pro uml¢ovani geni, které aktivuji riizna onemocnéni (Suckau

et al., 2009).

2.2.3.3 Stabilita mRNA v krevni cirkulaci

Molekuly mRNA jsou velmi rozmanité a bohuzel velmi nachylné k degradaci, takze se
Vv krevni plazmé a séru Casto nachazi jen jejich fragmenty. Z tohoto diivodu se vétSina studii
zaméfuje spiSe na analyzu miRNA a jejich vyskyt v krevni cirkulaci je také vice objasnén
(Schwarzenbach et al., 2011; Shih et al., 2015). Nicméné bylo potvrzeno, ze mRNA se

mohou nachazet uvnitt EV a pfedevsim uvniti exosomi (K. M. Kim et al., 2017).

Valadi et al. (2007) izolovali exosomy z mysi linie zirnych bunék a v nich pomoci
mikroCipti detekovali 1300 riznych mRNA. Pozoruhodny byl ndlez 270 genovych
transkript, které se nenachazely v pivodnich bunkach, ale pouze v exosomech. Provedenim
in vitro transla¢niho testu dokazali, z¢ mRNA v exosomech jsou neporusené a v cilovych
buiikdch mohou byt translaci pfeménovany na proteiny. JelikoZ molekuly mRNA umoziiuji
detekovat, které geny jsou v daném stavu pacienta exprimovany, piedstavuji, i navzdory
jejich nestalosti, idedlni biomarkery pro neinvazivni sledovani pribéhu nadorového

onemocnéni a také jeho v¢asné odhaleni (Schwarzenbach et al., 2011).

2.2.4 lzolace a analyza RNA

Vv

zamezilo kontaminaci vzorku RNé&zami. Po provedeni izolace je nutné udrzovat vzorky
v chladu, aby nedochézelo k degradaci (Tuffaha, 2008). Nejcastéj$i metodou pro izolaci
RNA je vsoucasnosti extrakce ¢inidlem obsahujici guanidinium thiokyanat a fenol.
Umoznuje soucasnou a pomérné rychlou izolaci RNA, DNA i proteinti z jednoho vzorku. Je
znama jiz tadu let, ale poskytuje vysoké vytézky i Cistotu izolované RNA (Chomczynski,
1993). Mezi dalsi ptistupy se pak fadi adsorpce molekul RNA na silica membranu, ktera se
nachazi uvnitf kolonek, a izolace pomoci magnetickych nanocastic s ndslednou separaci

pomoci magnetického pole (Farrell, 2017; Magnani et al., 2006).

Pred analyzou ziskané RNA je potteba provést kontrolu integrity a Cistoty a stanovit
jeji koncentraci ve vzorku. Kontrolu integrity je mozZzné provést tradicné pomoci
elektroforézy nebo pomoci PCR za pouziti kontrolnich gent (napt. B-aktin, GAPDH —
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa) (Liu, 2005; Tzimagiorgis et al., 2011). Koncentraci
a Cistotu je mozné stanovit pomoci UV/VIS spektrofotometrie. Molekuly mRNA a miRNA
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generace, které vyzaduje pripravu sekvenéni knihovny a nasledné cetné upravy. Mezi
jednodussi metody pak patii analyza pomoci mikro¢ipu (microarray) a kvantitativni
polymerazova fetézova reakce (QPCR) (Etheridge et al., 2013; Stark et al., 2019).

2.2.4.1 MikrocCipy

Analyza genové exprese pomoci mikroCipli je relativné rozSifena metoda. Umoziuje
detekovat expresi tisicli molekul RNA najednou. PouZivaji se naptiklad pro sledovani zmén
genové exprese u zdravych a nemocnych bunék, v pribéhu bunééného cyklu nebo béhem
embryonalniho vyvoje. Jedna se o sklenéné nebo silikonové desti¢ky, na jejichz povrchu
jsou navazany tisice jednovlaknovych DNA sond ve formé cDNA nebo oligonukleotidii.
Studované mRNA jsou pfevedeny na cDNA reverzni transkripci a poté je provedena
polymerédzova fetézova reakce (PCR). Ziskané cDNA oznacené fluorescenéni znackou jsou
nanaSeny na mikroCip. Navdzan¢ cDNA jsou analyzovany pomoci laseru a detektoru
fluorescence. Pozitivni signal pak potvrzuje, ze konkrétni mRNA, ktera slouzila pro syntézu

cDNA, byla ptitomna v bunce (Gershon, 2002; Snustad et al., 2017).

2.2.4.2 Kvantitativni polymerazova fetézova reakce

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce (qPCR) nékdy také oznaCovana jako PCR
v realném cCase (real-time PCR) je velice citliva a piesna metoda. Oproti klasické PCR
umoziuje kvantifikaci vznikajicich produktt v realném case (Singh & Roy-Chowdhuri,
2016). Pro analyzu mRNA a miRNA jsou vzorky pfevedeny reverzni transkripci do podoby
cDNA, ktera je poté oznacena fluorescencni sondou nebo barvivem. Nasledné jsou vzorky
Vlozeny do pfistroje (termocykleru), kde probiha samotna qPCR analyza. Termocykler
v pribéhu reakce provadi méfeni vzrlstajici fluorescence, ktera je piimo uUmérna
narlstajicimu mnozstvi cDNA. Reverzni transkripci a qPCR je mozné provadét bud’
oddé¢lené, nebo zaroven, kdy jsou potom do zkumavky pfidany komponenty pro obé reakce.
Reakce ,,v jedné zkumavce® sniZzuje riziko kontaminace, ale neumoziuje uchovani
syntetizované cDNA (Nolan et al., 2006). Metoda qPCR se obdobné jako u mikrocipt
pouziva pro sledovani zmén genové exprese a je velice oblibend pii studiu nadorovych

onemocnéni (Singh & Roy-Chowdhuri, 2016; Tzimagiorgis et al., 2011)
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2.3 TRANSPORTNI SYSTEMY

vvvvvv

stavu pacientského vzorku béhem transportu a nasledného uskladnéni pted zpracovanim. Po
odbéru krve miize dochazet ke zménam exprese mRNA a apoptoze CTCs (Das et al., 2014;
Meng et al., 2004). Idealni transportni systém pro nukleové kyseliny by mél zabranit
degradaci bunék prenasenych krvi, jejichz rozpad by zpiisobil uvolnéni nukleovych kyselin
do krevni plazmy. Zaroven by také mél zamezit degradaci mimobunéénych nukleovych
kyselin, které se jiz nachazely v krevnim ob&hu pacienta (Kang et al., 2016). V dnes$ni dob¢
existuje mnoho variant transportnich zkumavek od rGznych vyrobcl, které poskytuji
rozdilné ¢asové a teplotni podminky pro stabilizaci (Tab. 1). Nékteré stabilizuji pouze RNA,

jiné pouze CTCs. Existuji i systemy, které jsou schopny stabilizovat oboji.

Tab. 1: Podminky stabilizace RNA a CTCs ve vybranych transportnich zkumavkach

Transportni zkumavky  Poéet dni Teplota (°C) Objem pIné krve (ml)

Norgen cf-DNA/cf-RNA 30 15-25 8.4

S RNAgard Blood 14 15-25 2.5
©  Cell-Free DNA BCT Streck 14 6-37 10
<ZE Tempus Blood RNA 5 18-25 3
[ EDTA Vacuette 3 15-25 2-10

PAXgene Blood RNA 3 18-25 2.5

» Norgen cf-DNA/cf-RNA 14 15-25 8.4
2 Cell-Free DNA BCT Streck 7 15-30 10
© CellSave 4 15-25 10

2.3.1 Norgen cf-DNA/cf-RNA

Transportni zkumavky Norgen cf-DNA/cf-RNA jsou vyrobkem kanadské firmy Norgen
Biotek Corporation. Jako jedny z mala zajist'uji souc¢asnou stabilitu cfDNA, cfRNA i CTCs
ve vzorcich lidské plné krve. Vyrobce udava, Ze cfRNA je stabilni po dobu 30 dni a CTCs
po dobu 14 dni skladovani pti pokojové teploté (15-25 °C) (https://norgenbiotek.com/).
Velmi dobré podminky stabilizace zajiStuje ochranné c&inidlo, které se sklada
Z polyethylenglykolu (polymer, vytlacuje buniky z roztoku), chloridu sodného (penetracni
¢inidlo, vytvaii hypertonicky roztok), EDTA (inhibitor enzymi) a azidu sodného
(metabolicky inhibitor) (Haj-Ahmad & Haj-Ahmad, 2019). lIzolované a purifikované
nukleové kyseliny mohou byt nasledné analyzovany jakymkoliv zpisobem. Jejich pouZiti je

ale schvaleno pouze pro védecké tcely (https://norgenbiotek.com/).
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2.3.2 RNAgard Blood

Zkumavky RNAgard Blood vyrabi americkd firma Biomatrica. Jsou uréeny pro stabilizaci
bunéénych DNA a RNA ve vzorcich pIné krve. Molekuly RNA by mély zlstat neporusené
po dobu 14 dni skladovani pti pokojové teploté nebo po dobu 1 mésice pii 4 °C. Kvalita i
kvantita izolovanych RNA by méla byt velmi vysoka. Izolované nukleové kyseliny jsou
vhodné pro $iroké spektrum analyz, ale opét neni povoleno jejich pouziti v diagnostice

(https://www.biomatrica.com/).

2.3.3 Cell-Free DNA BCT

Cell-Free DNA BCT zkumavky produkuje americka firma Streck Corporate, kterd se
technologii stabilizace bun€k zabyva jiz od roku 1971. Zkumavky ptfedchédzeji Uniku
genomické DNA z bungk, ¢imz zajist'uji vysoce kvalitni izolovanou cfDNA i po 14 dnech
skladovani pii 6-37 °C (https://www.streck.com/). Pro stabilizaci nukleovych kyselin
vyuziva firma Streck ochranné ¢inidlo, které mimo jiné obsahuje kyselinu
aurintrikarboxylovou (inhibitor nukleaz), diazolidinyl ureu (konzervacni latka) a kombinaci
metabolickych inhibitorti: glyceraldehyd, fluorid sodny a EDTA (Fernando, 2013).
Schopnosti stabilizace byly testovany i pro CTCs, které zistavaly neporusené az 7 dni pfi
teplotach 15-30 °C (https://www.streck.com/). Pro stabilizaci CTCs je vyuzivano ochranné
¢inidlo obsahujici mimo jiné imidazolidinyl ureu, EDTA, glycin a beta-merkaptoethanol
(Hunsley et al., 2018). Zkumavky byvaji bézné vyuzivany v klinickych vyzkumnych

studiich, pfi identifikaci 1é¢iv a vyvoji diagnostickych testt (https://www.streck.com/).

2.3.4 Tempus Blood RNA

Transportni zkumavky Tempus Blood RNA jsou uréeny pro stabilizaci a naslednou izolaci
celkové RNA ze vzorkl plné krve. Vyrobcem je americkd firma Thermo Fisher Scientific.
Zkumavky udrzuji RNA stabilni béhem skladovani pfi pokojové teploté (18-25 °C) po dobu
az 5 dni nebo pii 4 °C po dobu minimélné 1 tydne. Vzorky je mozné uchovavat i na delsi
dobu vmrazdku. Uvnitf zkumavek se nachazi 6 ml stabilizatniho ¢inidla
(https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html), které se sklada z guanidin thiokyanatu
nebo guanidin hydrochloridu (chaotropni stl), Tweenu 20 (detergent) a ethanolu (srazedlo)
(Moring & Somack, 1999). Po odbéru krve ¢inidlo zplsobuje okamzitou lyzu krevnich

bunék, inaktivaci RNéz a selektivni precipitaci molekul RNA, zatimco genomickd DNA a

26


https://www.biomatrica.com/
https://www.streck.com/
https://www.streck.com/
https://www.streck.com/
https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html

proteiny zustavaji v roztoku. Izolovanou RNA je mozné analyzovat naptiklad pomoci real-

time PCR nebo mikroc¢ipa (https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html).

2.3.5 CellSave

Zkumavky CellSave jsou soucasti systému CellSearch, ktery je, jak je uvedeno v kapitole
2.1.3.1, jako jediny schvalen pro klinické pouziti agenturou FDA. Kombinace Na,EDTA a
dalsich bunéénych konzervac¢nich ¢inidel uvniti zkumavky by mély zachovat neporusené
CTCs po dobu az 4 dnt skladovani pii pokojové teploté (Yap et al., 2019;
https://www.cellsearchctc.com/). PiestoZze jsou zkumavky CellSave primarné urCeny pro
stabilizaci CTCs, byla testovana i moznost jejich pouziti pro analyzu cirkulujici nadorové
DNA (ctDNA), coz by umozniovalo sou¢asnou analyzu CTCs a ctDNA z jednoho vzorku
(Kang et al., 2016).

2.3.6 EDTA zkumavky

Systém odbérovych zkumavek Vacuette zahrnuje velké mnozstvi zkumavek pro vS§emozna
vySetieni a stanoveni. Pravdépodobné nejCastéji pouzivanou variantou jsou zkumavky
obsahujici jako antikoagula¢ni ¢inidlo K2EDTA nebo KsEDTA. Pro molekularng biologické
vySetieni muze byt zkumavka doplnéna jesté o gel (https://www.dialab.cz/). Zkumavky by
mély udrzet molekuly RNA ve vzorku plné krve stabilni po dobu alesponn 3 dnli pii
laboratorni teploté (Banfi et al., 2007). V soucasnosti jsou ale provadény experimenty, pfi
kterych jsou porovnavany schopnosti stabilizace téchto ,,tradi¢nich zkumavek a nov¢jsich
variant. Ve vétSiné piipadi jsou za danych podminek vysledky stabilizace RNA v

Ko:EDTA/KSEDTA zkumavkach nevyhovujici (Das et al., 2014; Feddersen et al., 2016).

2.3.7 PAXgene Blood RNA

PAXgene Blood RNA zkumavky jsou spolu se stejnojmennym kitem pro purifikaci
nukleovych kyselin soucasti PAXgene Blood RNA systému, ktery slouzi ke stabilizaci
intracelularni RNA ve vzorcich plné krve. Vyrobcem je Svycarska firma PreAnalytiX, ktera
je v soucasné dobe soucasti firmy Qiagen. Uvnitf zkumavek se nachazi stabiliza¢ni ¢inidlo,
které stejné jako u Tempus Blood RNA zkumavek zplisobuje 1yzu krevnich bun¢k, ¢imz
idajné usnadiiuje naslednou purifikaci RNA (https://www.preanalytix.com). Cinidlo by
mélo obsahovat z uvetfejnénych chemikalii guanidinium isokyanat nebo guanidinium

hydrochlorid (chaotropni sul), placentarni inhibitor ribonukleaz,
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tetradecyltrimethylamonium oxalat, kyselinu vinnou a dodecylsiran sodny nebo Tween 20
(detergent) (Augello et al., 2003). Vyrobce udava, ze RNA zustane stabilni po dobu 3 dni
skladovani pti pokojové teploté, 5 dni pti2-8 °C, 6 mésict pii-20 °C a 12 mésici pii-70 °C.
Vysoce kvalitni izolovana RNA je poté vhodnd pro Siroké spektrum analyz. Pouziti
zkumavek je povoleno pouze pro védecké ucely, Casto napiiklad pro testovani 1éCiv

(https://www.preanalytix.com).
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2.4 SOUHRN RESENE PROBLEMATIKY

Koncept tekuté biopsie ptedstavuje velky pokrok nejenom v oblasti onkologie. Kromé
vcasného odhaleni nadorovych lozisek umoznuje také analyzovat zmény hladin nukleovych
kyselin pfitomnych v krevni cirkulaci béhem ptirozeného pribéhu onemocnéni. Sledovani
odpovédi na probihajici 1écbu navic dovoluje poskytovat individudlni podminky terapie
podle potieby konkrétniho pacienta (Cayrefourcq & Alix-Panabiéres, 2019; Schwarzenbach
etal., 2011).

Doposud nebyl identifikovan Zadny naprosto spolehlivy a zdrovenn jedinecny
biomarker pro identifikaci nddorovych onemocnéni. Z toho diivodu jsou pouzivany rtizné
kombinace cirkulujicich biomarkert (Cayrefourcq & Alix-Panabiéres, 2019). Rada z nich je
velice nestdla (CTCs, mRNA). Aby byly zajistény co nejpiesnéjsi vysledky vySetteni,
nemélo by v ¢asovém rozmezi mezi odbérem vzorku a jeho zpracovanim dochazet k Zadnym

zménam.

V predeslé kapitole bylo popsano nékolik vhodnych transportnich systémt, které
byly uspotadany podle ¢asovych podminek stabilizace RNA a CTCs. Nejlepsim kandidatem
se zdaji byt zkumavky Norgen cf-DNA/cf-RNA, které dle vyrobce stabilizuji nukleove
kyseliny az 30 dni a CTCs az 14 dni.

V experimentalni ¢asti bude provedeno posouzeni jednotlivych typt transportnich

Zkumavek pro moznosti tekuté biopsie a paralelnich analyz ¢cfDNA a CTCs.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Testovani stability RNA

3.1.1 Biologicky material

Pro izolaci RNA byly pouzity vzorky periferni krve, které byly odebrany péti dobrovolnym
darctim na pracovisti Ustavu molekularni a translaéni mediciny Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého Olomouc (UMTM LF UP) do tii riznych odbérovych zkumavek: KsEDTA
(Vacuette, Greiner Bio-One), CellSave (Menarini-Silicon Biosystems), Cell-Free DNA BCT
(Streck). Odbér byl proveden u kazdého dobrovolnika do kazdého typu zkumavky ve tiech
kopiich. Vzorky byly poté skladovany pfi laboratorni teploté po dobu 24 a 72 hodin. Prvni

sada vzorku byla zpracovana v den odbéru, tedy v den 0.

3.1.2 Chemikalie

- TRI reagent (Molecular Research Center, USA)
- Isopropanol (Sigma-Aldrich, USA)
- Chloroform (Sigma-Aldrich, USA)
- Ethanol 96% (VWR Chemicals, USA)
- DEPC Treated Water (Ambion, USA)
- Néahodné hexamery (Promega, USA)
- RNAsin ribonuclease inhibitor (Promega, USA)
- RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, Litva)
- TagMan sondy (Thermo Fisher Scientific, USA)
- LightCycler 480 Probes Master (Roche, Svycarsko)
- 10 mM deoxyribonukleotid trifosfaty
e 100 mM deoxycytidin trifosfat (Promega, USA)
e 100 mM deoxyguanosin trifosfat (Promega, USA)
e 100 mM deoxytymidin trifosfat (Promega, USA)
e 100 mM deoxyadenosin trifosfat (Promega, USA)
e Priprava: 4x 0,1 ml jednotlivych zasobnich nukleotidi + doplnéno DEPC treated
vodou do 1 ml

- Lyzac¢ni roztok na erytrocyty 10x, mnozstvi na 1 litr RNA H20
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e 82,9 g chloridu amonného (Lach-Ner, Ceska republika)
e 7,9 g hydrogenuhli¢itanu amonného (Penta, Ceské republika)
e 0,372 g kyseliny ethylendiamintetraoctove (Serva, Némecko)
e K lyzaci je pouzivan 1x koncentrovany — 50 ml (10x konc.) + 450 ml RNA H20
- Fosfatovy pufr (PBS) 10x, mnozstvi na 1 litr RNA H>0
e 80 g chloridu sodného (Mikrochem, Slovensko)
e 2 g chloridu draselného (Lach-Ner, Ceska republika)
e 154 g dodekahydratu hydrogenfosforeénanu sodného (Lach-Ner, Ceska
republika)
e 2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (VWR Chemicals, USA)
e Pro izolaci bungk je pouzivan 1x koncentrovany — 50 ml (10x konc.) + 450 ml
RNA H,0
- Cistota vSech pouzitych chemikalii je molecular grade.

- Vsechny pouzité roztoky, $picky a zkumavky jsou RNase-free.

3.1.3 Pristrojové vybaveni

- Laminarni box Aura 2000 M.A.C. (BioAir, Italie)

- Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

- Minicentrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

- Thermal Cycler PTC 100 (MJ Research, Inc., USA)

- Chlazena centrifuga Z323K (Hermle, Némecko)

- Termoblok ThermoStat plus (Eppendorf, Némecko)

- Vahy (Scaletec, Indie)

- Nanodrop ND 1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA)

- Minicentrifuga Smart 15 (Hanil Scientific Inc., Jizni Korea)
- Laminarni box Scanlaf Mars Class Il (LaboGene, Dansko)
- Vortex VX-200 (Labnet International, Inc, USA)

- Minicentrifuga Combi Spin (Biosan, Lotyssko)

- Centrifuga 5430 (Eppendorf, Némecko)

- Real-time PCR termocyklér LightCycler 480 11 (Roche, Svycarsko

31



3.1.4 Metody

3.1.4.1 Izolace leukocytti osmotickou Iyzou erytrocytl

Zkumavka se vzorkem periferni krve byla centrifugovana po dobu 3 min pii 4 500 rpm a 4
°C. Po centrifugaci byla odebrana veskera plazma, ktera byla zamraZzena. K sedimentu krve
byl pfidan 1x koncentrovany lyza¢ni roztok v poméru 4:1 (zpravidla 40 ml lyza¢niho roztoku
a 10 ml krve), ktery byl nasledné vracen do lednice. Pokud se ve vzorku nachazely sraZeniny,
vzorek byl prelit do nové falkony. Vzorek byl za obcasného protifepani ponechdn na ledu po
dobu 7-30 min, dokud nedoslo k vy¢efeni (vzniku lakové barvy). Poté byl vzorek 10 min
centrifugovan pii 4 500 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a vzorek byl
vyplachnut 5 ml lyzacniho roztoku. Peleta byla rozklepana a ke vzorku bylo pfidano 20 ml
1x koncentrovaného lyza¢niho roztoku. Vzorek byl poté centrifugovan 5 min pii 4 500 rpm
a 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a peleta byla (pokud byla jesté Cervend)
opatrné oplachnuta ptiblizné 5 ml fosfatového pufru (PBS). Peleta byla rozklepana a ke
vzorku bylo ptidano 20 ml fosfatové pufru. Vzorek byl nasledné centrifugovan 5 min pfi
4500 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a buriky byly resuspendovany
v 3-10 ml fosfatového pufru podle velikosti pelety. Vzorek byl pipetou nékolikrat promichan
a do zkumavek o objemu 1,5 ml bylo pieneseno 120 pul vzorku. Vzorky v mikrozkumavkach
byly centrifugovany 4 min pii 2 000 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant
a ke vzorklim byl opatrné pridavan vzdy 1 ml TRI reagentu za soucasného promichavani
pipetou do rozpusténi. Vzorky bunéénych TRI lyzata byly promichany na vortexu a nasledné

zamrazeny (-18 az -30 °C).

3.1.4.2 1zolace RNA TRI reagentovou metodou

Vzorky buné¢nych TRI lyzata byly rozmrazovany nejprve pii 4 °C a poté pii pokojové
teploté ve flowboxu, aby doslo ke kompletni disociaci nukleoproteinti. Ke vzorkiim bylo
pfidano 200 pl chloroformu a vzorky byly silné¢ promichany na vortexu (alespon 30 sec).
Vzorky byly poté ponechany 10 minut pfi pokojové teploté. Béhem pauzy byl ptipraven
75% ethanol podle poctu vzorki (1 vzorek = 1,5 ml ethanolu + rezerva). Pfipraveny ethanol
byl vloZen do lednice. Vzorky byly centrifugovany 15 min pti 12000 g a 4 °C. Po
centrifugaci se ve vzorcich vytvoftily 3 vrstvy: spodni riZzova vrstva (detrit, lipidy, proteiny
a DNA), prostfedni mezivrstva (prstenec DNA) a vrchni vodna faze (RNA). Ptiblizné¢ 500

Ml vrchni vodné faze bylo vzdy pteneseno do ptipravenych mikrozkumavek o objemu
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1,5 ml. K témto vzorkim bylo nasledné pfidano stejné mnozstvi isopropanolu (400-500 pl).
Pro spojeni obou vytvotfenych vrstev byly vzorky opakovanym protfepanim promichany.
Vzorky byly ponechany 5 minut pii pokojové teploté, probihala precipitace RNA. Poté byly
vzorky 10 min centrifugovany pti 12 000 g a 4 °C. Po centrifugaci byl opatrné odstranén
supernatant a bila (pfip. prithlednd) RNA peleta byla promyta 1,5 ml 75% ethanolu.
Pievracenim zkumavky byla opatrné odlepena peleta a vzorky byly centrifugovany 5 min
pri 12 000 g a 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén veskery supernatant a RNA peleta byla ve
flowboxu susena na vzduchu do zprihlednéni (3-10 min). K ususené peleté bylo ptidano
25 pul DEPC treated vody (21-60 pl v zavislosti na velikosti pelety). Obsah zkumavky byl
nékolikrat promichan pipetou a vzorky byly vlozeny na 10 min do termobloku (60 °C), ¢imz
se urychli rozpusténi RNA. Nasledné byly vzorky ochlazeny v chladicim stojanu. Pied
ulozenim do mrazaku pro kratkodobé (-18 az -30 °C) nebo dlouhodobé uchovéani (-70 az -

80 °C) byla stanovena koncentrace a ¢istota izolované RNA.

3.1.4.3 Stanoveni koncentrace a Cistoty RNA

Koncentrace a Cistota izolované RNA byla méfena pomoci piistroje Nanodrop ND 1000.
V pocitaci byl nejprve spustén program Nanodrop, ve kterém byl zvolen program pro méreni
RNA. Po vyzvani byl na ¢ocku Nanodropu pipetou nanesen 1 pl vody. Po zméacknuti OK
byla zahajena inicializace. V programu byl zvolen typ méfeni RNA-40. JelikoZ jako blank
byla pouzivana voda, nebylo nutné ji znovu nanaset. Stisknutim ikony blank bylo provedeno
vynulovani piistroje. Po vynulovani byla ¢tvereckem buniciny odsata voda a cocka i rameno
piistroje bylo o¢isténo. Na ¢ocku byl opatrné nanesen 1 ul vzorku a stisknutim ikony
Measure bylo provedeno méfeni vzorku. Vzorek byl z Cocky odsan a ob¢ plochy byly opét
ocistény. Po dokonceni méteni vzorkll bylo provedeno méteni vody. Poté byla voda opét

odsata a ob¢ plochy byly opét ocistény buni¢inou.

3.1.4.4 Reverzni transkripce

Pted zacatkem prace byly 10 mM deoxyribonukleotid trifosfaty, 5x RT-pufr, hexamery a
DEPC treated voda ptemistény z mrazaku do lednice. Po jejich rozpusténi byly kratce na
polovi¢ni vykon promichany na vortexu a nasledné centrifugovany. RNAsin a reverzni
transkriptaza byly pfidavany po kratké centrifugaci pfimo z mrazaku. Reverzni transkripce
byla provadéna z 3 g izolované celkové RNA v reakénim objemu 30 pl. Po vypocitani
objemu jednotlivych slozek byla do zkumavek o objemu 0,2 ml pfidavana voda, RNA a

nahodné hexamery v tomto potadi. Po pfidani vody byly zkumavky umistovany do chlazené
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desticky. Nasledné bylo po promichani pipetou pfiddno mnozstvi vzorku odpovidajici 3 pug
RNA, poté 0,3 pg ndhodnych hexamerti a vzorek byl doplnén vodou do objemu 19,5 pul
Vzorky byly kratce na polovi¢ni vykon promichany na vortexu a nasledné centrifugovany.
Po centrifugaci byly 5 minut inkubovany v termocykléru s vyhiivanym vi¢kem pti 70 °C.
Béhem inkubace byla ptipravena reakéni smés (MasterMix). Do zkumavky o objemu 0,2 ml
bylo pfidano 6 pl 5x RT-pufru, 3 pl 10 mM deoxyribonukleotid trifosfati a 30 U RNAsinu.
Obsah zkumavky byl kratce na polovi¢ni vykon promichan na vortexu a centrifugovan. Po
skonéeni inkubace byly vzorky rychle zchlazeny v chladicim stojanku, ve kterem byly
ponechany asi 1 min. Ke zchlazenym vzorkiim bylo pfidano 9,75 ul MasterMixu, smés byla
promichéna pipetou a byla ponechana 5 min pii laboratorni teploté ve flowboxu. Cas byl
méfen od pridani MasterMixu k prvnimu vzorku. Ke vzorkim bylo poté pfidano 150 U
reverzni transkriptazy. Obsah zkumavek byl kratce na poloviéni vykon promichan na
vortexu a centrifugovan. Po centrifugaci byly vzorky ponechany 10 min pti pokojové teploté
ve flowboxu. Zkumavky byly rovnomérné naskladany do termocykléru s vyhifivanym
vickem, kde byly 60 min inkubovany pii 42 °C, poté 10 min pii 70 °C a na zavér doslo ke
zchlazeni programu termocykléru (4 °C). Zkumavky byly kratce centrifugovany a pote
ulozeny do mrazaku pro kratkodobé (-18 az -30 °C) nebo dlouhodobé uchovani (-70 az -80
°C).

3.1.4.5 Real-time PCR

Metoda PCR byla provadéna ze 100 ng cDNA v reak¢nim objemu 15 pl. Do zkumavky o
objemu 2 ml byla pfipravena reakéni smés (MasterMix) smichanim 5,5 pl vody z kitu
LightCycler 480 Probes Master, 7,75 pl MasterMixu LightCycler 480 Probes Master 2x a
0,75 ul TagMan sondy (Tab. 2). Uvedené mnozstvi odpovida jednomu vzorku. Pfipraveny
MasterMix byl kratce promichan na vortexu a centrifugovan. Do vychlazené desticky byla
ptipravena desticka pro vzorky. Do jamek desticky bylo vzdy pfidano 14 pl MasterMixu a
1 pl cDNA vzorkt. Jako negativni kontrola byl namisto vzorku pfidan 1 pul DEPC treated
vody a jako pozitivni kontrola 1 pl specifickych standardd. Desti¢ka s pfipravenymi vzorky
byla kratce centrifugovana a poté byla vloZzena do real-time termocykléru. V pocitaci byl

spustén ptislusny program (Tab. 3). Po skon¢eni byla provedena analyza PCR reakce.

Tab. 2: Pouzité TagMan sondy pro amplifikaci genit GAPDH a ACTB

Nézev sondy Assay ID Katalogové ¢islo  Délka aplikonu (bp)
GAPDH Hs02758991_g1 4331182 93
ACTB Hs01060665_g1 4331182 63
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Tab. 3: Prib¢h zvoleného programu pro amplifikaci gent GAPDH a ACTB

Pribéh PCR cyklovani

Aktivace 95 °C/10 min
Touchdown 1 6 cykld 95 °C/15s - 67 - 62 °C/20s
Touchdown 2 2 cykly 95 °C/15s - 60 - 58 °C/20s
Amplifikace 42 cyklia 95°C/15s - 56 °C/20s
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3.2 Testovani stability cirkulujicich nadorovych bunék

3.2.1 Biologicky materiél

Pro testovani stability CTCs byla vyuzita buné¢na linie U-87 MG poskytnuta Laboratofi
bun&éné biologie UMTM LF UP a periferni krev dobrovolnikti z fad zaméstnanct Ustavu
molekularni a translaéni mediciny Lékafské fakulty Univerzity Palackého Olomouc
(UMTM LF UP). Vzorky periferni krve byly odebrany do zkumavek Cell-Free DNA BCT
(Streck), CellSave (Menarini-Silicon Biosystems), LBgard (Biomatrica), cf-DNA/cf-RNA
(Norgen Biotek Corp.) a KsEDTA (Vacuette, Greiner Bio-One). Odbér byl proveden do

kazdého typu zkumavky 3x, ¢imz bylo dohromady ziskano 15 vzorkd.

3.2.2 Chemikalie

- LBD FACS Lysing Solution 10x (BD Biosciences, USA)

- Anti-GFAP (GA5) mysi monoklonalni protilatky, konjugované s Alexa Fluor 488 (Cell
Signaling Technology, USA)

- 4,6-diamidin-2-fenylindol (Carl Roth GmbH, Némecko)

- Anti-CD45 mysi monoklonalni protilatky (HI30), konjugované s allofykocyaninem
eBioscience (Invitrogen, USA)

- Hovézi sérovy albumin, Cistota 98% (VWR International, USA)

- Mounting Medium (DuoL.ink, Velka Britanie)

- Fixogum (Marabu, Némecko)

- Fosfatovy pufr (PBS) 1x

3.2.3 Piistrojové vybaveni

- Minittepacka vykyvna 3D (VWR International, USA)
- Chlazena centrifuga Z323K (Hermle, Némecko)

- Centrifuga 5430 (Eppendorf, Némecko)

- Cytotrack CT11 (CytoTrack ApS, Dansko)

- CytoDisc (CytoTrack ApS, Dansko)

- CytoCover (CytoTrack ApS, Dansko)
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3.2.4 Metody

3.2.4.1 Ptiprava vzorkl

Suspenze bunék buné¢né linie U-87 MG o koncentraci 256 000 bunék/ml byla pomoci vody
natedéna na koncentraci 1000 bunék/ml. Bunééna suspenze byla vzdy pied fedénim a
prenasenim promichana na vortexu a krétce centrifugovana. Do 15 zkumavek se vzorky
periferni krve (3x Cell-Free DNA BCT, 3x CellSave, 3x LBgard, 3x cf-DNA/cf-RNA a 3x
K3sEDTA) bylo po diikladném promichani pipetou odebrano 100 pl z bunééné suspenze o
koncentraci 1 000 bunék/ml. Do kazdé zkumavky bylo tedy ptidano 100 bungk. Po pfidani
bunécéné suspenze byl obsah zkumavky opatrné promichan otaéenim zkumavky o 360 °.

Vzorky byly nésledné uchovany pti laboratorni teplot€ po dobu 24, 72 a 168 hodin.

3.2.4.2 Zpracovani krevniho vzorku

Vzorek byl po opatrném promichani plazmy z ptivodni zkumavky pielit do plastové falkony
0 objemu 15 ml. Falkona byla poté centrifugovana po dobu 15 min pifi 2500 g. Po
centrifugaci byla odebrana plazma, ptfiblizné 0,5 ml plazmy bylo ponechano ve zkumavce.
Nasledn¢ byl ze vzorku krouzivym pohybem pipety izolovan 1-2 ml tzv. Buffy coatu, ktery
byl pienesen do nové falkony o objemu 15 ml. Buffy coat je vrstva, ktera obsahuje
trombocyty a leukocyty a ve vzorku se nachazi nad erytrocyty. Falkona byla doplnéna do
10 ml lyza¢nim roztokem BD FACS 1x. Vzorek byl 15 min inkubovan pti pokojové teploté
na vykyvné minitiepacce, probihala lyza erytrocytt. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu
15 min pii 2500 g. Po centrifugaci byl odstranén supernatant. Do mikrozkumavky o objemu
2 ml byla ptipravena smés protilatek pro barveni nadorovych bunck. Pro jeden vzorek bylo
smichano 8 pl anti-GFAP, 3 ul DAPI, 5 pl anti-CD45 a 41 pl 1% roztoku hovéziho sérového
albuminu (BSA). Takto ptipravend smés protilatek byla promichdna na vortexu a 60 pl smési
bylo pieneseno do falkony se vzorkem. Vzorek byl poté 60 min inkubovan v chladu a ve
tme v lednici. Po skonceni inkubace bylo ke vzorku ptidano 10 ml fosfatového pufru s 1%
roztokem hovéziho sérového albuminu. Vzorek byl opatrné promichdn a byl inkubovéan 5
min v lednici. Nasledné byl odstranén supernatant a ke vzorku byly ptidany nejprve 3 ml
fosfatového pufru s 0,5% roztokem hovéziho sérového albuminu, ve kterém byl vzorek
peclivé pipetou promichan, a poté byla falkona doplnéna roztokem do 10 ml. Vzorek byl
centrifugovan pfi2500 g 15 min. Po odstranéni supernatantu byl ke vzorku pfidan 1 ml Milli-
Q vody a vzorek byl promichan.
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3.2.4.3 Aplikace vzorku na CytoDisc

Cely objem vzorku, ziskaného predeslym postupem, byl pipetou nanesen na CytoDisc.
Spi¢kou na pipeté byl vzorek krouZivymi pohyby peélivé a rovnomérné roztiran po povrchu
disku. Ptiblizné 0,5 cm od kraje byl ponechéan prézdny pruh. Disk se vzorkem byl suSen
v lamin&rnim boxu ve tmé¢ do druhého dne. Po ususeni bylo do jednoho mista ve stiedu disku
aplikovano 360 pl Mounting Media a disk s médiem byl opatrné pickryt krycim sklem
CytoCover, pticemz se médium rovnomérné rozprostielo po celé plose disku. Piipadné
vzniklé vzduchové bubliny byly opatrné vytlateny a okraje mezi krycim sklem a diskem
byly zalepeny pomoci elastického lepidla Fixogum. Po zalepeni byl disk su$en v laminarnim

boxu pti pokojové teploté alespon 30 min.

3.2.4.4 Skenovani vzorku

Disk se vzorkem byl pfed skenovanim ocistén 80% ethanolem a vyleStén ubrousky na
optiku. Poté byl vlozen do skenovaciho prostoru uvniti pfistroje CytoTrack, ve kterém byl
nastaven objektiv 20x/0,75. Nejprve byl v piislusném softwaru zvolen filtr pro DAPI,
pomoci kterého bylo na zobrazenych bunéénych jadrech zaostteno nékolik vychozich bodt.
Nasledné byl uvnitt pfistroje vyménén objektiv za objektiv 20x/0,50 a bylo spusténo
skenovani celého disku. Pfed skenovanim bylo mozné podle potieby upravit nékteré
parametry, nejéastéji vystupni vykon laseru. Po naskenovani disku byla pfistrojem vybrana
mista (tzv. hotspoty), ve kterych byl detekovan fluorescen¢ni signal, nejéastéji nékolik
stovek mist. Opét byl vyménén objektiv zpét na objektiv 20x/0,75 a hotspoty byly za pouziti
prislusnych filtri optického systému vyhodnocovany, zda na nich byla nebo nebyla pfitomna

nadorova burika.
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3.3Vysledky

3.3.1 Testovani stability RNA

V této Casti experimentu byly vzorky periferni krve odebirany do ruznych odbérovych
zkumavek, ve kterych byly uchovavany po stanovenou dobu. Prvni sada vzorku byla
zpracovana v den odbéru, druhé po 24 hodinéch a tieti po 72 hodinich. Koncentrace a Cistota
izolované RNA byla analyzovana spektrofotometricky pomoci Nanodropu ND 1000. Na
Obr. 3 jsou graficky znazornény zmény koncentraci RNA v zavislosti na dobé uskladnéni
vzorki a zvoleném typu zkumavky. Nejvyssi koncentrace RNA se nachazely v KsEDTA
zkumavce. V testovanych alternativach (CellSave a Cell-Free DNA BCT) byly pak
koncentrace RNA vyrazné nizsi, ale jejich hodnoty byly velice podobné. Hlavnim rozdilem
mezi KsEDTA zkumavkou a testovanymi alternativami je zpisob stabilizace vzorkd.
Testované alternativy zpusobuji okamzitou lyzu bunék, zatimco K3EDTA zkumavky
zabranuji koagulaci neporusenych bunék. U vzorkd v KsEDTA zkumavce pozorujeme po
24 hodinach narist koncentrace a poté prudky pokles, zatimco v testovanych alternativach
koncentrace pouze klesala. Narust koncentrace mize byt zpisoben skute¢nosti, Ze bunky
byly vystaveny bunéénému stresu, ktery je spojen se zvySenou syntézou MRNA a proteintl,

a nasledné lyze bun¢k 72 hodin od odbéru.
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Obr. 3: Zavislost koncentrace RNA na dob& uchovani krevnich vzorkt a zvoleném typu zkumavky

(CellSave, Cell-Free DNA BCT a KsEDTA).
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Cistota RNA izolované ze vzorki v den odbéru byla vyhovujici, pomér absorbanci
pti 260/280 nm se pohyboval u vSech typt zkumavek vrozmezi 1,68-1,9. V KsEDTA
zkumavkach zistavala Cistota RNA velice dobra i po delsich ¢asovych intervalech (po 72
hodinach v rozmezi 1,63-1,74). Naproti tomu ve zkumavkach CellSave klesla ¢istota RNA
uz po 24 hodinach k hodnotam 1,43-1,53, coz bylo pravdépodobné zpuisobeno piritomnosti
riznych konzervacnich ¢inidel a neptitomnosti RNA stabilizatort, ovlivitujici absorbanci a
vyslednou koncentraci RNA. Cistota vzorkt ve zkumavkach Cell-Free DNA BCT se po 72
hodinach pohybovala v rozmezi 1,39-1,48.

Schopnost jednotlivych zkumavek stabilizovat hladinu exprese mRNA ve vzorku
periferni krve po urcitou dobu od odbéru byla analyzovana prostiednictvim real-time PCR,
kdy byla sledovana exprese dvou tzv. housekeeping gend: glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasa (GAPDH) a p-aktin (ACTB). Housekeeping geny jsou v molekularni
biologii vyuzivany jako referen¢ni, jelikoz jejich produkty zajistuji Zivotné dulezité funkce
ve vSech bunkach a jejich exprese je tak za urcitych okolnosti relativné stabilni. Na Obr. 4
jsou graficky znazornény zmény RNA exprese genu GAPDH v zavislosti na typu zkumavky
a dobé uchovani vzorku. Hodnota Cp udava, ve kterem cyklu PCR reakce doslo k detekci
fluorescence vzorku nad Uroven pozadi, a je tak pouzivana pro ur¢eni koncentrace ptivodni
templatové cDNA. Cim je tedy hodnota Cp nizsi, tim vice dané mRNA se ve vzorku
nachazelo. Nejvyssi hladiny mRNA se nachazely v KsEDTA zkumavkach a v pribéhu
skladovani vzorkut u nich dochazelo jen k minimalnim zménam. V testovanych alternativach
byly v den odbéru hladiny mRNA téméF totozné a v obou piipadech doslo k jejich znacnému
snizeni. Po 24 hodinach se pocet cykli potiebnych k detekci signalu posunul o 3, resp. 4,
coz znaci sniZzeni koncentrace mRNA pfiiblizn€ o 1 desetinny fad. Po 72 hodinach doslo
v porovnani s prvnimi vzorky k posunuti Cp hodnoty o 5, resp. 6 cykli. U zkumavky
CellSave a Cell-Free DNA BCT tedy doslo ke snizeni exprese GAPDH o 2 desetinné fady
po 72 hodinach od odbéru.
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Obr. 4: Zmény exprese genu GAPDH v zavislosti na dobé uchovani vzorku a zvoleném typu

zkumavky (CellSave, Cell-Free DNA BCT a KsEDTA).

Na Obr. 5 jsou graficky znazornény zmény RNA exprese genu ACTB v zavislosti na
zvoleném typu zkumavky a dob& uchovani vzorku. V den odbéru byla nejvyssi mira exprese
ACTB opét v KsEDTA zkumavce. Ve vSech zkumavkach doslo béhem 72 hodin k mirnému
poklesu exprese ACTB.
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Obr. 5: Zmény exprese genu ACTB v zavislosti na dob& uchovani vzorku a zvoleném typu zkumavky
(CellSave, Cell-Free DNA BCT a K3sEDTA).
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3.3.2 Testovani stability cirkulujicich nadorovych bunék

V této Casti experimentu byly vzorky periferni krve odebrany do 5 rtiznych typti odbérovych
zkumavek. Ke vzorkim krve v péti typech transportnich zkumavek bylo pfidano 100 bunék
bunécné linie lidského glioblastomu U-87 MG. Tyto vzorky byly skladovany pii pokojové
teplot¢ 24, 72 a 168 hodin. Pfitomnost nadorovych bun¢k byla analyzovana
imunofluorescenéni metodou pomoci pfistroje CytoTrack. Pro detekci nddorovych bunék

byly zvoleny pozitivni markery GFAP a DAPI a negativni marker CD45.

Pfi skenovani prvni sady vzorku, které byly uskladnény 24 hodin, nebyla v zadné z
pouzitych zkumavek prokazana ptitomnost nadorovych bunc¢k bunééné linie U-87 MG,
protoze nebyl detekovan signal pfi znaceni anti-GFAP protilatkami (Obr. 6). Na snimcich
pozorujeme Cetné leukocyty (anti-CD45 pozitivni bunky) (Obr. 8) U zkumavky CellSave
byla za pouziti filtru pro DAPI pozorovana jadra bunék, pravdépodobné leukocytu, ktera
méla kulaty, ale i nefyziologicky mési¢kovity tvar. Také byly na mnoha mistech pozorovany
utvary typické pro usmrcené buiniky v disledku naruseni bunécné membrany, coz mohlo byt
zpusobeno vytlatovanim bublin vzniklych pfi aplikaci kryciho skla. U zkumavky cf-
DNA/cf-RNA naopak nebyly nalezeny bunky skoro zadné, coz piedstavovalo problém

hlavné pti zamérovani vychozich bodi pted skenovanim.

Obr. 6: Reprezentativni snimek z ptistroje CytoTrack, na némz neni detekovan zadny fluorescenéni
signal, ktery by znacil pfitomnost nadorovych bun¢k bunééné linie U-87 MG. Pro znaceni byly

vyuzity anti-GF AP mysi monoklonalni protilatky konjugované s Alexa Fluor 488, zvétseni 20x.
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Obr. 7: Reprezentativni snimek z pfistroje CytoTrack zobrazujici jadra bunék obarvena

fluorescenénim barvivem DAPI, zvétSeni 20x.

Obr. 8: Reprezentativni snimek z ptistroje CytoTrack zobrazujici ¢etné leukocyty znacené anti-CD45

myS$imi monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s allofykocyaninem, zvétseni 20x.
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Obr. 9: Reprezentativni snimek z ptistroje CytoTrack zobrazujici proloZeni fluorescenénich signala
protilatek anti-GFAP a fluorescen¢niho barviva DAPI. Na snimku jsou viditelna jadra bunék, ale

nejsou viditelné Zadné nadorové bunky bunééné linie U-87 MG, zvétseni 20x.
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3.4 Diskuze

Vyse uvedené vysledky popisuji zmény hladin mRNA dvou vybranych genu ve vzorcich
periferni krve po dobu 3 dnii od odbéru. Jak bylo zminéno v teoretické ¢asti, pro spravnou a
pfesnou analyzu je klicové, aby béhem transportu vzorkid do laboratofe nedochazelo ke

zménam, které by zasadné ovlivnily vysledky nadchazejicich testa.

V experimentalni ¢asti byla pro testovani stability RNA pouzita zkumavka Cell-Free
DNA BCT, ktera je uréena pro stabilizaci DNA. Z publikovanych studii byla pouze ve dvou
ptipadech pouzita tato zkumavka pro testovani stability RNA. Sorber et al. (2019) mimo jiné
porovnavali také schopnost stabilizovat cfRNA ve zkumavkéach K:EDTA a Cell-Free DNA
BCT. Vzorky v K;EDTA zkumavkach byly zpracovany do 2 hodin od odbéru a vzorky v
Cell-Free DNA BCT zkumavkach byly uchovany pfi laboratorni teploté 24 hodin. Ukazalo
se, ze CfRNA izolovana z plazmy a trombocytti se v K:2EDTA zkumavkach nachazela ve
vysoke koncentraci. Ve zkumavkach Cell-Free DNA BCT se naproti tomu cfRNA
nenachézela viibec nebo ve velmi nizkych koncentracich. Podminky stabilizace cfDNA byly

naopak srovnatelné u obou zkumavek.

Spolecnost Streck Corporate na zacatku roku 2020 ptedstavila novou zkumavku
RNA Complete BCT pro stabilizaci cfRNA a EV. Pii této pfilezitosti zvetejnila ¢lanek
popisujici jeji vyhody véetné porovnani vlastnich EDTA zkumavek a Cell-Free DNA BCT.
Vzorky krve byly skladovany pii pokojové teploté po dobu 7 dnti. Ob¢ testované zkumavky
nebyly schopny stabilizovat hladiny cfRNA v porovnani s hodnotami hladin v den odbéru.
Ve zkumavce Cell-Free DNA BCT byl také zaznamenan zna¢ny narist EV. Spole¢nost
Streck Corporate i Sorber et al. (2019) se tedy nezavisle na sob¢ shoduji v ndzoru, ze pouziti
zkumavek Cell-Free DNA BCT neni pro stabilizaci cfRNA pfiliS§ vhodné

(https://www.streck.com/blog/new-tube-maintains-evs-and-cfrna/).

V tomto experimentu se pro stabilizaci hladiny mRNA genu GAPDH jevi jako
nejlepsi varianta bézna KsEDTA zkumavka. Tento vysledek je v rozporu s vétSinou jiz
provadénych experimentti. V dale uvadénych experimentech je pouzivana zkumavka Cell-
Free RNA BCT, ktera se od nami pouzivané Cell-Free DNA BCT li8i (popsano vyse). Das
et al. (2014) sledovali expresi genu GAPDH po dobu 3 dnii od odbéru a k porovnani pouzili
zkumavku K3EDTA a Cell-Free RNA BCT. V KsEDTA zkumavce se u nich po 24 hodinach
pocet kopii MRNA GAPDH 5,8-krat zvysil v porovnani s po¢tem kopii v den odbéru, toto
zvyseni bylo statisticky vyznamné (p = 0,01). Tsui et al. (2002) sledovali hladinu mRNA
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GAPDH vV plazmé po dobu 24 hodin. Vzorky byly uschovany v EDTA zkumavkach pti
laboratorni teploté. Jiz po 6 hodinach od odbéru pozorovali v plazmé vyznamné zvyseni
koncentrace mMRNA GAPDH. Fernando et al. (2012) sledovali expresi GAPDH po dobu 3
dnti za pouziti KsEDTA a Cell-Free RNA BCT zkumavek. Po 3 dnech pozorovali v KzEDTA
zkumavce v plazmé az 22-nasobné zvyseni hladin mMRNA GAPDH, doslo tedy ke zvyseni
hladin o 1 desetinny fad. Salway et al. (2008) sledovali expresi GAPDH v EDTA
zkumavkach. Po 36 hodinach zaznamenali v buffy coatu 11-nasobny nartst molekul mRNA
GAPDH, tedy nartst o 1 desetinny fad.

Fernando et al. (2012) a Salway et al. (2008) sdili stejny nazor, Zze zvySeni hladin
MRNA GAPDH je zpusobeno tim, Ze leukocyty v KsEDTA zkumavce uz po 24 hodinich
od odbéru podléhaji apoptoze ¢i nekroze. V disledku nekrézy dochazi k uvolnéni jejich
bunééného obsahu do plazmy a pii apoptoze je bunéény obsah rozdélen do apoptotickych
télisek, ktera jsou nasledné naruSena béhem extrakéniho procesu. Velké mnozstvi takto
uvolnéné cfRNA potom muze pii analyze znemoznovat detekci hledané varianty cfRNA,

kterd se v plazmé nachazi jen ve velmi malém mnozstvi.

Pro stabilizaci exprese genu ACTB poskytly v tomto experimentu dobré podminky
vSechny testované zkumavky. Ve vSech zkumavkach doslo pouze k mirnému poklesu
exprese ACTB. Piihlédneme-li k hodnotdm koncentrace mMRNA ACTB, tak se zda byt jako
nejlepsi varianta také KsEDTA zkumavka. Dosud zadna publikovana studie nevyuzivala pro
stabilizaci mRNA ACTB zkumavky uréené pro stabilizaci DNA. Tento experiment je tedy
prvni, ktery pomérné uspesné otestoval stabilitu mRNA ACTB ve zkumavkach Cell-Free
DNA BCT.

Qin et al. (2013) analyzovali zmény hladin cell-free mMRNA genu ACTB v plazmé¢
po dobu 3 dnt za pouziti zkumavek KsEDTA a Cell-Free RNA BCT. Jedna sada vzorkd
byla dorucovaci spole¢nosti pfevazena v boxu pti okolni teploté a jedna sada byla uchovana
Vv laboratofi pii 22 °C. Prevazené vzorky byly b&hem transportu vystaveny teplotam
v rozmezi 14,9 — 28,5 °C. U vzorka v KsEDTA zkumavce, které byly ptevazeny, doslo v
plazmé k 107-nasobnému zvyseni koncentrace cell-free mRNA ACTB a u vzorku, které
prevazeny nebyly, k 35-ndsobnému zvyseni. Znacné zvyseni koncentrace cell-free mMRNA
ACTB pfi pfevozu bylo pravdépodobné zplisobeno otiesy, které narusuji integritu bunek,
¢imz zpusobuji uvolnéni bunééného obsahu do plazmy. Zkumavky Cell-Free RNA BCT
tomuto naruSeni bun€k piedchazeji, doslo u nich tedy za stejnych podminek jen
Kk nepatrnému zvyseni koncentrace. Holford et al. (2008) sledovali zmény hladin cell-free

MRNA ACTB v plazmé za pouziti EDTA zkumavek. Vzorky byly uchovany na ledu pfi
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4 °C. Béhem 2 a 5 hodin pozorovali podstatné snizeni koncentrace cell-free mMRNA ACTB

az o 1 desetinny tad.

Porovname-li stabilitu exprese obou studovanych gend po celou dobu experimentu,
tak exprese genu ACTB byla ve vSech typech zkumavek mnohem stabilnéj$i nez exprese

genu GAPDH. Oba geny jsou jedny z nejpouzivanéjsich srovnavacich gend.

Druha ¢ast experimentu byla zaméfena na testovani stability nadorovych bunék,
protoze piitomnost CTCs v krevni cirkulaci je velice vzacna a piedstavuje zasadni informaci.
Bohuzel po analyze prvni sady vzorkl nebyly detekovany zadné nadorové buiky. Vzhledem
k pomérné velkému mnozstvi aplikovanych bunék je velice nepravdépodobna ztrata vSech
nadorovych bunék v pribéhu standartniho zpracovani vzorkii. Ve vSech analyzovanych
vzorcich byly ptitomny leukocyty. Béhem zpracovani vzorka mohlo tedy dojit k technické
chybé, napt. preskoCeni nékterého z krokl. Jedna z dalSich moznych pfi¢in netspéchu je
skute¢nost, ze u pouzité Sarze bunétné linie nedochazelo k expresi GFAP, proto nemohly
byt buniky pomoci pouzitych protilatek detekovany. Ovéteni exprese GFAP u pouzité Sarze
bunééné linie a zopakovani experimentu by vyzadovalo dukladnéjsi ptipravu, a proto

z divodt Casové naro¢nosti neni zahrnuto do této prace.

Podle informaci uvadénych vyrobci by nejlepsi podminky stabilizace CTCs mély
poskytovat zkumavky cf-DNA/cf-RNA (Norgen) a Cell-Free DNA BCT (Streck). Qin et al.,
(2014) porovnéavali stabiliza¢ni schopnosti zkumavek Ks3EDTA, CellSave a Cell-Free DNA
BCT. Po 4 dnech skladovani pii laboratorni teploté¢ byly nadorové bunky nejlépe
stabilizovany ve zkumavkach Cell-Free DNA BCT (mira navratnosti 58 %) a CellSave (mira
navratnosti 54 %). Ve zkumavkach KsEDTA byla po 4 dnech mira navratnosti pouhych

16 %, coz je naprosto nevyhovujici vysledek.

Ilie et al. (2018) porovnavali mimo jiné také morfologii CTCs a leukocytu ve
zkumavkach KsEDTA a Cell-Free DNA BCT u pacientt s plicnimi karcinomy. Z obou typt
zkumavek byly po 2 a 24 hodinach izolovany leukocyty a CTCs. V KsEDTA zkumavkach
byly po 24 hodinach pozorovany vyrazné zmény morfologie, zatimco bunky v Cell-Free

DNA BCT zkumavkéch zlistavaly neporuSené.

Luk et al. (2017) srovnavali stabilizaéni schopnosti zkumavek KsEDTA, ACD-B
(zkumavka s roztokem citratu a dextrdzy, Vacuette), Cell-Free DNA BCT, Cell-Free RNA
BCT a Cyto-Chex BCT. Analyza byla provadéna v den piidani nadorovych bunck ke

vzorklim krve a poté 24, 30 a 48 hodin od pfidani. VSechny testované zkumavky prokazaly
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velice podobné schopnosti stabilizace, proto jsou podle autorti béZné zkumavky s obsahem

EDTA a citratu vhodné pro stabilizaci nadorovych bunék po 48 hodin od odbéru.

Riethdorf et al. (2007) testovali schopnosti stabilizace CTCs ve zkumavkach
CellSave. Vzorky periferni krve pacientt s metastazujicimi nadory prsu byly uchovany pti
4 °C a pokojové teploté po dobu 24, 48 a 72 hodin. Porovnanim se vzorky v den odbéru byly
CTCs stabilni i po 72 hodinach pfi obou testovanych teplotich. Mira névratnosti se
pohybovala vrozmezi 80 - 82 %. U vzorku, které byly skladovany pii 4 °C, byly
zaznamenany vetsi zmeény v poctu detekovanych CTCs nez u vzork, které byly skladovany

pti pokojové teploté.
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3.5 Zaver

Cilem bakalarské prace bylo provést hodnoceni stability RNA a CTCs v riznych typech
transportnich zkumavek po stanovenou dobu a identifikovat nejvhodnéjsi stabiliza¢ni
systém, ktery by byl schopen stabilizovat souc¢asné RNA i CTCs. V teoretické Casti byla
vypracovana reserse shrnujici informace o cirkulujicich nadorovych bunikach a RNA, véetné

jejich vyskytu v lidském téle a metod izolace a analyzy.

Schopnost stabilizace RNA byla testovana po dobu tii dnii ve tiech riznych typech
transportnich zkumavek. Koncentrace a d&istota izolované RNA byly ovéfovany
spektrofotometricky. Hladiny mRNA dvou vybranych gent byly analyzovany pomoci real-
time PCR. V ramci experimentalni ¢asti byla testovana schopnost stabilizace RNA ve
zkumavce, kterd je urCena pro stabilizaci DNA. Ukazalo se, Ze zkumavky uréené pro
stabilizaci DNA nejsou pro stabilizaci RNA vhodné. Naopak po dobu 24 - 48 hodin je pro
stabilizaci RNA dostacujici bézna KsEDTA zkumavka.

Schopnost stabilizace CTCs méla byt testovana po dobu dvou tydnt v péti riznych
typech transportnich zkumavek. Vzorky periferni krve se znamym pifidanym mnozstvim
nadorovych bun¢k bunééné linie lidského glioblastomu byly testovany imunofluorescen¢ni
metodou pomoci ptistroje CytoTrack. Pti skenovani prvni sady vzorka po 24 hodinach
nebyla prokazana piitomnost zadné nadorové bunky ani v jednom z testovanych vzorkd.
Experiment z tohoto divodu nebylo mozné vyhodnotit. V teoretické ¢asti byl vypracovan
piehled vhodnych zkumavek pro stabilizaci CTCs. Na zakladé literarni reSerSe by
nejvhodnéj$i zkumavkou pro stabilizaci CTCs méla byt zkumavka cf-DNA/cf-RNA
(Norgen). Na zakladé vysledka publikovanych studii by nejlep$i podminky stabilizace CTCs
méla poskytovat zkumavka Cell-Free DNA BCT (Streck). Dostacujici podminky stabilizace
CTCs po dobu 24 - 48 hodin poskytuje také bézna KsEDTA zkumavka.
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