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SEZNAM ZKRATEK

ADT androgen-deprivacni terapie

AR androgenovy receptor

ARTA terapie cilena na androgenovy receptor

ccfDNA cirkulujici nebunécna DNA

CNV variabilita po&tu kopii

CRPC kastraéné-rezistentni karcinom prostaty

CTC cirkulujici nadorové bunky

ctDNA cirkulujici nebunééna nadorova DNA

DBD vazebna doména DNA

ddPCR kapickova digitalni PCR

DHT 5a-dihydrotestosteron

DMEM kultivacni médium (z angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
dPCR digitalni PCR

GTFs obecné transkripCni faktory

HSP proteiny tepelného Soku

LBD C-terminalni doména vazajici ligand

miRNA mikroRNA

ndPCR nanodesti¢kova digitalni PCR

NTD N-terminalni doména

PBS fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline)
PCa karcinom prostaty

PCR polymerazova fetézova reakce

PSA prostaticky specificky antigen

gPCR kvantitativni PCR

RNA Pol Il RNA polymeraza ll

RPMI kultivaéni médium (z angl. Roswell Park Memorial Institute)
TBE tris-borat EDTA pufr

TEMED etramethyllethylendiamin



1 UvOoD

Karcinom prostaty je nej¢astéjSim diagnostikovanym onkologickym onemocnénim
u muzli ve vice nez poloviné zemi svéta. Tradi¢né je diagnostika karcinomu prostaty
zalozena na zméreni hladiny prostatického specifického antigenu v krvi, nasledné biopsii
prostaty a patologické vySetfeni odebraného vzorku tkané. Novym typem biopsie
je tekuta biopsie, ktera umozriuje analyzovat pfitomnost a mnozstvi fady znak( v télnich
tekutinach. Konkrétnim prikladem muze byt cirkulujici nebunééna nadorova DNA, ktera
se vyskytuje v krevni plazmé a mohla by umoznit odhaleni pfitomnosti nadorl
a metastaz.

U vétsiny pacientl se vyuziva adrogen-deprivacni terapie, kterd véak nakonec
selze a dochazi k prechodu do kastracné-rezistentniho stadia, coz mize byt zplisobeno
mimo jiné amplifikaci genu pro androgenovy receptor nebo jeho mutacemi. Diky
amplifikacim jsou buriky karcinomu prostaty citlivéj$i na nizkou hladinu androgent, coz
ma za nasledek nadmérnou expresi adrogenového receptoru. Mutace jako jsou H875Y
a T878A, mohou zménit vazebnou afinitu ligandu, kterd vede ke zvyseni citlivosti vici
steroidnim ligandim nebo ke zméné antiandrogen(i na agonisty. Tyto amplifikace
amutace lze detekovat pomoci nejnovéjSich pfistupl vyuzivajicich PCR
jako je kapi¢kova a nanodestickova digitalni PCR. Zminéné metody by mohly umoznit
v€as detekovat nadorové onemocnéni, predikovat jeho vyvoj a urcit vhodnou 1é¢bu

pro jednotlivé pacienty.



2 CiLE BAKALARSKE PRACE

Bakalarska prace méla tyto cile:

Zpracovani literarni reSerSe na téma moznosti vyuziti tekuté biopsie u karcinomu
prostaty.

Prace s bunénymi liniemi LAPC-4, LNCaP, CWR22rv1, VCaP se znamymi
alteracemi androgenového receptoru.

Optimalizace reakce pro pouziti u nanodestickové digitalni PCR (Qiagen).

Srovnani metod pro kapi¢kovou digitalni PCR a nanodestickovou digitalni PCR.
Vysetfeni vzorkll plazem z tekuté biopsie pacientt s CRPC na mutace

androgenového receptoru pomoci digitalni PCR.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty (PCa) je nej¢astéjSim diagnostikovanym onkologickym onemocnénim
u muzl ve vice nez poloviné zemi svéta. Zaroven je patou hlavni pfi¢inou umrti
detekci doslo k vyraznému snizeni umrtnosti na PCa (Sung et al., 2021).

Podezieni na PCa muze pifijit jiz pfi rektalnim vySetreni na preventivni prohlidce,
kdy je prostata vySetfena hmatem pres konecnik. Poté se zméri hladina prostatického
specifického antigenu (PSA) v krvi s naslednou biopsii prostaty (Naji et al., 2018).

Normalni prostatu tvofi bunky stromatu, bazalni membrana, bazalni epitelialni
bunky a sekreéni bunky. Sekrecni epitelidini bunky potrebuji pro preziti androgeny
a vyznacuji se produkci PSA, coz je jeden ze selekénich marker( bunécéné diferenciace.
Naopak bazalni epitelialni buriky potfebuji androgeny pouze pro stimulaci proliferace
a neexprimuji PSA (Kolar et al., 2015). PCa vznika v periferni zoné prostaty transformaci

benignich epitelialnich bunék na jejich maligni fenotyp (Bott et al., 2021).

3.1.1 Etiologie

Etiologie PCa je stéle nejasnd, ale je znamo velké mnozstvi pfispivajicich faktoru.
Prvnim rizikovym faktorem je vék. Se zvySujicim se vékem roste pravdépodobnost
vzniku PCa. Az u 50 % muz( ve véku od 70 do 80 let se vyskytuji histologické znamky
malignity (Carter et al., 1990).

Zasadni roli zde hraje i genetickd predispozice. Muzi, jejichz bratr nebo otec
ma PCa, maji dvojnasobné az ¢tyifnasobné vyssi riziko vniku tohoto karcinomu (Kalish
et al., 2000).

Bylo zjisténo, Ze i etnicita ma vliv na vznik PCa. U muz( negroidni rasy je vyskyt,
zavaznost i umrtnost vy$si ve srovnani s europoidni rasou (Pernar et al., 2018). To mlze
byt zplsobeno tim, Ze chemokinovy receptor v ¢ervenych krvinkach, ktery odstraruje
chemokiny z mikroprostredi nadoru prostaty, je u vétSiny muzud negroidni rasy vycerpan
(Rani et al., 2019).

Se vznikem PCa souvisi i koufeni a alkohol. S rostoucim objemem
konzumovaného alkoholu, nebo poltem vykoufenych cigaret, roste riziko jeho vzniku
(Huncharek et al., 2010).

Obezita a metabolicky syndrom maji nepfiznivy vliv na PCa, oproti tomu fyzicka
aktivita a zdrava vyziva vedou ke snizeni rizika umrtnosti u mizu na PCa (Ma et al.,
2008; Kenfield et al., 2011).
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S oddalenim véku prvniho pohlavniho styku klesa riziko PCa. Naopak
se zvySujicim se poctem sexualnich partnerek, riziko roste. Ejakulace dvakrat
az Ctyrikrat tydné snizuje riziko vyskytu tohoto karcinomu (Jian et al., 2018). Samoziejmé

i dalsi faktory, jako jsou hormony ¢i zanéty, maji vliv na rist PCa (Bott et al., 2021).

3.1.2 Stadia

Aby bylo mozné urcit vhodny typ 1&€Eby, je potfeba nejdfive stanovit stadium karcinomu
(Bott et al., 2021). Pokud se PCa nachazi uvnitf hranice prostatického pouzdra, jedna
se o lokalizovany karcinom. Po jeho proniknuti do okolnich struktur hovofime o lokalné
pokrocilém karcinomu. Dal$im stadiem je tvorba sekundarnich lozisek nadorové tkane,
tedy metastaz v okoli prostaty, ale i ve vzdalenych organech (Casto kosti, jatra Ci plice;
Adam et al., 2004).

Pro diagnostické ucely se vyuziva tzv. Gleasonovo skére, pro které je nutno
podstoupit biopsii prostaty. Jedna se o systém, ktery na zakladé histologického vysetfeni
tkané pfifazuje Cisla od 1 do 5. Tkan, kde se vyskytuji nadorové bunky, ale je stale
zachovano typické usporadani zlazek je oznacena Cislem 1. Tkan, ktera nejvice ztratila
typické usporadani bunécnych struktur je oznacena Cislem 5. Vysledné Gleasonovo
skore zjistime na zakladé nejcastéjSiho a druhého nejCastéjSiho typu nadorové tkané.
Vysledné skére mize nabyvat hodnot od 2 (1 + 1) do 10 (5 + 5; Epstein et al., 2016).

Dale se pouziva klinicko-patologicky systém TNM klasifikace, ktery je zalozen

na histopatologickém vySetreni (Eiber et al., 2018). Kde T popisuje karcinom ciselnym
oznacenim udavajici velikost, N popisuje rozsifeni na lymfatické uzliny a M informuje,
jestli se karcinom rozsifil a vznikly metastaze (Galon et al., 2014).
Buriky PCa jsou zavislé na androgenech (testosteron a 5a-dihydrotestosteron (DHT))
pro jejich proliferaci, rast a vyvoj. Subklony nadorovych bunék, které vznikly viivem
selekéniho tlaku androgen-deprivacni terapie (ADT), nemaji preziti ani rast zavisly
na androgenech. Diky témto subklonim vznika kastracné-rezistentni PCa (CRPC;
Kolér et al., 2015).

3.1.4 Lécba

Standardni Ié¢bou pacientt je ADT, ktera vyuziva chirurgickou nebo chemickou
kastraci. Pfi chirurgické kastraci dochazi k chirurgickému odstranéni varlat
(orchiektomie), pfi chemické kastraci se snizi produkce testosteronu ve varlatech
pouzitim agonisti nebo antagonistll hormon0, jez fidi hladinu testosteronu nebo
inaktivuji jeho funkci (Komura et al., 2017; Crawford et al., 2019). V dusledku kastrace

rakovinné buriky nejsou stimulovany androgeny a rust PCa se zastavuje (Bott et al.,
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2021). | kdyz je ADT zpocatku uspésna, tak se nakonec objevi rezistence za vzniku
CRPC (Teo et al., 2019).

U CRPC se vyuziva terapie cilena na androgenovy receptor (AR; ARTA), ktera
vyuziva antagonisty AR a vede k cilené blokaci AR v nadorovych bunkach (Ahmed et al.,
2014; Obr. 1).

Lokalizovany PCa ———— Pokroéily PCa —— CRPC ——— Metastaticky PCa
Pozorovani, radikalni ADT » ARTA <
prostatektomie, radioterapie

Obr. 1: Schématické znazornéni terapie v rliznych stadiich PCa

Abirateron acetat je inhibitor biosyntézy androgen(, ktery stfidavé prerusuje
produkci androgenl ve varlatech, nadledvinach a v samotném nadoru.

Silnym blokatorem zacilenym na signalni drahu AR v nékolika krocich
je enzalutamid, ktery funguje na principu blokace vazby androgen( na AR, inhibici
jaderné translokace aktivované AR a na naruseni vazby aktivované AR s DNA

V roce 2004 byl k |é€bé metastatického CRPC schvalen docetaxel, coz je derivat
taxanu, ktery se vaze na mikrotubuly, zabranuje jaderné translokaci AR a zpUsobuje
apoptozu. AvSak nakonec se objevuje rezistence i na tento Iék (Komura et al., 2017).
U pacientl na docetaxel je mozné pouzit cabazitaxel, coz je novy taxan véazajici tubulin.

DalSi moznosti je Sipuleucel-T. Jedna se o aktivni buné€nou imunoterapii
z autolognich mononuklearnich bunék periferni krve s naslednou leukaferézou. Bylo
zjisténo, Ze sipuleucel-T ma vliv na prodlouzeni preziti pacientd, ale ne na objektivni
progresi onemocnéni (Kantoff et al., 2010).

V roce 2013 bylo schvéleno radiofarmakum radium-223, které se selektivné
zamérfuje na kostni metastazy pomoci €astic alfa. Radium se prednostné hromadi
v kostech, kde jsou metastazy. Emitované zareni alfa ¢astic zplsobuje dvouretézcové

zlomy v DNA do 100 um od dosahu bez poskozeni okolni tkané (Komura et al., 2017).
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3.2 Androgenovy receptor

AR je jednim z jadernych receptoru steroidnich hormon(. Jedna se o ligand-dependentni
transkrip¢ni faktor, ktery fidi expresi specifickych gend. Vazba AR s jeho pfirozenymi
ligandy, kterymi jsou DHT a testosteron, vede k aktivaci transkripce gen( fizenych AR
(Tan et al., 2015).

3.2.1 Androgeny a androgenovy receptor

Vyznamnym androgenem je testosteron, ktery je syntetizovan Leydigovymi burikami
ve varlatech, pod regulaci luteinizaéniho hormonu produkovaného predni hypofyzou.
Sekrece luteinizaéniho hormonu je fizena z hypotalamu liberiny a statiny. Vytvoreny
testosteron cirkuluje vétSinou vazany na sérovy globulin a albumin, ale do bunék prostaty
se dostava pouze volna forma. Testosteron se intracelularné pfeménuje na uc¢innéjsi 5a-
redukovany metabolit testosteronu, DHT, ktery podporuje rlst a preziti bunék prostaty.

Na AR se vaze DHT, ktery vytésnuje proteiny tepelného Soku (hsp) z AR, Fidi
interakci mezi N a C konci AR a vaze importin-a k translokaci AR do jadra (Tan et al.,
2015). V jadre se receptorové dimery vazou na androgenni responzivni elementy
v promotorovych oblastech pomoci koaktivator(i. Dojde k interakci AR se slozkami
transkripéniho aparatu, jako je RNA polymeraza Il (RNA Pol Il) a obecné transkripéni
faktory (GTFs) a probiha transkripce (Obr. 2; McEwan et al., 2021).

/’ﬂ\
TESTOSTERON @ _ -

P Cytoplazma B . %
il ;

= ODPOVED
PRODUKT GENU

Obr. 2: Schématické znazornéni plsobeni androgenu v cilové buiice. Prevzato a upraveno
z McEwan et al., 2021.
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3.2.2 Interakce molekul s androgenovym receptorem

Bylo objeveno velké mnozstvi malych molekul, které interaguji s AR. Z velké Casti
jsou klasifikovany jako agonisté nebo antagonisté na zakladé jejich schopnosti aktivovat
nebo inhibovat transkripci cilovych genli AR.

PCa je spojen se zménami funkci AR (Tan etal., 2015). Vyvoj arlst PCa je fizen
testosteronem a DHT, které uplatfuji své biologické u€inky prostfednictvim vazby na AR
(Aurilio et al., 2020).

Bunky PCa, podobné normainim bunkam prostaty, vyzaduji k rlstu a preziti
androgeny. Rast karcinomu prostaty zavisi na poméru rychlosti bunécné proliferace
k rychlosti bunécné smrti. U bunék PCa je rychlost proliferace vyssi nez rychlost umrti,
coz ma za nasledek nepretrzity rist. Androgeny a AR jsou hlavnimi regulatory tohoto
poméru (Tan et al., 2015).

Byly identifikovany mechanismy rezistence vuci lékim, které vedou k obnoveni
signalizace AR (Watson et al., 2015). Vétsina z téchto nador(i nadmérné exprimuje AR
a vyznamna ¢ast nese amplifikace v genu pro AR (Makkonen et al., 2011). Exprese AR
byla nalezena témér u vSech primarnich a metastatickych PCa, bez ohledu na stadium
(Aurilio et al., 2020).

3.2.3 Gen pro androgenovy receptor

Gen pro AR se nachazi na chromozomu X v lokusu Xgll - Xq12. Oblast kédujici protein
ma 2757 nukleotidl a zahrnuje osm exonl s introny. Gen pro AR kdduje protein
o velikosti 110 kDa slozeny z 919 aminokyselin (Aurilio et al., 2020). AR se sklada ze tfi
hlavnich funkénich domén a to N-terminalni doména (NTD), vazebna doména DNA
(DBD) a C-terminalni doména vazajici ligand (LBD), ktera je spojena s vazebnou
doménou pomoci flexibilni pantové oblasti. Vysoce konzervativni vazebna doména
pfipouta AR k oblastem promotoru a zesilovace pfimou vazbou DNA. Poté aktivaéni
funkce N-terminalni domény a C-terminalni domény stimuluji transkripci zavislych gend.

V souCasné dobé neexistuji zadné strukturni informace o plné délce AR,
ale struktury vazebné domény a C-terminalni domény byly zkoumany pouze oddélené
(Tan et al., 2015).

3.2.4 Vyskyt mutaci genu pro androgenovy receptor v bunéénych liniich

Jak bylo pospano v pfedchozi kapitole, 1éEba PCa je silné zalozena na blokaci signalni
drahy AR (jak ADT, tak i ARTA). Néadory pacientll s kastracné-rezistentni formou
onemocnéni si vytvofily zmény na urovni DNA ¢i proteind, vedouci k proliferaci

i za kastracnich hladin androgen(. Mezi mechanismy rezistence patfi napfiklad zvySena
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exprese AR nebo mutace genu pro AR. Z 1029 mutaci nalezenych v genu, ktery koduje
AR, predisponuje muze k rakoviné prostaty 159 mutaci (Tan et al., 2015). Zavedené
bunécéné linie pfipominajici situaci u CRPC jsou instrumentalnimi modely pro zlepSeni
pochopeni molekularniho mechanismu plsobeni AR a vyvoje strategii pro zacileni AR
u karcinomu prostaty (Makkonen et al., 2011).

U bunék LNCaP se vyskytuje mutace T878A, ktera byla objevena u 30 %
metastatickych pfipadll CRPC. Tato mutace umoznuje aktivaci AR jinymi adrenalnimi
androgeny, jako je progesteron, dehydroepiandrosteron a androstendiol (Aurilio et al.,
2020). Bunky LNCaP obsahuji jedinou bodovou mutaci, u které bylo prokazano,
ze ovliviuje jak vazebnou specificitu, tak indukci genové exprese (Garcia et al., 2014).

Bunééna linie CWR22rv1 je androgen-independentni bunééna linie lidského
PCa, ktera byla zalozena z jednoho hormonalné rezistentniho recidivujiciho nadoru
(Dagvadojr et al., 2008). Obsahuje mutaci H875Y, diky které muze dojit k aktivaci AR
progesteronem, estrogeny a také rlznymi androgeny (Ledet et al., 2020). U této linie se
vyskytuje pouze tato mutace v AR (Dagvadojr et al., 2008).

Mutace jako jsou H875Y a T878A (Obr. 3), mohou zménit vazebnou afinitu
ligandu, coz ma za nasledek zvysenou citlivost viéi steroidnim ligandim nebo zménu
antiandrogenll na agonisty. VSechny tyto mutace Ize detekovat pomoci digitalni PCR
(dPCR; Sumiyoshi at al., 2019).

DBD PANT
N-konec

Obr. 3: Schématické znazornéni struktury AR s mutacemi H875Y a T878A. NTD je N-terminalni

C-konec

doména, DBD je vazebnd doména DNA a LBD je C-terminalni doména vazajici ligand.

Mutace a amplifikace genu AR se vyskytuji asi u 1 % primarniho PCa a asiu 60 %
metastatickych nadord. Pacienti s CRPC Ié¢eni antagonisty AR maji vyssi vyskyt mutaci
ve srovnani s pacienty s PCa |é€enym samotnou ADT (Aurilio et al., 2020), a proto
znalost daného stavu AR by pomohla vybrat nejuéinngjSi terapii pro kazdého

jednotlivého pacienta (Steinestel et al., 2019).

3.2.5 Variabilita poétu kopii

Dusledkem delece nebo duplikace segmentd DNA dochazi k variabilité poctu kopii
(CNV), ktera vede k riznému poctu kopii specifického useku DNA na homolognich
chromozomech (Obr. 4). Jedna se o strukturalni zménu, kterd typicky zahrnuje velké

segmenty DNA (od 50 bp do nékolika Mb). V sou¢asné dobé se odhaduje, ze bézna

16



CNV se vyskytuje priblizné v 9,5 % lidského genomu a ma nendhodnou distribuci

(Hovhannisyan et al., 2019).

DELECE DUPLIKACE
- _—

Obr. 4: Schématické znazornéni CNV tj. delece nebo duplikace segmentu DNA.

Podle plvodu jsou CNV jsou rozdéleny na CNV vyskytujici se spontanné nebo
dédicné. CNV rodicovskych zarodeénych bunék Ize detekovat ve v8ech bunkach
potomku, zatimco de novo CNV se nachézeji v konkrétnich populacich bunék (napfiklad
nadorové bunky; Hovhannisyan et al., 2019).

CNV je dulezitym zdrojem jak normalnich, tak patogennich variaci v lidském
genomu. Patogenni CNV jsou typicky velmi velké a obsahuji vice genll zapojenych
do vyvoje a geny, které maji vysoky evolucni pocet kopii u savcl. Benigni CNV
jsou Casto malé, intergenni nebo zahrnuji geny, které mohou tolerovat zménu poctu kopii
(Hovhannisyan et al., 2019). CNV je Siroce pfitomna ve tkanich pacientll s malignitami
ucinnéjsSim a presnéjsim zpusobem predpovidani chovani PCa (Yu et al., 2012).

Diky amplifikaci jsou buriky PCa citlivéj$i na nizkou hladinu androgent, tedy
béhem jedné translace vyrobi nékolik AR misto jednoho, coz pomaha k nadmérné
expresi AR u PCa. Tato amplifikace AR byla zji§téna pfiblizné u 20 % pacientd s CRPC
s metastdzemi (Chandrasekar et al., 2015) a vyskytuje se u bunécné linie VCaP (Aurilio
et al., 2020).
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3.3 Tekuta biopsie

K diagnostice a monitorovani PCa je PSA nejrozsifenéjSim biomarkerem, ale ma hned
nékolik nedostatkl (Saini, 2016). PSA neni specificky jen pro pacienty s nadorovym
onemocnénim, ale jeho zvySenou hladinu mohou mit i jedinci s benigni hyperplazii
prostaty a prostatitidou. Kvlli nizké specifit¢ jsou provadény biopsie prostaty
u nenadorovych pacientl, coz zatézuje zdravotnicky systém i vySetfovaného jedince
(Mistry and Cable, 2003). DalSim nedostatkem je heterogenita nadoru a mozné ménici
se molekularni slozeni nadoru, které se maze dynamicky vyvijet v pribéhu casu, a které
nemusi byt reflektovdno zménou hladiny PSA.

K diagnostice je nezbytné histologické vySetfeni vzorku tkané. U tkanové biopsie
se v8ak setkdvame s problémem, kterym je omezeni dostupnosti a opakovatelnosti,
cena a ¢asova naroc¢nost. Muze dojit k vaznym klinickym komplikacim, protoze tak, jako
kazda operace, mai biopsie prostaty fadu rizik (infekce, bolest, krvaceni; Yu et al., 2021).

Novou moznosti sledovani vyvoje nadord jsou cirkulujici volné materidly jako
cirkulujici nadorové bunky (CTC) a volné cirkulujici nukleové kyseliny jako je napfiklad
cirkulujici nebunééna nadorova DNA (ctDNA; Wang et al., 2020). Kromé CTC a volnych
cirkulujicich nukleovych kyselin se v télesnych tekutinach vyskytuji i exosomy (Yu et al.,
2021; Obr.5).

- "\ » oy

Nador a Rt @é E J Zdrava tkan
SPere &

AT ]

Krevni céva CtDNA @ cTC 0 Cervené krvinky

€ .—\\) Exozomy @ Normalni buiika

Obr. 5: Schéma plvodu ctDNA, CTC a exozomu z nadorovych bunék. Pfevzato a upraveno z
Wang et al., 2017.

Exozomy jsou malé vezikuly uvolfiované véemi burikami do okolnich tekutin. Jsou
aktivné produkovany nadorovymi burikami, které je vyuzivaji k usnadnéni ristu a Sireni
nadoru. Skladaji se primarné z proteinu a lipid{ tvoficich obal, ve kterém muze byt DNA,
mRNA, miRNA (Kok et al., 2020).
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Pfi tvorbé a rustu primarniho nadoru se CTC bunky uvolriuji do krevniho recisté,
kde cirkuluji pouze nékolik hodin. Jejich detekce mlize probihat riznymi metodami, které
vyuzivaji jejich biologickych a fyziologickych vlastnosti. U pacientd s nadorovym
onemocnénim je k izolaci CTC vyuzivana tekuta biopsie (Heitzer et al., 2015).

Pouziti CTC jako biomarkerii ma omezeni vtom, ze CTC jsou heterogenni,
ne véechny jsou schopny iniciovat metastazy. Mohou poskytnout nové prostfedky
k monitorovani progrese nadorového onemocnéni a pomoci pfi rozhodovani o typu
I[éCby, ale jejich pouziti pro ¢asnou detekci nadorového onemocnéni je naroéné,
ve srovnani s ctDNA (Castro-Giner et al., 2020).

Tekuta biopsie umoznuje analyzovat ctDNA, ktera se vyskytuje v krevni plazmé,
moci a dalSich télnich tekutinach. Uvolriovani ctDNA do krve miize probihat z CTC,
primarnich nadorl nebo z metastdz. Tato DNA pochazi vétSinou z nekrotickych
a apoptickych bunék, které uvolriuji fragmenty DNA do obéhu (Jahr et al., 2001). Kromé
ctDNA, v obéhu proudi jesté bezbunétna DNA nenadorovych bunék (cfDNA), ktera
cfDNA asi desetkrat vys$si nez u pacient(i v brzkém stadiu vyvoje rakoviny (Heitzer et al.,
2015).

V krvi je nizké a proménlivé mnozstvi ctDNA, proto je potfeba velmi citlivych
technologii pro detekci (Alix-Panabieres et al., 2016). Analyzy ctDNA u pacient(
s karcinomem prostaty mohou odhalit informace o mutacich androgenového receptoru,
které souvisi s rezistenci viici ADT ¢i ARTA (Alix-Panabiéres et al., 2016).

Tekuta biopsie by mohla slouzit ke sledovani nadorové specifickych zmén
v prlilbéhu onemocnéni a uréeni, zda bude specificka |écba pouzitelnd nebo nikoliv
a muze byt pouzita pro ¢asnou detekci nadorového onemocnéni (Heitzer et al., 2015).

Velkou vyhodou tekuté biopsie, oproti tkarove biopsii, je hlavné jeji neinvazivnost
a zisk novych informaci odrazejicich heterogenitu CRPC. Navic, jedna tkanova biopsie

je obvykle nedostate¢na a neodrazi dynamiku nadoru v celé prostaté (Wang et al., 2020).
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3.4 Digitalni PCR

Jednim z nejnovéjsich pristupl vyuzivajicich polymerazovou retézovou reakci (PCR)
je dPCR, ktera slouzi k absolutni kvantifikaci nukleovych kyselin. Dochazi k separaci
celé reakéni smési do nanolitrovych oddil(. Jednotlivé molekuly analytu se rozdéluji
do replikacnich reakci pfi limitnim fedéni, kdy je v kazdé reakci jedna nebo nula molekul
(Hindson et al., 2013). Cim je vétsi poget kompartmentd, tim je lep$i presnost a Ize
rozliSit malé koncentraéni rozdily mezi sekvencemi nukleovych kyselin ve vzorku.
Po probéhnuti dostatecného mnozstvi PCR cykll Ize vyhodnotit pritomnost cilové
sekvence v dané reakci jako pozitivni nebo negativni na zakladé fluorescence specifické
sondy ¢i nespecifického fluorescenéniho barviva. V souc¢asné dobé se vyuzivaji dva
systétmy dPCR a to kapickova dPCR (ddPCR) a nanodestickova dPCR (ndPCR,;
Hindson et al., 2011).

Vyhodami dPCR je vétsi prfesnost a citlivost nez kvantitativni PCR (qPCR).
Koncové méfeni navic umoznuje kvantifikaci nukleovych kyselin nezavisle na ucinnosti
reakce a pfifazovani pozitivniho nebo negativniho signalu kazdé kapce.
Také pfi pfitomnosti kontaminant(, které mohou ¢astecné inhibovat Taq polymerazu

a nasedani primerd, je ddPCR presnéjsi nez real-time PCR (Taylor et al., 2017).

3.4.1 Kapickova digitalni PCR

U ddPCR se ke kompartmentaci hydrofilni PCR smési pouziva michani s olejem, diky
kterému dochazi k rozdéleni vzork(l do nanolitrovych oddill. Vyuziva se mikrofluidnich
obvod(i a chemie povrchové aktivnich latek k rozdéleni 20 ul smési na 20 000
monodisperznich kapicek, ve kterych probihaji jednotlivé amplifikace templatovych
molekul. Po probéhnuti PCR odecita pratokovy cytometr kazdou sadu kapicek (Hindson
et al.,, 2011). Stejné jako u gPCR se zde vyuzivaji TagMan sondy, coz jsou dvojité
barvené sondy, které na 5’ konci nesou reportérovy fluorofor a na 3 konci molekulu
zhasece (Heid et al., 1996).

Provedeni ddPCR zahrnuje nékolik krokl (Obr. 6). Pfipravi se reakéni smés,
ktera ma stejné slozeni jako pro qPCR, a pfenese se do jednorazové desti¢ky, ktera se
zalaminuje folii. DestiCka se vzorky se vlozi do generatoru kapek, kde s pomoci oleje
a vakua dojde k vytvofeni monodisperznich kapic¢ek. Kapky stabilizované povrchové
aktivni latkou proudi do sbérného mista, kde se koncentruji v dusledku rozdilné hustoty
mezi olejovou a vodnou fazi. Desticka se ru¢né prenese do cycleru a dochazi k samotné
PCR amplifikaci. Poté se desti¢ka vlozi do ¢teCky (readeru), kde jsou kapi¢ky postupné
nasavany, oddéleny za pomoci injekéni cesty s distancni kapalinou a smérovany

k detektoru. Specifické Stépeni sond TagMan generuje silny fluorescenéni signal
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u kapicek, které obsahuji templat a jsou detektorem vyhodnoceny jako pozitivni.
Negativni kapiCky maji vlastni fluorescenéni signal z nedokonalého zhaseni
fluorogennich sond umoznujici jejich detekci. Pristroj tedy uréi kapku jako pozitivni

nebo negativni na zakladé amplitudy fluorescence a detekéniho limitu.

Rozdéleni vzorku do

i ' - Amplifikace Cteni Analyza
Vzorek nanolitrovych oddilt

FgRe

0 Event Number

OO
SO0
elel
OO®
BDOO
Slels
S0
o
elel

o

“~ Cilové sekvence
@ rozitivni kapicky

. Negativni kapicky

Obr. 6: Schématické znazornéni pribéhu kapi¢kové dPCR.

Idedlni metodou pro piesnou kvantifikaci nukleovych kyselin i z klinickych vzorku
je ddPCR. Pfikladem je urceni variability poc¢tu kopii (CNV), kde diky velkému poctu
replikatd, je dostate¢na presnost pro méreni poctu kopii urcitého genu (Hindson et al.,
2011).

3.4.2 Nanodesti¢kova digitalni PCR

Druhym systémem umozriujicim dPCR je ndPCR, pfi které se reakéni smés rozdéluje
pomoci mikrofluidni desticky.

Pro provedeni ndPCR je potfeba pfipravit reakéni smés, stejné jako pro gPCR,
prenést ji na nanodestiku a utésnit jamky pryzovym té€snénim (Obr. 7). Nasledné se
desticka vlozi do pfistroje QlAcuity, ktery mize mit dva nebo pét detekénich kanald
(Qiagen, 2021; Tiwari et al., 2022). V jedné smési mlze byt detekovano az pét PCR
produktl. Po termocyklovani je kazda jamka analyzovana a zpracovana pomoci
QlAcuity Software Suite (Tiwari et al., 2022). Pfitomnost a mnozstvi specifickych
sekvenci, genll, amplikonl nebo mutaci je identifikovano specifickymi TagMan sondami.
Oddily obsahujici cilovou molekulu DNA, emituji vyrazny fluorescenéni signal na rozdil
od oddil{i neobsahujicich cilovou sekvenci sondy. Absolutni kvantifikace pomoci ndPCR
eliminuje potfebu pouziti standardnich kfivek k uréeni mnozstvi cilové DNA v daném
vzorku. Kromé absolutni kvantifikace poskytuje moznost detekce mutaci, analyzu editaci

genomu, CNV a analyzu genové exprese (Qiagen, 2021).
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Napipetovani reakéniho Utésnéni jamek a vloZeni Pistroj automaticky provede
mixu do desticky desticky do pfistroje rozdélovani vzorku do oddild,
termocyklovani i ¢teni desticky

T = =

Obr. 7: Schématické znazornéni priibéhu nanodestickové dPCR.

Hlavni vyhodou ndPCR je, vysoka mira automatizace, ktera eliminuje lidskou
chybu (Qiagen, 2021). Vyuziva se pIné integrovaného systému, kde oddélovani reakéni
smési do nanolitrovych oddill, termocyklovani i zobrazovani probiha na jednom pfistroji
a odpada tudiz nutnost manipulace se vzorky béhem dPCR procesu.

Dale je velky rozdil v rychlosti provedeni ndPCR a ddPCR, pfiéemz ndPCR
probiha podstatné rychleji (Tiwari et al.,, 2022) a zaroven je i presnéjsi diky
rovnomérnému rozdéleni do oddild. Naopak u ddPCR se kapi¢ky mohou lisit svou
velikosti, coz zkresluje distribuci cilovych molekul. Jak u ddPCR, tak i u ndPCR dochazi
pri tvorbé kapicek ke ztratam, tedy ne cely objem vzorku je analyzovan, coz mize vést
k fale$né negativnim vysledkim u vzorkd s nizkou abundanci cilovych sekvenci (napr.

mutace; Qiagen, 2021).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a materialy
4.1.1 Pristrojové vybaveni

automaticky generator kapicek (Bio-Rad),

centrifuga 3K30 (Sigma),

centrifuga BR4i (Jouan),

centrifuga Galaxy MiniStar (VWR),

centrifuga LMC-3000 (Biosan),

centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf),

centrifuga MR22i (Jouan),

elektroforeticky systém Mini PROTEAN® TetraCell (Bio-Rad),
laminarni box MSC-Advantage (Thermo Scientific),
inkubator HERA cell (Heraeus),

laminarni box Aura vertical S.D.4 (Bio-Air),

Light cycler® 480 (Roche),

magneticka micha¢ka MR 1000 (Heidolph Instruments),
PX1TM PCR utésnovac folie na desticku pro ddPCR (Bio-Rad),
Qiacuity Ctyfplatformovy systém pro ndPCR (Qiagen),
QX200TM ctecka kapicek (Bio-Rad),

spektrofotometr Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific),
svételny mikroskop Eclipse TS100 (Nikon),

T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad),

termoblok TS-100C (Biosan),

UV transilluminator G:BOX (Syngene),

vodni lazen TW8 (Julabo),

vortex Lab Dancer (IKA),

vortex-Genie 2 (Scientific Industries),

zdroj elektrického napéti (Major Science).

4.1.2 Spotirebni material a dalSi pomucky

96-jamkové desticky pro PCR a folie (Roche),

automatické pipety (Eppendrof),

Burkerova kom(rka (Meopta),

desti¢ky pro ddPCR™ 96-Well Plates (Bio-Rad),

DG32TM Automated Droplet Generator Cartridges (Bio-Rad),
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chladici stojanek (IsoFreeze),

kultivaéni lahve (Thermo Plastic Products),
mikrozkumavky 2ml (Eppendorf),

mikrozkumavky LoBind 1,5 ml (Eppendorf),

ndPCR desticky QlAcuity Nanoplate 26k 24-jamkové (Qiagen),
ndPCR félie (Qiagen),

ndPCR stojanek (Qiagen),

ndPCR valecek (Qiagen),

PCR Plate Heat Seal, félie (Bio-Rad),

sérologické pipety 5 ml (SPL Life Sciences),

sérologické pipety 10 ml (VWR International AVANTOR),
stripy pro PCR (Bioplastic),

$picky na automatické pipety (Eppendorf),

zkumavky 15 ml (Qiagen),

zkumavky 15 ml (GAMA Group).

4.1.3 Chemikalie a roztoky

0,5% trypsin (Sigma),

Amonium persulfat 10% (Serva),

AR CNV assay 20x TagMan Copy Number Assay 4400291 (ThermoFisher Scientific),
Assay 40x H + WT TagMan Copy Number Assay C-175239649-10-gsy (ThermoFisher
Scientific),

Assay 40x H TagMan Copy Number Assay rs137852581 (ThermoFisher Scientific),
Assay 40x T878A + WT TagMan Copy Number Assay C175239651-10-gsy
(ThermoFisher Scientific),

Assay 40x T878A TagMan Copy Number Assay rs137852578 (ThermoFisher Scientific),
deionizovana voda,

DMEM médium (PAA Laboratories),

DNA-free voda (Qiagen),

EDTA pasazovani (Sigma),

ethanol 96% (Fagron),

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000x (Biotium),

isopropanol (mikroCHEM),

mastermix LC480 20x pro gPCR (Roche),

mastermix pro ddPCR Supermix for Probes (No dUTP) (Bio-Rad),

mastermix pro ndPCR 20x QIAcuity Probe PCR Kit (Qiagen),
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N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva),
nanaseci pufr pro DNA (40 % sachar6za; 0,1M EDTA 0,25% bromfenolova modfr),
PBS pasazovani (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4.12 H20, 2 mM KH2PO4,

pH 7,4-7,5),
pufr NeBuffer (BioLab),
QlAamp ccfDNA/RNA Kit (Qiagen):
¢ RNA spike I,
¢ Rnase-free voda,
e RPE pufr,
e RPL pufr,
e RPP pufr,
e RWT pufr,
QlAamp DNA Blood Mini Kit:
e AE pufr,
e AL pufr,
e AWT{ pufr,
e AW2 pufr,
e proteinaza K,
e RNAsaA,

restrikéni enzym Xbal (BioLab),

RNAsaP assay 20x TagMan Copy Number Assay 4403326 (ThermoFisher Scientific),
RPMI médium (Sigma),

smés polyakrylamid s bisakrylamidem 30% (Serva),

standard molekulové hmotnosti-HyperLadder 25 bp (Bioline),

TBE pufr 5x (445 mM Tris (NH2C(CH20H)3), 445 mM kyselina borita (H3BO3), 10 mM
EDTA, pH 8,2-8,4).

4.1.4 Biologicky material

V této praci byly pouzity bunécné linie LNCaP, CWR22rv1, LAPC-4 a VCaP odvozené
od karcinomu prostaty. Bunééné linie LNCaP, CWR22rv1 a VCaP byly zakoupeny
z American Type Culture Collection (ATCC), linie LAPC-4 byla ziskana od Mgr. Karla
Sougka, Ph.D (Ustav experimentalni biologie, Masarykova univerzita, Brno).

Pro experimentalni ovéreni pfitomnosti CNV AR a mutaci genu pro AR byl pouzit
soubor 46 vzork( izolované DNA, ktera byla ziskana pomoci izolacniho kitu QlAamp
ccfDNA/RNA Kit (QIAGEN) podle navodu vyrobce. Vstupnim materialem pro izolaci byla

krevni plazma od pacientll s karcinomem prostaty a pacientll bez nadorového
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onemocnéni z urologické kliniky, ktefi podepsali informovany souhlas. Primérny vék
pacientl s karcinomem prostaty byl 64 let, pficemz pramérny vék zacatku ARTA byl 74
let. Aktudlni klinicka data 43 pacientl s karcinomem prostaty byla doplnéna k datu
8. 3. 2023 (Tab. 1), ale informace k tfem pacientskym vzork(im (PL 308, PL 320 a PL
325) zatim nebyly dodany. Tato prace byla schvalena etickou komisi UP a Fakultni

nemocnice Olomouc.

Tab. 1: Klinicka data souboru pacientli s pokrocilym karcinomem prostaty (n=43).

Charakteristika Pocet pacientt
Hormonalné senzitivni PCa 2
Metastaticky hormonalné senzitivni PCa 10
Kastracné-rezistentni PCa 2
Metastaticky kastra¢né-rezistentni PCa 29
Lécba ARTA 38
z toho abirateron 26
z toho enzalutamid 6
jinad 6
Kastrace 43
Docetaxel 8
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4.2 Metody
4.2.1 Sbér krve a izolace plazmy

PIna krev byla odebirdna na Onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc
pacientim s indikovanou Ié¢bou ARTA do 7,5 ml zkumavky s EDTA. Nesrazliva krev
byla do 2 hodin od odbéru zcentrifugovana (120 g, 20 min, pokojova teplota) a plazma
byla pfenesena po 1 ml do 2 ml mikrozkumavky a zamrazena. Od jednoho pacienta byla
takto ziskdno mezi 2 a 3 ml plazmy. Plazma byla skladovana v -80°C do izolace

nukleovych kyselin.

4.2.2 |zolace ccfDNA/RNA z plazmy

Z 2 ml plazmy byla izolovana ccfDNA/RNA pomoci QlAamp ccfDNA/RNA kitu podle
postupu od vyrobce. K plazmé byly pfidany 2 uyl RNA spike | (1 pl na 1 ml plazmy)
a 300 pI RPL pufru (300 pl na 1 ml plazmy). Smés byla vortexovana 5 sekund
a inkubovéana 3 minuty pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo pfidano 100 pl RPP pufru
(100 pl na 1 ml plazmy) a vortexovano vice nez 20 sekund s navazujici inkubaci 3 minuty
na ledu. Poté byl vzorek centrifugovan 3 minuty pfi 12 000 g.

Supernatant (asi 1 ml) byl pfenesen do nové patnacti mililitrové zkumavky, ktera

byla chlazena na ledu. K supernatantu bylo pfidano stejné mnozstvi vychlazeného
izopropanolu a prerusované vortexovano.
Dale byly 4 ml vzorku pfeneseny na kolonu Rneasy Midi spin column v patnacti mililitrové
zkumavce. Kolony byly centrifugovany 1 minutu pfi 5000 g. Eluat byl vylit a pokud zbyl
vzorek, tak tento krok byl zopakovan. Na kolonu byly pfidany 4 ml RWT pufru a kolona
byla centrifugovana 1 minutu pfi 5000 g. Eluat byl vylit a na kolonu bylo napipetovano
2,5 ml RPE pufru s naslednou centrifugaci 5 minut pfi 5000 g. Kolona byla prenesena
do nové patnacti mililitrové zkumavky a bylo pfidano 200 ul Rnase-free water pfimo
na stfed kolony. Probéhla inkubace 1 minutu a vzorky byly centrifugovany 1 minutu
pfi 5000 g.

4.2.2.1 Precisténi

K200 pl eluatu bylo pfidano 200 pl RPL pufru a 800 pl 96% etanolu. Smés byla
zvortexovana a 700 pl bylo pfeneseno na kolonku RNeasy MinElute spin column.
Kolonky byly centrifugovany 30 sekund pfi 8000 g a eluat byl vylit do odpadu. Tento krok
byl opakovan i se zbytkem vzorku. Kolonka byla promyta 500 pl RPE pufru a 500 pl 80%

etanolu vzdy s naslednou centrifugaci 30 sekund pfi 8000 g.

27



Kolonka byla premisténa do nové mikrozkumavky bez vicka a centrifugovana
5 minut pfi plné rychlosti (18407 g). Nasledné byla pfedana do nové mikrozkumavky.
Na stfed kolony bylo napipetovano 20 ul vody (Rnase free-water) s 1 minutovou
inkubaci. Poté byla kolonka centrifugovana 1 minutu pfi plné rychlosti (18407 g). V eluatu
byla izolovana ccfDNA/RNA, jejiz koncentrace byla nasledné zmérena pomoci

nanodropu. K vyblankovani bylo pouzito 1,3 ul vody a pro méfeni 1 pl vzorku.

4.2.3 Digitalni kapickova PCR
4.2.3.1 Priprava vzorku pro digitalni kapickovou PCR

Zmérené koncentrace izolované ccfRNA byly prfepocCitdny na koncentrace DNA

RNA x50
podle vzorce cDNA = &=

, kde cDNA je koncentrace DNA [ng/pl] a cRNA

je koncentrace RNA [ng/ul].
Vzorky byly nafedény na koncentraci 4 ng/ul pro celkovy objem 12 ul. Kromé DNA
z plazem bylo jesté pouzito 5 ul 50% DNA bunék VCaP jako pozitivni kontrola a jako
negativni kontrola slouzilo 12 pl vody.

Do stripl bylo napipetovano dané mnozstvi vody, mastermixu, CNV assay (20x)
a RNAsaP assay (20x). Mix byl promichan, kratce zcentrifugovan a rozpipetovan

do desti¢ky pro ddPCR. K mixu byla pipetovana ccfDNA o koncentraci 4 ng/ul (Tab. 2).

Tab. 2: Mnozstvi slozek v jamkach pro ddPCR.

Objem v jedné Objem v 96 jamkach Objem v 96 jamkach +

AR E jamce [ul] [ml] rezerva [pl]
Voda 4 384 400
Mastermix 11 1056 1100
CNV assay (20x) 1 96 100
RNAsaP assay (20x) 1 96 100
DNA (4ng/ul) 5 480 500
celkem 22 2112 2200

4.2.3.2 Provedeni digitalni kapié¢kové PCR

Na desti¢ku byla polozena stfibrna folie a destiCka byla vlozena do kovového
stojanku pristroje PX1™ PCR plate sealer, kde byla folie pfitavena k desti¢ce. Desticka
byla vortexovana 5 sekund na kazdém rohu a na dvou pozicich uprostied a kratce
zcentrifugovana.

Do generatoru kapi¢ek byla viozena desti¢ka se vzorky na chladicim stojanku

a bylo spusténo generovani kapi€ek. Nasledné byla na desti¢ku zatavena nova félie
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pomoci pfistroje PX1™ PCR plate sealer a vioZzena do cycleru (T100™ Thermal Cycler).

Byl spustén program dle Tab. 3.

Tab. 3: Program pro ddPCR.

Program Faze Teplota [°C] Cas Pocet cyklt
Preinkubace 95 10 min 1
1 Denaturace 95 15
Annealing 60 30 45
Extenze 60 30
Chlazeni 4 30 1

Po skonéeni programu byla destiCka presunuta do stojanku c&tecky kapicek
(QX200 droplet reader) a byla zajisténa kovovym poklopem. Byl spustén software
QuantaSoft, ve kterém byly oznaceny vzorky a nastaveny nazvy vzork(, experimentu
a assayi. Po dokoncCeni &teni byly jednotlivé jamky analyzovany a nastaveny tresholdy

6000 a 5000 (na zakladé predchozich experiment(l).

4.2.4 Kultivace bunéénych linii a pfiprava vzorku pro izolaci DNA

Nadorové bunky LNCaP s mutaci T878A byly kultivovany v RPMI médiu, které
obsahovalo 180 ml RPMI, 20 ml fetalniho hovéziho séra, 2 ml pyruvatu sodného 2 ml L-
glutaminu a 2 ml PN-ST. V tomto médiu byly kultivovany i nadorové bunky linie
CWR22rv1 s mutaci H875Y.

Nadorové buriky linie LAPC-4, jez neobsahuji mutaci AR a nadorové bunky linie
VCaP byly kultivovany v DMEM médiu, obsahujici 180 ml DMEM, 20 ml fetalni hovézi
sérum, 2 ml L-glutamin a 2 ml PN-ST. Kultivace probihala v kultivaénich lahvich
v inkubatoru o teploté 37 °C a dle potfeby bylo provedeno pasazovani. Po pasazovani
byly buriky rozsuspendovany v PBS, 3x omyty v PBS, centrifugovany a nakonec

nasucho zamrazeny pfi -80 °C.

4.2.5 Izolace DNA z bunék

Izolace DNA z bunék byla provedena pomoci QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen) podle postupu od vyrobce. Pelet bunék byl rozsuspendovan v 180 ul 1x PBS.
Ke vzorku bylo napipetovano 20 pl proteinazy K, 4 ul RNasy A a 200 ul AL pufru. Smés
byla vortexovana 15 sekund a inkubovana 10 minut pfi 56 °C, pficemz v poloviné
kultivace byl vzorek lehce promichan. Vzorek byl kratce centrifugovan pfi 6000 g a bylo
pfidano 200 pl 96% etanolu. Poté byl vzorek vortexovan 15 sekund a kratce

centrifugovan pri 6000 g.
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Nasledné byl vzorek prenesen na kolonu a centrifugovan 1 minutu pfi 6000 g.
Eluat byl vylit do odpadu a na kolonu bylo naneseno 500 ul AW1 pufru. Nasledovala
centrifugace 1 minutu pfi 6000 g. Eluat byl opét vylit a na kolonu bylo napipetovano
500 pl AW2 pufru. Kolona byla centrifugovana 3 minuty pfi 20 000 g a nasledné
prfenesena do nové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Na kolonu bylo napipetovano 50 pl
AE pufru a vzorek byl inkubovan 1 minutu pfi pokojové teploté, poté centrifugovan
1 minutu pfi 6000 g. V eluatu byla izolovana DNA, jejiz koncentrace byla zmérena

pomoci nanodropu. K vyblankovani bylo pouzito 1,3 pl AE pufru a pro méfeni 1 pl vzorku.

4.2.6 Kvantitativni PCR pro ovéreni specifiénosti assayi

Nejdfive byla nafedéna izolovand DNA z bunék LNCaP, CWR22rv1, VCaP a LAPC-4
na koncentraci 5 ng/ul. Nasledné byly pfipraveny dva mixy (kazdy pro 8 jamek, v jedné
jamce bylo 20 pl reakéni smési), které obsahovaly mastermix, vodu a assay, pficemz
do jednoho mixu byla pfidana assay pro detekci mutace H875Y a do druhého mixu assay
pro detekci T878A (Tab. 4).

Tab. 4: Mnozstvi slozek v jamkach pro gPCR

Slozka Objem v jedné jamce [pl] Objem pro 8 jamek [ul]
Mastermix (2x konc.) 10,0 80,0
Voda 5,5 44,0
Assay (40x konc.) 0,5 4,0
DNA (5 ng/ul) 4,0 32,0

Mixy byly rozpipetovany do stripli pro PCR a na zaveér byly pfidany 4 ul DNA
o koncentraci 5 ng/ul (20 ng DNA na jamku), tak aby DNA z kazdé bunécné linie (LNCaP,
LAPC-4, CWR22rv1, VCaP) byla v mixu pro mutaci T878A i v mixu pro mutaci H875Y
v duplikatu. Jako negativni kontrola byla misto DNA pouzita voda. Stripy byly uzavfeny,
vortexovany, 1 minutut cetrifugovany a vliozeny do cycleru LightCycler® a byl spustén

program dle Tab. 5. Po dokonceni programu byly vysledky vyhodnoceny.

Tab. 5: Program pro qPCR.

Program Faze Teplota [°C] Cas Pocet cyklt
Preinkubace 95 15 min 1
1 Denaturace 95 20
Annealing 60 20 50
Extenze 72 20
Chlazeni 40 30 1
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Stejny postup byl pouzit i pfi gPCR s assayiemi, které slouzily k detekci mutované

i nemutované alely (wild type, WT).

4.2.7 Elektroforéza pro ovéreni stavu produktu

Byla sestavena elektroforeticka aparatura s pouzitim skel pro tloustku gelu 1,5 mm a byl
vybran vhodny hiebinek. Byl pfipraven 6% polyakrylamidovy gel smichanim 22,96 ml
deionizované vody, 7 ml 30% smési polyakrylamid s bisakrylamidem, 3,5 ml 5x Tris-
borat-EDTA (TBE) pufru, 400 pyl 10% amonium persulfatu a 22,5 pyl N,N,N',N'-
tetramethylethylendiaminu (TEMED). Smés byla promichana, nanesena mezi sestavena
skla a byl vlozen hiebinek.

Po ztuhnuti gelu (po 45 minutach) byl vytazen hrebinek. Skla byla viozena
do elektroforetické komory a zalita 700 ml 0,5x TBE pufru. Do jednotlivych jamek gelu
byly naneseny vzorky pfipravené smichanim 10 pyl PCR produkiu (PCR produkty
z kapitoly 4.2.6) s 1 yl nanaseciho pufru (celkovy objem vzorku v jamce Cinil 10 pl).
Jako posledni byly do jamky napipetovany 3 yl hmotnostniho standardu pro kontrolu
molekulové hmotnosti.

Nasledné byla elektroforeticka komora pfipojena ke zdroji elektrického napéti
s nastavenim na 100 V. Po elektroforetické separaci (po 60 minutach) byl gel vliozen
do barviciho roztoku (Gel-red) na 45 minut a poté do deionizované vody. Vizualizace

separovanych PCR produkt(i byla provedena pomoci UV transiluminatoru.

4.2.8 Zjisténi citlivosti assayi pomoci kvantitativni PCR

Byla pfipravena dilu¢ni fada smichanim DNA z bunécnych linii LNCaP s mutaci T878A
a CWR22rv1 s mutaci H875Y dle Tab. 6. Vzorky byly pfipraveny do objemu 48 pl
o koncentraci 5 ng/ul DNA.

Tab. 6: Diluéni fada DNA z LNCaP a CWR22rv1.

Zastoupeni DNA z LNCaP [%] Zastoupeni DNA z CWR22rv1 [%]
100,0 0,0
99,9 0,1
99,0 1,0
90,0 10,0
75,0 25,0
50,0 50,0
25,0 75,0
10,0 90,0
1,0 99,0
0,1 99,9
0,0 100,0
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Byly pfipraveny tfi mixy, které obsahovaly mastermix, vodu a assay, pficemz
do jednoho mixu byla pouzita assay pro mutaci H875Y, do druhého assay pro mutaci
T878A (Tab. 7) a do tretiho byly smichany obé assay (Tab. 8). Mix byl rozpipetovan
do PCR desti¢ky a na zavér byly pfidany 4 yl DNA o koncentraci 5 ng/ul (20 ng DNA na
jamku). Na PCR desti¢ku byla nalepena folie. Desticka byla centrifugovana 2 minuty
pfi 280 g a vlozena do cycleru LightCycler®. Byl pouzit stejny program jako v Tab. 5 .
Po ukonéeni programu byly vyhodnoceny vysledky.

Tab. 7: Mnozstvi slozek v jamkach s pouzitim bud assaye pro mutaci H875Y nebo T878A.

Slozka Objem v jedné jamce [ul] Objem pro 23 jamek [pl]
Mastermix 2x 10,0 230,0
Voda 5,5 126,5
Assay 40x 0,5 11,5
DNA (5 ng/ul) 4,0 92,0

Tab. 8: Mnozstvi slozek v jamkach s pouzitim obou assayi (pro H875Y i T878A).

Slozka Objem v jedné jamce [pl] Objem pro 23 jamek [pl]
Mastermix 2x 10,00 230,00
Voda 5,50 126,50
Assay H 40x 0,25 5,75
Assay T 40x 0,25 5,75
DNA (5 ng/ul) 4,00 92,00

4.2.9 Fragmentace DNA a nasledna kvantitativni PCR

Byla pfipravena dilu¢ni fada stejné jako v Tab. 6, s rozdilem, ze vzorky byly pfipraveny
do objemu 17 pl o koncentraci 20 ng/ul DNA. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 2,5 pl
pufru NeBuffer a 0,5 pl enzymu Xbal. Smés byla inkubovéna jednu hodinu pfi 37 °C.
Stejné jako v kapitole 4.2.8 byly pfipraveny tfi mixy, které byly rozpipetovany
do PCR desti¢ky a byl pfidan 1 pl pfipravené nastépené DNA (20 ng DNA na jamku).
Desti¢ka byla centrifugovana 2 minuty pfi 280 g a vlozena do cycleru LightCycler®. Byl

pouzit stejny program jako v Tab. 5. Po dokonceni programu byly vysledky vyhodnoceny.

4.2.10 Nanodesti¢kova digitalni PCR s pouzitim DNA z bunéénych linii

Byl pfipraveny mixy dle Tab. 9 a 10. Prvni mix (Mix 1) byl pfipraven pro 9 jamek (jedna
jamka byla rezervni) smichanim mastermixu, vody, assaye pro RNasuP a assaye
pro mutaci H875Y a WT. Druhy mix (Mix 2) byl pfipraven pro 9 jamek (jedna jamka byla

rezervni) stejné jako Mix 1, jen misto assaye pro mutaci H875Y a WT byla pouzita assay

32



pro mutaci T878A, které bylo pouzito poloviéni mnozstvi, jelikoz nema fluorofor pro WT.
Tyto mixy byly rozpipetovany do stripll po 40,95 pl a byl pfidano 1,05 pyl DNA
o koncentraci 20 ng/ul (20 ng DNA na jamku). Do Mixu 1 byla pfidana 100,0%, 99,9%,
99,0% a 90% DNA z LNCaP a CWR22rv1 z Tab. 6 vzdy v duplikdtu. K Mixu 2 byla
pipetovana 10,0%, 1,0%, 0,1% a 0% DNA DNA z LNCaP a CWR22rv1 z Tab. 6 vzdy
v duplikatu (Tab. 9).

Tab. 9: Mnozstvi slozek v mixu 1 a 2 pro ndPCR

Slozka Objem v jedné reakci (42ul) [pl] Mix 1 [pl] Mix 2 [pl]
Mastermix (4x) 10,500 94,500 94,500
Voda 27,830 255,150 259,880
Assay T (40x) 0,525 0,000 4,725
Assay H (40x) 1,050 9,450 0,000
Assay RNasaP (20x) 1,050 9,450 9,450
Assay CNV AR (20x) 0,000 0,000 0,000
DNA 1,050 9,450 9,450

Nasledujici mixy byly pfipraveny pfimo do strip(i dle Tab. 10 a byla pouzita DNA
50% z LNCaP a 50% z CWR22rv1, ktera byla nachystana v kapitolach 4.2.8 a 4.2.9.
Treti mix (Mix 3) obsahoval obé assaye pro mutace (pro H875Y i T878A). Mix byl
pfipraven pfimo do stripu a bylo pipetovano ¢tyfnasobné mnozstvi DNA (80 ng DNA
na jamku). Ve ¢tvrtém mixu (Mix 4) byly také obé asseye pro mutace, ale bylo zde pétkrat
mensi mnozstvi DNA (4 ng DNA na jamku). Paty mix (Mix 5) obsahoval obé assaye
pro mutace a 20 ng DNA (20 ng DNA na jamku).

Sesty mix (Mix 6) obsahoval i assay pro detekci CNV genu pro AR. DNA i v tomto

poslednim mixu bylo 20 ng na jamku.

Tab. 10: Mnozstvi slozek v mixu 3, 4, 5 a 6 pro ndPCR

Slozka Mix 3 [ul] Mix 4[pl] Mix 5 [ul] Mix 6 [ul]
Mastermix (4x) 10,500 10,500 10,500 10,500
Voda 24,680 28,665 27,825 25,200
Assay T (40x) 0,525 0,525 0,525 1,050
Assay H (40x) 1,050 1,050 1,050 2,100
Assay RNasaP (20x) 1,050 1,050 1,050 2,100
Assay CNV AR (20x) 0,000 0,000 0,000 0,000
DNA 4,200 0,210 1,050 1,050

VS8echny stripy se vzorky byly vortexovany a kratce centrifugovany. Nasledné
byly jednotlivé vzorky, pfipravené do stripl, pipetovany po 40,2 pl (0,2 pl rezerva)

do ndPCR desti¢ky, ktera byla upevnéna ve stojanku. N&sledné byla na destiCku
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nalepena folie, ktera byla pomoci valeCku jesté Iépe upevnéna. DestiCka byla viozena
do cycleru pro ndPCR a byl spustén program z Tab. 11, pfiCemz byly zapnuty vSechny

kanaly pro detekci signalu. Po dokonéeni programu byly vysledky vyhodnoceny.

Tab. 11: Program pro ndPCR.

Program Faze Teplota [°C] Cas Pocet cyklt
Preinkubace 95 2 min 1
1 Denaturace 95 20
Annealing 60 20 50
Extenze 72 20

4.2.11 Nanodesti¢kova digitalni PCR s pouzitim DNA z bunéénych linii a plazem

Byly pfipraveny mixy dle Tab. 12. Ve vSech mixech byl mastermix, voda, assay
pro RNasuP, assay pro CNV AR, assay pro detekci mutace T878A a assay pro mutaci
H875Y a WT. Prvni mix (Mix A) byl pfipraven pro 7 jamek (jedna jamka rezerva) vzorku
bunééné DNA. Po pfipraveni tohoto mixu byl mix rozpipetovan do stripu a vzdy
v duplikatu bylo pfidano 1,05 pl bunééné DNA (koncentrace DNA byla 20 ng/ul, 20 ng
DNA na jamku) 10% VCaP, 1% VCaP, a 0,1% VCaP. Druhy mix (Mix B) byl uren
pro DNA izolovanou z plazem a to pro 10 jamek (jedna jamka negativni kontrola, jedna
jamka rezerva). Po rozpipetovani mixu B do stripl bylo pipetovano 5,25 ul DNA z plazmy
(koncentrace DNA byla 4 ng/ul, 20 ng DNA na jamku) vzdy v duplikatu. Jako negativni
kontrola byl pouzit Mix B s vodou misto DNA.

Tab. 12: mnozstvi slozek v mixu A a B.

Objem v jedné reakci Mix A pro 7 reakci  Mix B pro 10 reakci

slozla (4201) [] [w1] [w1]
Mastermix (4x) 10,500 73,500 105,000
Voda 27,775 194,425 217,750
Assay T (40x) 0,525 3,675 5,250
Assay H (40x) 1,050 7,350 10,500
Assay RNasaP 20x 1,050 7,350 10,500
Assay CNV AR (20x) 1,050 7,350 10,500
DNA 1,050 7,350 52,500

VS8echny stripy se vzorky byly vortexovany a kratce centrifugovany. Nasledné
byly jednotlivé vzorky, pfipravené do stripl, pipetovany po 40,2 pl (0,2 pl rezerva)
do ndPCR desti¢ky, ktera byla upevnéna ve stojanku. N&sledné byla na destiCku
nalepena folie, ktera byla pomoci valeCku jesté Iépe upevnéna. DestiCka byla viozena
do cycleru a byl spustén program z Tab. 11, pfi€emz byly zapnuty vSechny kanaly

pro detekci signalu. Po dokon&eni programu byly vysledky vyhodnoceny.
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4.3 VYSLEDKY

4.3.1 Ovéreni specificnosti assayi pro mutace T878A a H875Y

Byla provedena gqPCR s vyuzitim dvou detekénich kanall. Kanal ROX (580-623 nm)
pro assay k detekci mutace T878A a kanal ATTO (533-580 nm) pro assay k detekci
mutace H875Y. Pri pouziti assaye pro detekci mutace T878A byl pozitivni signal u DNA
bunécné linie LNCaP a negativni u CWR22rv1, coz bylo ocekavano (Obr. 8). Bylo tedy
zjisténo, ze tato assay byla specificka.

Amplification Curves
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Obr. 8: Kfivky gPCR za podminek z Tab. 4 s pouzitim assaye pro detekci mutace T878A.

PFi pouziti assaye pro detekci mutace H875Y, byl patrny pozitivni signal ve véech

vzorcich DNA bunéénych linii (Obr. 9). Pozitivni signaly u DNA v8ech bunéénych linii
odpovidaly pfitomnosti genu pro AR. U vzorku DNA bunééné linie VCaP, ktery nese

amplifikaci genu pro AR, byla pozorovana hodnota Ct niz8i nez u DNA ostatnich linii,

coz odpovidalo nasi teorii, ze tato assay odrazovala mnozstvi AR, ale ne prislusnou
mutaci. Assay pro detekci mutace H875Y tedy nebyla specificka.
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Obr. 9: Kfivky gPCR za podminek z Tab. 4 s pouzitim assaye pro detekci mutace H875Y.
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Pro kontrolu stavu produktl byla provedena gelova elektroforéza, pri které bylo
zjisténo, ze v kazdé jamce byl pfitomen PCR produkt, a to i u vzorkd, které byly na gPCR
negativni (Obr. 10). BEéhem PCR reakce tedy doslo k amplifikaci DNA, ale tag-man sonda
specificka pro mutaci negenerovala signal, a proto byl vzorek negativni v pfipadé assaye
pro detekci mutace T878A. gPCR produkty se liSily svoji velikosti, kdy pfi pouziti assaye
pro detekci mutace H875Y mél produkty mensi molekulovou hmotnost nez pfi pouziti
assaye pro detekci mutace T878A. Navic se u assaye pro detekci mutace H875Y
vyskytoval jesté druhy band o velikosti 70 bp.

Standard
Mix T MixT MixT MixT MixH MixH MixH MixH molekulové
VCaP  |APC-4 CWR22rvl LNCaP VCaP LAPC-4 CWR22rvl LNCaP hmotnosti

D S e O I T S

500 bp
400 bp

300 bp
250 bp
200 bp
175 bp
150 bp
125 bp
100 bp

75 bp

Obr. 10: Kontrola produkti gPCR vzorki DNA bunéénych linii s assayi pro detekci mutace H875Y
a s assayi pro detekci mutace T878A pomoci gelové elektroforézy. Produkty qPCR byly
oCekavany o velikosti 75-100 bp. U assaye pro detekci mutace H875Y byl pfitomen i produkt
nespecifické reakce o mensi velikosti.

Kvlli nespecificnosti assaye pro detekci mutace H875Y byla pouzita assay, ktera
detekovala mutaci H875Y i WT alelu pomoci 2 fluoroford. Byla provedena gPCR s touto
assay, pri které bylo zjisténo, ze signal je pozitivni u DNA bunééné linie CWR22rv1,
ale negativni u LNCaP (Obr. 11). Tedy assay pro detekci mutace H875Y spolu s WT

alelou AR byla jiz specificka a véechny dalSi experimenty byly provadény s touto assayi.
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Obr. 11: Kfivky gPCR za podminek z Tab. 4 s pouzitim assaye pro detekci mutace H875Y a WT

alely AR.

4.3.2 Zjisténi citlivosti assayi

Pro zjisténi citlivosti assayi pro detekci mutace T878A a H875Y byla pfipravena diluéni

rada, ktera obsahovala rtzné koncentrace DNA z bunécnych linii LNCaP a CWR22rv1.

Po provedeni gPCR pro detekci mutace T878A bylo zjisténo, ze s klesajici koncentraci
DNA LNCaP na pozadi DNA CWR22rv1 klesd i prabéh kfivky. Byla zjisténa citlivost
assaye, a to 10 % DNA LNCaP na pozadi 90 % DNA CWR22rv1 (Obr. 12). Niz8i

zastoupeni DNA LNCaP jiz nebylo mozné odliit, jelikoz kfivka neméla charakteristicky

pozitivni priibéh. U mutace H875Y byla detekovana stejna citlivost assaye, a to 10 %
CWR22rv1 na pozadi 90 % LNCaP (Obr. 13).
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Obr. 12: Krivky gPCR dilu¢ni fady s pouzitim assaye pro detekci mutace T878A za podminek

z Tab. 4.
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Obr. 13: Kfivky gPCR dilu¢ni fady s pouzitim assaye pro detekci mutace H875Y za podminek

z Tab. 4.

Vzorky diluéni fady DNA byly nastépeny pomoci enzymu Xbal na fragmenty
odpovidajici fragmentované ccfDNA v lidské plazmé u pacientl s pokro¢ilym PCa

a pomoci qPCR bylo ovéfeno, zda reakce i po nastépeni probéhla stejné. Bylo dosazeno

stejnych vysledkd jako u nenastépené DNA, jak u mutace T878A (Obr. 14),

tak i u mutace H875Y (Obr. 15).
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Obr. 14: Kfivky qPCR diluéni fady fragmentované DNA s pouzitim assaye pro detekci mutace

T878A za podminek z Tab. 4.
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Obr. 15: Kfivky qPCR diluéni fady fragmentované DNA s pouzitim assaye pro detekci mutace

H875Y za podminek z Tab. 4.
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4.3.3 Nanodesti¢kova digitalni PCR

Pro zjisténi optimalniho mnozstvi DNA pro ndPCR bylo pouzito 80 ng, 20 ng a 4 ng
na jamku DNA buné&énych linii LNCaP a CRW22rv1 v poméru 1:1. (Obr. 16). Cim vice
DNA reakce obsahovala, tim vice bylo detekovano pozitivnich analyzovanych oddilu.
U 80 ng DNA byl 4x vétsi signal pro RNAsuP nez u 20 ng DNA. U 4 ng DNA byl signal
5x mensi nez u 20 ng DNA. Cim vice DNA reakce obsahovala, tim vice bylo pozitivnich
analyzovanych oddill. Tim bylo ovéreno, Ze detekce kontrolniho genu RNAsaP
reflektuje mnozstvi pouzité DNA. Pro dalsi experimenty bylo tedy pouzito 20 ng DNA
na jamku, kdy byl jasné detekovan signadl RNAsyP i mutace. Mnozstvi 80 ng DNA
v reakci bylo nadmérnym mnozstvim, a naopak nejniz§i mnozstvi (4 ng DNA) bylo
nedostateéné pro spolehlivou analyzu. Stejnych zmén signalu bylo dosazeno i u assayi
pro detekci mutace H875Y a T878A. Populace pozitivnich oddil(i pro mutaci H875Y se
vyskytovala okolo intenzity fluorescence 100 RFU a proT878A okolo 80 RFU (Obr. 17).

80 ng DNA 20 ng DNA 4 ng DNA

P e A L S ]

Intenzita fluorescence [RFU]

Analyzované oddily

Obr. 16: Zadznam z ndPCR RNASsyP pfi snizujicim se mnozstvim DNA (80 ng, 20 ng a 4 ng)
bunécénych linii LNCaP a CWR22rv1.

80 ng DNA 20 ng DNA 4 ng DNA

BN RSt e T e Y

o RN RS

<+ H785Y

<« T787A

Intenzita fluorescence [RFU]

Analyzované oddily
Obr. 17: Zaznam z ndPCR mutace H875Y a T878A pii snizujicim se mnozstvim DNA (80 ng,
20 ng a 4 ng) buné&&nych linii LNCaP a CWR22rv1.

Bylo zjisténo, ze pomoci ndPCR bylo mozné spolehlivé detekovat mutaci pfi 1%
zastoupeni DNA LNCaP na pozadi CWR22rv1 (Obr. 18). Signal byl detekovan u 0,1 %,
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ale pouze v jednom z duplikatu, tudiz tento vysledek nebyl bran jako spolehlivy, a tedy
citlivost ndPCR rozeznat mutaci byla 1 %.

10% 10% 1% 1% 0,1% 0,1% 0% 0%

Intenzita fluorescence [RFU]

Analyzované oddily

Obr. 18: Zaznam z ndPCR mutace T878A pfi snizujicim se zastoupeni DNA LNCaP na pozadi
DNA CWR22rv1.

Stejné citlivosti jako u mutace T878A bylo dosazeno i u mutace H875Y (Obr. 19).
Jeden analyzovany oddil byl sice detekovan u 0% zastoupeni DNA CWR22rv1 na pozadi
LNCaP, ale to bylo zplisobeno chybou pfistroje.

10 % 10 % 1% 1% 0,1% 0,1% 0% 0%
= =

Intenzita fluorescence [RFU]

Analyzované oddily

Obr. 19: Zaznam z ndPCR mutace H875Y pii snizujicim se zastoupeni DNA CWR22rv1
na pozadi DNA LNCaP.

U 8 zmérenych vzork(l DNA tekuté biopsie pacientl s pokroc¢ilym PCa pomoci
ndPCR nebyla nalezena zadna mutace genu pro AR.

4.3.4 Variabilita poétu kopii u DNA bunéénych linii

Gen pro AR je umistén na pohlavnim chromozomu X, tedy pouze jedenkrat v burice. Na
rozdil od toho je gen pro RNAsuP (RPPH1) situovan na chromozomu 14 (Imaizumi et
al., 2019) a v burice je zastoupen dvakrat (Kohli et al., 2018). Tedy u jedincli bez CNV
genu pro AR by méla byt koncentrace RNAsyP dvakrat vy$si nez AR. Proto byla hodnota
CNV genu pro AR vypocitana na zakladé detekce pozitivnich signall z ndPCR u DNA

vy . Koncentrace AR X2
bunécnych linii podle vzorce CNV = Comonirace ANASaP (Tab. 13).
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Tab. 13: Vysledky CNV genu pro AR buné&cénych linii mé&fené pomoci ndPCR.

Koncentrace Koncentrace RNAsaP

Vzorek AR [kopie/ul] SD AR [kopie/ul] SD RNAsaP CNV
10% VCaP 189,6 1,4 108,5 2,5 3,5
1% VCaP 67,1 0,3 115,0 6,6 1,2
0,1% VCaP 62,5 0,1 121,1 4,4 1,0

4.3.5 Variabilita poc¢tu kopii u vzorku DNA tekuté biopsie

Pomoci ddPCR byla zjisténa pfitomnost CNV genu pro AR ve vzorcich DNA
z kontrolnich plazem, pficemz nebyly zjistény zadné hodnoty vy$si nez 1,5, tedy zadna
plazma pacienta urologické kliniky bez nadorového onemocnéni neobsahovala CNV
genu pro AR (Tab. 14). Hodnota CNV 1,5 byla pouzita jako cut-off pro hodnoceni

pacientskych plazem jako pozitivni nebo negativni.

Tab. 14: Vysledky CNV genu pro AR DNA kontrolnich plazem méfené pomoci ddPCR.

Koncentr Koncentrace RNAsaP
Vzorek AR°[k°:pite;':|e] spaR loncent ac[f(opi:;:“ SD RNAsaP CNV
CTRL 1 2,75 0,21 5,15 0,78 1,1
CTRL2 2,90 0,99 5,45 0,21 1,1
CTRL3 1,40 0,14 2,75 0,21 1,0
CTRL 4 2,65 0,07 4,05 0,07 1,3
CTRLS 13,50 0,57 26,85 1,48 1,0
CTRL6 0,04 0,05 0,55 0,36 0,1
CTRL7 106,00 7,07 219,50 2,12 1,0
CTRLS 61,55 0,49 136,00 1,41 0,9
CTRL9 2,60 0,28 4,25 0,64 1,2
CTRL 10 0,42 0,06 0,66 0,49 1,3
CTRL 11 1,25 0,07 1,85 0,21 1,4
CTRL12 9,00 0,85 15,85 2,33 1,1
CTRL 13 0,22 0,21 0,60 0,01 0,7
CTRL 14 0,76 0,18 1,20 0,14 1,3
CTRL 15 15,40 0,99 30,85 0,64 1,0

Stejnych vysledk( bylo dosazeno i pomoci ndPCR, pfi které byly zméreny ffi

kontrolni vzorky a véechny byly negativni na CNV genu pro AR (Tab. 15).

Tab. 15: Vysledky CNV genu pro AR DNA kontrolnich plazem méfené pomoci ndPCR.

Vzorek Koncentra‘ce AR SD AR Koncentrace RI\fAsaP SD RNAsaP CNV
[kopie/pl] [kopie/pl]

CTRL1 0,72 0,27 1,32 0,24 1,1

CTRL2 0,89 0,04 1,56 0,04 1,1

CTRL 3 0,29 0,14 0,62 0,14 0,9
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Dale bylo zméreno 46 vzork( DNA z plazmy pacientll s pokrocilym PCa pomoci
ddPCR (pfiloha A), pfi€emz 10 bylo pozitivnich na CNV genu pro AR (21,74 %; Obr. 20).

30.0

25.0 A

20.0 A

10.0 4

00 - lll ... I. ..I ..-—

PL211 PL231 PL239 PL249 PL254 PL308 PL332 PL35 PL373 PL379 Kontrola
Vzorek

Obr. 20: Graf znazornujici vzorky, u kterych byla detekovana CNV genu pro AR a jeden kontrolni
vzorek (CNV = 1).

Z téchto 46 vzork( bylo vybrano osm pro ovéfeni spravnosti méreni pomoci
druhého systému pro dPCR. Pfi analyze na ddPCR nesly dva vzorky amplifikaci genu
pro AR (PL 211 a PL 231; Tab. 16) stejné jako u preméreni vzork(l pomoci ndPCR
(Tab. 17).

Tab. 16: Vysledky CNV genu pro AR DNA plazem pacienti s pokrocily PCa méfené pomoci
ddPCR.

Vzorek Koncentraf:e AR SD AR Koncentrace RI\!AsaP SD RNAsaP CNV CN\{

[kopie/pl] [kopie/pl] hodnoceni
PL 202 18,75 0,07 44,50 1,84 0,8 negativni
PL 207 2,40 0,42 4,10 0,42 1,2 negativni
PL 210 27,35 4,88 57,55 7,00 1,0 negativni
PL211 118,50 10,61 8,70 0,14 27,2 pozitivni
PL212 0,21 0,03 0,42 0,05 1,0 negativni
PL213 44,80 3,39 103,25 20,86 0,9 negativni
PL214 16,15 6,29 32,95 15,06 1,0 negativni
PL 231 44,05 0,21 31,10 1,70 2,8 pozitivni
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Tab. 17: Vysledky CNV genu pro AR DNA plazem pacientt s pokrocily PCa mérené pomoci
ndPCR.

Vzorek Koncentraf:e AR SD AR Koncentrace RI\fAsaP SDRNAsaP NV CNV’

[kopie/pl] [kopie/ul] hodnoceni
PL 202 12,31 3,08 25,81 1,17 1,0 negativni
PL 207 0,84 0,40 2,06 049 08 negativni
PL210 14,55 1,51 30,98 0,93 0,9 negativni
PL 211 51,51 0,11 4,51 0,20 229 pozitivni
PL212 0,16 0,00 0,22 0,00 1,5 negativni
PL213 8,90 0,03 17,44 1,03 1,0 negativni
PL214 7,61 0,71 16,82 2,16 0,9 negativni
PL 231 22,54 0,91 14,23 0,81 3,2 pozitivni

43



5 DISKUZE

Pro nade testovani byly vybrany bunécné linie LNCaP s mutaci T878A, CWR22rv1
s mutaci H875Y, VCaP, u které je amplifikace genu pro AR a LAPC-4,
ktera ma nemutovany AR.

Pri navrhu experimentl jsme vychazeli z rfady studii, které byly publikovany
v odbornych €asopisech (Makkonen et al., 2011; Watson et al., 2015; Conteduca et al.,
2017; Du et al., 2020). K ovéreni specificnosti assayi pro detekci mutaci T878A a H875Y
jsme pouzili gPCR. K jejich analyze standardné slouzi fluorogenni TagMan sondy, které
obsahuji dvé sondy pro dvé alely (Heid et al., 1996). Pro pouziti s ndPCR jsme vSak
navrhli assaye, které obsahovaly pouze jednu zna€enou probu a neslouzily k detekci WT
alely AR. Navrhnuta assay pouze pro detekci mutace H875Y v8ak nebyla specificka,
coz bylo potvrzeno ina zékladé nasledné provedené gelové elektroforézy. Tato
nespecifita se projevila tim, ze pouzitd sonda odpovidala zastoupeni genu pro AR
v genomu dané linie, ale nereflektovala pfitomnost dané mutace. Amplifikace DNA pfi
gPCR probihala u vSech pouzitych linii a na zakladé provedené gelové elektroforézy
bylo zji§téno, ze produkty byly tvofeny ve v8ech vzorcich. Podobna situace byla
pozorovana u druhé assaye pro detekci mutace T878A, ktera v8ak spravné generovala
signal specificky pro pfitomnost mutované alely. DalSim dikazem nespecifity assaye
pro detekci pouze mutace H875Y byl vyskyt druného bandu o velikosti pfiblizné 70 bp.
Pfi PCR reakci tedy doslo k nespecifické amplifikaci DNA. Assay pro detekci mutace
H875Y s WT jiz byla specifickd a signal byl detekovan pouze u DNA obsahujici dané
mutace. Rozdilné vysledky pfi pouziti assaye pouze pro detekci mutace H875Y a assaye
pro detekci mutace H875Y i WT byly zapfi¢inény designem assaye, ktery firma vytvofila.
PFi pouziti assaye pro detekci mutace H875Y i WT spolecné s assayi k detekci mutace
T878A vsak nebylo mozné od sebe odlisit jednotlivé mutace, protoze assay pro detekci
H875Y obsahovala dva fluorofory. Spole¢na reakce tak dava informaci, zda je néjaka
ze dvou mérenych mutaci pfitomna ve vzorku &i nikoliv. V pfipadé potfeby je mozné
reakce zopakovat v separatnich zkumavkach.

Po provedeni gPCR ke zjisténi citlivosti detekce mutaci jsme zjistili, ze gPCR
umoznovala detekci mutace pfi 10% zastoupeni DNA uvedenych bunéénych linii
s mutacemi H878Y a T875A. Pomoci ndPCR bylo detekovano i 1% zastoupeni. Tato
zvySena citlivost a presnost je pravé dana principem dPCR, kdy je reakéni smés
rozdélena do oddilll (Hindson et al., 2013). V préaci Sumiyoshi et al. z roku 2019 byli
schopni detekovat pomoci dPCR i 0,5% zastoupeni DNA bunécnych linii LNCaP a
CWR22rv1 pro detekci mutaci T878A a H875Y.
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Diky mutacim genu AR dochazi u pacientll s CRPC k rezistenci na léky jako
je abirateron ¢&i enzalutamid (Wyatt et a., 2016). Abirateron nepfimo blokuje drahu AR
pres inhibici biosyntézy androgenu a enzalutamid pUsobi na AR pfimo jako antagonista
(Sumiyoshi at al., 2019).

V nasem experimentu nebyla pomoci ndPCR zjiSténa ani jedna z vybranych
mutaci (T878A a H875Y) u pacientl s pokrocilym PCa, coz mohlo byt zplisobeno malym
poctem zmérenych vzork(, jelikoz mutace T878A se ve studii Ledet et al. z roku 2020
vyskytovala pfiblizné u 14,5 % pacientd s CRPC a mutace H875Y u 11,4 % z 892
pacientl s pokrocilym PCa. Zaroven detekce mutaci v této studii probihala pomoci
sekvenovani nové generace, a nikoliv pomoci PCR metod. Podobnych vysledkl bylo
dosazeno i ve studii Chen et al. zroku 2020, kde mutace T878A byla detekovana
genomickym sekvenovanim u 3 z 18 pacientll s CRPC. V praci Conteduca et al. z roku
2017 byla s pomoci ddPCR detekovana mutace T878A u 11 % pacienti ze 73, ktefi
podstoupili Ié€bu docetaxelem, ale u zadného pacienta bez pfedchozi chemoterapie.
Pro nalezeni pozitivnich vzork(i by mohlo byt podstatné, jaky typ terapie pacienti jiz
podstoupili, protoze mutace AR mizou vznikat na zakladé selekéniho tlaku lécby
(Watson et al., 2015). Tato informace bude u nasich pacientd k dispozici po rozsireni
analyzovaného souboru.

Bunécné linie LNCaP a CWR22rv1 neobsahuji amplifikaci genu pro AR
(Makkonen et al.,, 2011; Watson et al.,, 2015), a proto byly ve vSech provedenych
experimentech negativni na CNV genu pro AR (hodnota CNV byla rovna 1). Naopak
bunécna linie VCaP jiz CNV genu pro AR obsahuje. V nasich experimentech bylo mozné
detekovat pomoci dPCR CNV pfi zfedéni DNA VCaP na 10 %. Pfi mensim zastoupeni
VCaP se jiz hodnota CNV pohybovala okolo 1, tedy CNV nebyla prokazana. Ve studii
Sumiyoshi et al. z roku 2019 byla detekovana CNV pomoci dPCR i pfi 1% zastoupeni
DNA VCaP. Zaroven v této studii byla zjisténa CNV genu pro AR u 46 z 83 (55,4 %)
vzork(l pacientll s CRPC odebranych pfi progresi onemocnéni, ale pouze u 1 z19
(5,3 %) vzorkU, které byly odebrany béhem odpovédi na lé¢bu. Celkem tedy ze 102
pacientd s CRPC mélo 46,1 % amplifikaci genu pro AR, coz je pfiblizné dvojnasobné
vétsi zastoupeni nez v nasi analyze. Podobnych vysledkl z tekuté biopsie dosahla
i studie Wyatt et al. z roku 2016, kde byla CNV AR detekovana u 43 % pacientt s CRPC,
kterym byl podavan enzalutamid. Pro detekci CNV vyuzili komparativhi genomovou
hybridizaci. Ve studii Conteduca et al. z roku 2017 detekovali amplifikace genu pro AR
u 10 ze 73 pacientl bez predchozi terapie a u 33 pacientl z 98 lé¢enych docetaxelem.
K detekci kromé ddPCR vyuzili i sekvenovani nové generace. Rozdilného
procentualniho zastoupeni CNV genu pro AR v nasi praci mohlo byt dosazeno malym

poctem zmérenych vzork( (jen 46) nebo velmi malym podilem CNV genu pro AR u nami
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vybranych pacientl. Také vétSina pacientl tohoto souboru byla 1éCena abirateronem
a nikoli enzalutamidem. Spravnost vysledk( méreni z ddPCR byla potvrzena pomoci
ndPCR.

Metoda gPCR nam umoznila ovéfit specificnost pouzitych assayi rychle a levnéji
nez ddPCR nebo ndPCR. Diky ddPCR jsme pak byli schopni detekovat CNV genu
pro AR. Pomoci ndPCR jsme detekovali mutace H875Y a T878A u bunéénych linii
a zéroven i CNV genu pro AR, coz usetfilo velké mnozstvi ¢asu, vzorku i spotfebniho
materialu. Navic po vlozeni desti¢ky do pfistroje QIACuity uz vSe probihalo automaticky.
Naopak u ddPCR bylo nutné destiCku mezi jednotlivymi kroky manuélné presouvat mezi
a poskytuje vice udaju z jediného meéreni. ndPCR je novym pfistrojem na trhu, a proto
je velmi limitovany pocet studii s jejim pouzitim. Zatim byla ndPCR vyuzita ve studii
tykajicich se identifikace mutaci ze vzorku tekuté biopsie karcinomu plic a kolorektalniho
karcinomu (Crucitta et al., 2023), karcinomu $titné zlazy (Romaneli et al., 2021) nebo
gliomu (Zaytseva et al., 2022).
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6 ZAVER

Bakalarska prace byla zaméfrena na zpracovani literatury na téma vyuziti tekuté biopsie
u pacientt s PCa, detekci mutaci AR H875Y a T878A a na analyzu CNV genu pro AR
u bunécnych linii LNCaP, CWR22rv1, LAPC-4, VCaP a u vzorkd ccfDNA izolovanych
z krevni plazmy pacientd s pokrocilym PCa za pouziti PCR metod.

Pro experimentalni &ast byla vyuzita gqPCR, ddPCR, ndPCR a gelova
elektroforéza. Pro detekci mutaci H875Y a T878A byla nejdiive ovéfena specifiénost
pouzitych assayi pomoci qPCR, pficemz assay pro detekci mutace H875Y musela byt
nahrazena assayi pro spoleénou detekci mutace H875Y i WT alelu AR. Nespecifita
assaye pro detekci samotné mutace H875Y byla potvrzena i na zakladé gelové
elektroforézy. qPCR byla vyuzita i pfi stanovovani citlivosti assayi pro detekci mutaci
H875Y a T878A u nenastépené i nastépené DNA bunécnych linii LNCaP a CWR22rv1.
Citlivost assayi pomoci gPCR byla o jeden fad horsi nez pfi pouziti ndPCR. Bylo také
zjisténo idedlni mnozstvi DNA pro ndPCR reakci, které ¢inilo 20 ng. Pfi analyze vzork(
pacientl s pokroc¢ilym PCa nebyla zatim nalezena mutace H875Y ani T878A.

Na z&kladé koncentrace AR a RNAsyP zjisténé pomoci ndPCR byla vypocitana
hodnota CNV genu pro AR. Nejdfive byla zhodnocena u rizného procentudlniho
zastoupeni DNA bunék VCaP na pozadi DNA bunék LNCaP. Nasledné byly vySetfeny
vzorky pacientl z urologické kliniky bez nadorového onemocnéni a také vzorky pacient(l
s pokrocilym PCa. Pomoci ddPCR bylo zméfeno 46 vzorkl pacientl s PCa, z nichz bylo
21,74 % pozitivnich na CNV genu pro AR. Pro ovéreni spravnosti vysledk( bylo osm
z téchto 46 vzorkl ovéreno i s pouzitim ndPCR, pficemz oba systémy pro dPCR poskytly
stejny vysledek a vzorky pozitivni na CNV genu AR na ddPCR byly pozitivni i na ndPCR.
Cile bakalarské prace byly splnény. Prace bude dale rozvijena a ziskané vysledky budou
podrobeny statistické analyze ve vztahu s klinickymi daty pacient(. Tato metodika
by mohla mit v budoucnosti velky klinicky vyznam pro monitorovani pacientl

s nadorovym onemocnénim jako je PCa.
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Prilohy

Pfiloha A: V3echny vysledky CNV DNA plazem pacientl s pokro¢ilym PCa méfené pomoci
ddPCR.

Koncentrace Koncentrace RNAsaP CNV
Vzorek AR [kopite /ul] SD AR [kopie/ul] SD RNAsaP CNV hodnoceni
PL 202 18,75 0,07 44,50 1,84 0,8 negativni
PL207 2,40 0,42 4,10 0,42 1,2 negativni
PL 209 1,60 0,85 2,85 0,92 1,1 negativni
PL210 27,35 4,88 57,55 7,00 1,0 negativni
PL 211 118,50 10,61 8,70 0,14 27,2  pozitivni
PL 212 0,21 0,03 0,42 0,05 1,0 negativni
PL213 44,80 3,39 103,25 20,86 0,9 negativni
PL214 16,15 6,29 32,95 15,06 1,0 negativni
PL217 1,55 0,35 3,70 0,14 0,8 negativni
PL 231 44,05 0,21 31,10 1,70 2,8 pozitivni
PL 235 13,10 2,83 28,70 1,13 0,9 negativni
PL 236 3,85 0,07 8,90 0,99 0,9 negativni
PL 239 0,54 0,16 0,51 0,30 2,1 pozitivni
PL 240 10,00 0,14 18,40 0,14 1,1 negativni
PL 247 21,35 2,76 43,85 1,48 1,0 negativni
PL 248 17,65 0,07 39,05 0,78 0,9 negativni
PL 249 7,20 0,28 8,05 0,64 1,8 pozitivni
PL 254 2,30 0,57 2,50 0,71 1,8 pozitivni
PL 258 83,35 5,16 180,00 4,24 0,9 negativni
PL 259 49,00 3,25 104,00 11,31 0,9 negativni
PL 263 6,85 0,49 12,70 1,41 1,1 negativni
PL270 4,90 0,42 10,15 0,35 1,0 negativni
PL276 22,35 1,91 41,45 7,00 1,1 negativni
PL 283 1,60 0,28 3,35 0,35 1,0 negativni
PL 296 1,40 0,00 3,25 0,49 0,9 negativni
PL 297 8,20 0,71 17,70 1,56 0,9 negativni
PL 308 4,60 0,71 0,78 0,31 11,8 pozitivni
PL319 58,00 2,97 118,50 0,71 1,0 negativni
PL 320 1,02 0,40 2,60 0,42 0,8 negativni
PL321 0,52 0,01 0,97 0,62 1,1 negativni
PL 322 2,85 0,49 4,25 0,92 1,3 negativni
PL 325 1,65 0,49 3,50 0,42 0,9 negativni
PL331 11,80 1,84 25,45 2,33 0,9 negativni
PL 332 0,60 0,08 0,59 0,10 2,0 pozitivni
PL 345 17,80 0,14 35,20 4,24 1,0 negativni
PL 348 34,10 0,99 68,20 3,54 1,0 negativni
PL 352 7,25 0,07 10,80 1,27 1,3 negativni
PL 356 135,50 9,19 167,00 12,73 1,6 pozitivni
PL361 1,95 0,64 3,10 0,57 1,3 negativni
PL 362 19,30 1,13 40,80 2,83 0,9 negativni
PL 366 8,50 0,14 14,80 0,42 1,1 negativni

PL 369 42,70 0,14 89,90 1,56 0,9 negativni




Koncentrace Koncentrace RNAsaP NV
Vzorek AR [kopie/ul] SD AR [kopie/ul] SD RNAsaP CNV ho dnoienl'
PL373 13,65 0,21 5,60 0,42 4,9 pozitivni
PL376 7,15 0,21 13,40 0,42 1,1 negativni
PL 379 83,70 1,84 74,00 8,49 2,3 pozitivni
PL 381 20,40 2,83 44,00 0,85 0,9 negativni




