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1 Uvod

Nédorova onemocnéni spolu s chorobami srdce a cév patii mezi nejrozsifendjsi
onemocnéni jak u nés tak ve svété. V Ceské republice na nadorovd onemocnéni zemfe
pfiblizné¢ 27 000 tisic obyvatel rocng, coz ¢ini 23% zcelkové mortality u nds
(www.szu.cz). Podstatou nddorového onemocnéni je nekontrolovatelné bujeni maligné
transformovanych bunék. Tato maligni transformace miiZe postihnout buiiky kterékoliv
tkdn¢ a aby k ni doSlo, je tfeba nahromadéni nékolika mutaci, které vedou k zabranéni
pusobeni kontrolnich mechanizm@i a tim k ndsledné nekontrolovatelné proliferaci
buniky. Vznik mutaci nastdva zejména ptisobenim karcinogent fyzikalni, chemické nebo
biologické povahy (Leber a Efferth 2009).

Jednim nejéastéji diagnostikovanym novotvarem v Ceské republice je nddor
tlustého stieva a koneé¢niku (dile jen CRC = colorectal carcinom). Ceska republika
zaujima svetové prvenstvi ve vyskytu tohoto onemocnéni u muzii a smutnd je i devata
pozice u Zen (www.uzis.cz). V poslednich letech dochdzi ke stagnaci incidence a
zvySujici se osvétou lidi zaméfenou na prevenci a stile se zlepSujicimi screeningovymi
metodami, diky kterym muZe dojit k brzkému zichytu nadoru a jeho vcasnému
chirurgickému odstranéni. V piipad¢ zjisténi rakoviny v pozd¢jSim stadiu je nejveétSim
problémem CRC jeho velikd invazivita a asté metastazovani do ostatnich organii, které
pravé byva pro pacienty osudnym. Jednim z prognostickych a diagnostickych faktorti
by mohla byt neinvazivni metoda, zaloZzend na sledovani volné nddorové DNA nebo
cirkulujicich nddorovych bun¢k v plazmé pacientii. Cilem této bakalarské priace je
sezndmit se s problematikou detekce a vyznamu voln¢ cirkulujici DNA prostfednictvim
recentni literatury a kratkd prezentace praktickych zkuSenosti z této oblasti

v laboratofich Genomac.



2 CRC na molekularni drovni

2.1 Molekularni podstata CRC

Pfi¢inou vzniku zhoubnych nddort je postupné hromadéni mutaci u genil
dalezitych pro vnitrobunéénou regulaci buniky (Kapras a kol. 1996).

Geny podilejici se na nadorovych zvratech se déli do dvou tifid a to na tumor-
supresorové geny a protoonkogeny, které se vlivem mutace méni na onkogeny. Tumor-
supresorové geny jsou zapojené do regulace bunécného cyklu. Jejich hlavni funkci je
pozastaveni buniky v G1 fazi nebo inhibice jejiho ristu, dale jsou zodpovédné za opravu
poskozené DNA a udrzeni integrity genomu. Vzniklé mutace zpiisobuji ztratu jejich

funkce (Obr. 1).
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Obr. 1
Plisobeni mutaci v tumor-supresorovych genech a protoonkogenech na bunéény cyklus.
(http://missinglink.ucsf.edu/lm/cell cycle/images/oncogenes2.png)

Castd obnova bunék sliznice tlustého stfeva podporuje jejich ndchylnost ke
vzniku zmén v genetické vybavé (Alberts a kol. 1998). Hromadéni mutaci je
doprovdzeno postupnou preménou bunck z neporuSeného epitelu tlustého stieva pies
adenomat6zni polyp ke vzniku adenokarcinomu (CRC) a vzdélenych metastaz. Z tohoto
divodu je CRC casto vyuzivan pfi zkoumdni vyvoje a progrese nadorového
onemocnéni na bazi molekuldrni genetiky a mnoho gent dcastnicich se signdlnich drah

vedoucich ke vzniku CRC je jiZ detailn€ prozkouméno.



2.2 Zakladni typy CRC

CRC muzeme rozdélit na vrozené a sporadické formy. U vrozené formy jsou
nadoru zastoupenych z 20% vsech CRC jsou Familidrni adenomat6zni polypéza (FAP —
Familial Adenomatous Polyposis) a Hereditdrni nepolyp6zni kolorektdlni karcinom
(HNPCC = Hereditary nonpolyposis colorectal cancer). FAP je onemocnéni projevujici
se vyskytem sta ¢i tisici polypt v tlustém stfevé a rektu. VétSinou je toto onemocnéni
zpusobeno zarodecCnymi mutacemi v genu APC (adenomatous polyposis coli) a déle v
genu MYH (mutY homolog (E. coli)) (Hisamuddin a Yang 2004). HNPCC, zndma4 také
pod oznacenim Lynchliv syndrom, je dominantné¢ dédi¢né onemocnéni s vysokym
rizikem vzniku CRC bez ptfedchoziho rozvoje mnohocetnych polypt. Vznikd na zdklade
mutaci v tzv. mismatch-repair genech, které zajiStuji opravy ndhodné vzniklych chyb
pfi replikaci DNA (Marra a Boland 1995).

Sporadické formy vznikaji piredev§im na zdklad¢é piisobeni vné&jSich faktorti a

tvoii kolem 80% piipadl kolorektdlnich nadora (Obr. 2).

Obr. 2
Endoskopické zobrazeni kolorektdlniho karcinomu (UVN Praha)

Proces vyvoje sporadického CRC na molekuldrni trovni je popsan
tzv. Volgelsteinovym modelem. Podle tohoto modelu se v ¢asné vyvojové fazi vyskytuji
mutace v genu APC, ndasledné¢ vznikaji v genu KRAS, dile dochdzi k mutacim a
rozséhlym delecim genu DCC a nakonec, ve fazi pokrocilého karcinomu, je mozné

detekovat mutace a genové delece v genu TP53 (Fearon a Vogelstein 1990) (Obr. 3).
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Obr. 3
Karcinogeneze — Vogelsteiniiv model (Minarik a kol. 2004)

Vysledky nékterych praci jsou v souladu s timto modelem (Miiller a Sonnenberg
1995, Hoff a kol. 1996), jiné ovSem ne (Jass 2002, Mindrik a kol. 2004, Smith a kol.
2006), coz by mohlo byt vysvétleno existenci dalSich drah, jejichz aberace vedou ke
vzniku CRC. Jednd se napfiklad o mutace v genech FAS, FASL podilejicich se na
vzniku a pfenosu apoptotického signdlu do buiiky (Moeller a kol. 1994, Zavoral a kol.
2003). Pro sporadicky CRC jsou typické mutace v genech APC, KRAS, TP53 plus dalsi
BRAF, CTNNBI, PIKC3CA (www.sanger.ac.uk, http://tools.niehs.nih.gov). Mutace

mohou byt pfedstavovany formou jednobodovych zmén, deleci ¢i inserci (Tab. 1).

Tab. 1
Ptehled nejcastéji se vyskytujicich mutaci v CRC (www.sanger.ac.uk, http://tools.niehs.nih.gov)

procentuelni zastoupeni detekovanych

ndzev genu mutact nejcastéji v exonu: nejcastéji v kodénech:
KRAS 30-50 % 1 12,13
5 175
6 248, 245
TP53 60-75%
7 196, 213
8 273,282
APC 60-80% 15 654-1600

2.3 Charakteristika nejznaméjSich geni analyzovanych v souvislosti
s CRC

2.3.1 Gen KRAS
Gen KRAS (kirsten rat sarkoma) je protoonkogen nachdzejici se na 12.

chromozému kratkého raménka, presnéjsi lokalizace je 12p12.1 (Obr. 4). Velky je
pfiblizné 42kbp jeho mRNA 1486 bp a sklada se celkem ze 6 exonil.




Obr. 4
Lokalizace genu Kras na 12 chromozomu (www.genecards.org/pics/loc/GC12M025358.KRAS.png)

Gen KRAS kéduje maly GTP vazebny protein, jez aktivuje signdlni drédhu
v odpovédi na vazebny receptor rustového faktoru. Protein pro svoji malou

11’8.5

molekulovou hmotnost — 21 kDa byva oznaCovan jako p2 Diky mutacim

vyskytujicim se nejcastéji v 1. exonu kodonech 12,13 dochdézi k trvalé aktivaci proteinu

1™ a to mze vést ke stdlému pienosu rastovych signdlti do buiiky a k néslednému

p2
nekontrolovatelnému dé€leni vedoucimu ke vzniku tumoru (Waldmann a Rabes 1996,
Smith a kol. 2006). Pfeménény protein je pfi¢inou vzniku mnoha tumorl (napf. u
plicniho adenokarcinomu, adenokarcinomu slinivky) a u sporadického kolorektalniho

karcinomu se vyskytuje ve 30-50 % (Javle a Hsueh 2009).

2.3.2 Gen APC

APC je gen lokalizovany v oblasti 5q21-22 a sklddd se z 15 exonl. Kéduje
tumor-supresorovy protein APC, jehoz hlavni funkci je negativni regulace bunécného
cyklu a inhibice buné¢éné proliferace. Také plisobi na procesy jakymi jsou bunécna
migrace a adheze, transkripni aktivace a apoptéza (http://www.genecards.org).
ZarodeCny defekt proteinu zpusobuje vznik FAP (viz. Kap. 2.2) a somatickd forma
mutace zpusobuje vznik adenomu, ktery obvykle vygraduje ve zhoubny nddor. U
kolorektdlniho karcinomu se vétSina mutaci vyskytuje vexonu 15 vizv. MCR
(MCR = mutation cluster region) oblasti pokryvajici rozsah kodénti 1286-1513,
nejcastéji vSak v kodénech 1309 a 1450 (Beroud a Soussi 1996). Uvadi se, Ze gen nese

mutaci nebo je deletovany u pfiblizné¢ 50% sporadickych adenomii a u 60-80%

sporadickych CRC (Obr. 5) (Boland 2002).

Obr. 5 s [l wﬂu | muﬂuuﬂﬂu il ﬂﬂ ﬂuu
Zobrazeni MCR oblasti, ve které se vyskytuje nejvice mutaci.
(http://www.sanger.ac.uk/tmp/cancer/cosmic/SJ/d01RgmSO81we8871N6.png)




2.3.3 Gen TP53

Gen TP53 je tumor-supresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku
17. chromozému presnéji 17p13.1. Jedna se o gen kddujici protein pS3, ktery odpovida
za regulaci vybranych genl piisobicich napf. na zdstavu bunécné proliferace, apoptézu,
opravy DNA a na zmény metabolismu bunky. V normélnich buiikdch je protein p53
exprimovan v nizkém stupni, kdeZto v pozmeénénych bunécnych liniich se exprimuje ve
stupni vysokém, kde zptisobuje maligni transformaci. p53 je vazebny protein obsahujici
misto transkripéni aktivace, vazebné misto pro navdzdni DNA k aktivaci exprese
proteinit a oligomeriza¢ni domény. Mutace v genu TP53 se nachédzi urtznych
nadorovych onemocnéni. U CRC se vyskyt mutaci pohybuje kolem 75% a nejcastéji
v exonech 5 (kodén 175), 6 (kodén 196), 7 (kodén 248) a 8 (kodon 273) (Obr. 6)
(Lea a kol. 2009).

exon 5 2 exon 6

uuuuuuuuuuuu

exon 7 exon 8

Obr. 6
Znazornéni vyskytu bodovych mutaci v exonech genu p53.
(http://tools.niehs.nih.gov/CFIDE/GraphData.cfm?graphCache=wc50&graphID=Images/1363586580100058.JPG)
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3 Metody zjiSt’ovani piitomnosti nadorového onemocnéni

3.1 Soucasné vyuZzZivané metody

V soucasné dob¢ se zjiStuje pritomnost karcinomu rekta a tlustého stfeva
nckolika metodami. Nejcastéji pouzivané jsou testy na okultni krvaceni, kolonoskopie a

dalsi z moZnosti je detekce tumoru pomoci tumorovych markert.

3.1.1 Testy okultniho krvaceni do stolice

Okultnim krvacenim se oznaCuje chemicky priikkaz nepatrnych stop krve ve
stolici pfi normélnim makroskopickém vzhledu. Mikroskopické krvaceni ve stolici
muze byt totiz jedinym piiznakem nddoru tlustého stfeva. Testy okultniho krvéaceni do
stolice (TOKS) jsou nizkondkladové testy, které se vyuZzivaji jako tvodni metoda pfii
screeningovém sledovani CRC (Obr. 7). Tento program je v Ceské republice zaveden
od roku 2000 a jedna se o populacni screening bezptiznakovych jedinci nad 50 let ve
dvouletém intervalu. Testy jsou levné, rychlé, pacient si je provadi sim v domécim

prostiedi a jsou zcela hrazeny pojistovnou (Fri¢ a Zavoral 2010).

KLIENT/KLIENTKA | 50-54 let

KLIENT/KLIENTKA | 55 a vice let

primdrni
screeningovd
kolonoskopie
GASTRO-
ENTEROLOG

PRAKTICKY
LEKAR ~

PRAKTICKY
LEKAR

pozitivni
GASTRO-
ENTEROLOG

screeningovd

i
kolonoskopie J \

ndvrat Iééba / dispenzarizace
do screeningu dle doporuéeni GE
za 2 roky
névrat
do screeningu
za 10 let

grtl);.zgrnénf organiza¢niho schématu screeningového programu v Ceské republice (Suchének a kol. 2009)

Existuji dvé metody prikazu okultniho krvdaceni a to chemicky priukaz
hemoglobinu tzv. guajakovy test a imunochemicky prikaz globinové casti
hemoglobinu. U guajakového testu je nutné, aby pacient pfed vysetienim vynechal
vSechny potraviny obsahujici krev, protoze pozitivné reaguje i s hemoglobinem
nehumédnniho ptivodu. Druhy citlivéjsi imunochemicky test je zaloZzen na detekci
hemoglobinu reagujictho s monoklonélni protilaitkou namifenou proti lidskému

hemoglobinu. Pii vyuZiti tohoto testu neni nutnd dietni restrikce. Odbér vzorku a
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nasledné vyhodnoceni je snadnéj$i a vysledek muize dat kvalitativni i kvantitativn{
hodnoty. Nicméné pozitivni vysledek u obou dvou testdi muiZe zpisobovat jakékoliv
krvaceni (napf. z dédsni, duodendlniho viedu, hemoroidi nebo po prediavkovani
antikoagulanty) (Racek a kol. 1999). Nebezpecim pfi vyuZziti TOKS miiZe byt i faleSné
negativni vysledek a to v pfipadé, kdyZ nedochédzi ke krvdceni do stolice. V téchto

ptipadech je moZnost zachytit nddor pomoci endoskopickych sond.

3.1.2 Kolonoskopie

Kolonoskopie je od roku 1970 vyuZivdna jako diagnostickd a 1é¢ebnd metoda
umoziujici 1ékafi prohlédnout tlusté stfevo a rektum, popiipad¢é zaroven bezbolestné
odebrat tkan pro dal$i moznd vysetieni. Jednd se tedy o kompletni vySetieni tlustého
stteva a konec¢niku provadéné pomoci ohebné sondy (endoskopu) (Obr. 8a). Sonda je
Sirokd 11-13mm a dosahuje délky aZ 15m. Snimdni obrazu tlustého stfeva je zajiSténo
svételnym zdrojem na konci endoskopu, ve kterém vedou opticka vldkna umoZziujici
pfenéset obraz z nitra stieva na obrazovku. Obraz miiZe byt také pfendSen miniaturni
kamerou umisténou taktéZ na konci sondy. VySetfeni trvd v priméru 30 minut, coZ se
odviji od délky a tvaru tlustého stfeva. Vyhodou kolonoskopie je jeji kurativni vyuZziti,
kdy se pfi vySetfeni mohou rovnou odstranit nalezené polypy, malé nadory a nebo
odebrat vzorek na dal$i vysetieni (Obr. 8b). Momentdln¢ se jednd o nejsenzitivnéjsi
metodu v detekci nddoru tlustého stieva a konecniku. Nevyhodou je velikd ndro¢nost
provedeni, vysoké ndklady, naroCnd piiprava pacienta a potieba zkuSeného a

kvalifikovaného persondlu.

8a 8b

Colonoscopy

Rectum |

Colonoscope

Obr. 8

8a Zobrazen{ kolonoskopického vySetfeni
(http://www.bowelandkeyholeclinic.com/images/uploaded/Colonoscopy%20Image.jpg)

8b Ndlez polypu a jeho okamZité odstranéni (http://www.fleetattorney.net/media/2009/06/colonoscopy.jpg)
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3.1.3 Tumorové markery

Tieti moZnosti zjiSténi pfitomnosti a monitorovani nddorového onemocnéni
v tlustém stfev€é je stanoveni karcinoebryondlniho antigenu (CEA). Jednd se o
glykoprotein, ktery je produkovdn buinkami stfevni sliznice. Je to jeden z mdla
tumorovych markerti, ktery disponuje urcitou citlivosti, nicmén¢ stile ne stoprocentni.
Zvyseni jeho hladiny byva detekovano jenom z 50% nemetastazujicich a z 80%
metastazujicich nddora tlustého stfeva, mnohdy hladiny odpovidaji i velikosti nadoru.
BohuZel tento tumorovy marker neni ani dostatecné specificky. Jeho zvySené hodnoty
mohou byt spjaty sjinym nddorovym onemocnénim, prekancerézou, zanétlivym
onemocnénim, ale také u kufdki. Hlavni nevyhodou je, Ze vyS$i hodnoty nejsou
detekované u vSech nemocnych, citlivost se zvySuje az s pokroc€ilosti onemocnéni, coZ u
CRC vede k fatdlnim ndsledkim. Antigen mulze byt pouzit jako prostifedek pro
monitorovani uspeéSnosti 1écby nebo sledovéani recidivy jiZz zndmého onemocnéni.
Napiiklad pfi stdle pretrvavajicich zvysenych hladinidch po operaci naddoru Ize usuzovat

na neprokdzanou metastdzu ¢i nekompletni odstranéni nddoru (Racek a kol. 1999).

3.2 Nové moznosti detekce CRC

3.2.1 Cirkulujici nadorové buiiky

Jak se zdd, momentdln¢ neni k dispozici metoda, kterou by se dalo zjistit
nddorové onemocnéni tlustého stieva neinvazivn€ a zdroven s dostatecnou citlivosti a
specificitou. Diky sledovani rakoviny na podkladé zmén DNA se vyzkumy ubiraji
smérem ke stale citlivéjsSim molekuldrné biologickym metodam. Tato snaha se zamé&tuje
na vyvoj metodiky, kterd by spliiovala vSechny vySe zminéné vlastnosti. Jednou
z moznosti se jevi detekce cirkulujicich nddorovych bun¢k. Druhou metodou, na kterou

je zaméfena tato bakalarskd préice, je detekce volné cirkulujici DNA v plazmé.

3.2.2 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nddorové bunky (CTC = circulating tumor cells) jsou bunky
uvolnéné z nadoru, které se $ifi krvi a lymfatickou tkéni do celého organismu (Obr. 9).
Ptitomnost CTC v periferni krvi u pacienti s CRC je zndméd (Molnar a kol. 2003) a

moznost jejiho vyuziti v klinické praxi by mohla byt relativné rozsahla. Diky své kratké
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Zivotnosti v periferni krvi (Lankiewicz a kol. 2008) by predstavovala nezavisly marker

pro sledovéni pfitomnosti a rozsahu onemocnéni a méteni jeji hladiny by se dalo vyuzit

v monitorovani 1écby a zdroveil Gcinnosti aplikované terapie (Tabar a kol. 1999, Patel a

kol. 2002, Guller a kol. 2002, Koch a kol. 2006, Lankiewicz a kol. 2008).

Obr. 9

Uvolnovani nddorovych bunék (zelené) do krevniho fecisté (www.vitatex.com/images/metastasis-diagram-1.jpg)

Soucasné metody pro analyzu CTC vétSinou vyuZzivaji pro izolaci nebo detekci a

oznaceni CTC protilatku proti epitelidlnimu povrchovému antigenu (EpCAM =

epithelial cell adhesion molecule) a to v riznych modifikacich. Zpiisobii detekce takto

navazanych CTC je pak nékolik napt. pomoci prutokové cytometrie, fluorescen¢ni in

situ hybridizace nebo RT-PCR (reversni transkripce ndsledovand polymerdazovou

retézovou reakci) (Tab. 2).

Nicméné tyto metody jsou pomérn€ ndkladné a naro¢né na rutinni vyuZziti, takze

vhodné;ji se jevicim markerem pro detekci CRC se spiSe nabizi analyza voln¢ cirkulujici

nukleové kyseliny (déle jen cfDNA — cell free deoxyribonucleic acid).

Tab. 2
Shrnuti metod vyvinutych pro detekci CTC v krvi pacienttl (Mata a Raponi, 2009)
Technologie Znaceni CTC Detekce: Kkritéria Indikace
EpCAM Bunééng analyzdtor: Schvélené pro karcinom prsu, kolorekta a prostaty
CellSearch™ . . - p S s
ferrofluid cytokeratin, DAPI, CD45" |ptipravované formy pro jiné nadory epitelidlniho
tivodu zahrnujici rakovinu plic a vaje¢nikl
. Cytokeratm a.Ep/CAM |Ariol SL 50: stejné jakou | .. p .
Genetics imunomagnetickd pfipravované pro rakovina prsu
. CellSearch
urifikace
Ikonisys Centrifugace a/nebo  [Ikonoskopie: cytokeratin 7 [pfipravované pro karcinom prostaty, kolorekta a
y filtrace a 8 nebo EpCAM vajecnika
EpCAM S PP . .
- La IRT-PCR technologie: vice [detek¢ni kit dostupny pro karcinom kolorekta a
Adnagen Imunomagnetickd . . o
ak pét markert na test prsu
separace
[Fluorescencni
mikroskopie: cytokeratin®
. a fenotypové ” P . . .
CTC-Chip Egﬁ?l\ﬁrﬁiﬁzeene morofologické viastnosti pg[;rz\;(t)fveagl: pro rakovinu plic, prostaty, slinivky,
P Cyt*, DAPI", CD45° P
hodnoceny v omezeném
octu pacientl
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4 Volné cirkulujici nukleova kyselina

4.1 Pivod volné cirkulujici nukleové kyseliny

Prvni informace o existenci volné cirkulujici nukleové kyseliny v plazmé a séru
byly popsdny jiz diive (Mandel a Me'tais 1947; Koffler a kol. 1973). Pomoci nové
nastupujicich metod jako byla radioimunoanalyza se vysledovala pfitomnost vyssi
koncentrace cfDNA v séru pacientll s karcinomem nez u zdravych osob a detekoval se
jeji pokles po aplikaci chemoterapie (Leon a kol. 1977). Nasledovaly dal$i publikace
potvrzujici pivod cfDNA zkarcinoml a jeji pfitomnost u pacientd s pokrocilym
niadorovym onemocnénim (Shapiro a kol. 1983, Stroun a kol. 1989). Nicméné
v poslednich dvou desetiletich s vyvojem vysoce citlivych molekuldarné biologickych
metod se zdjem o detekci cfDNA znacné rozsifil.

Jak se zd4, detekce cfDNA je v poptedi zajmu védecké spole¢nosti, ale bohuzel
stile neni zcela objasnén mechanismus jejtho uvoliiovdni do krevniho fecisté.
Diel a kol. (2005) uvazuje, Ze DNA fragmenty vyskytujici se v cirkulaci pochazeji
z nekrotickych neoplastickych bun¢k fagocytovanych makrofagy (Obr. 10a), které také
pohlcuji nenadorové (apoptotické) buinky (Obr. 10b), coz je dlivod, pro¢ se urcitd
hladina nenddorové cfDNA vyskytuje i u zdravych jedincti (Brouckaert a kol. 2004).
Nekrotické bunky vznikaji uinvazivnich tumorti, kde dochdzi k nedokrveni tkiné
s naslednou hypoxii (Choi a kol. 2005). Nezhoubné nadory touto vlastnosti nedisponuji
a mnoZzstvi produkované fragmentované DNA je minimdlni (Thomlinson a Gray 1955,
a dochézi k odpovidajicimu vzestupu cirkulujici nddorové DNA. Nekrdza ale ovliviiuje
i okolni nenddorové bunky, coz vede k vyplaveni také nenddorové cfDNA do krevniho
ob¢hu a u pacienti s pokro¢ilym karcinomem pak dochdzi ke zvySeni koncentrace
nadorové i nenddorové cirkulujici DNA v plazmé.

Skute€nost, Ze pacienti s rakovinotvornym onemocnénim maji zvySeny obsah
volné DNA at’ uz jakéhokoliv ptuvodu, lze vyuZzit pro sledoviani cfDNA v detekci
nadorového onemocnéni. I pfesto, Ze uZz se touto problematikou zabyvd mnoho
vyzkumnych pracovist,, jeji praktické zavedeni je stile jeSté v zarodku. Dals{ kapitoly

v této praci budou vénovéany riiznym moznostem izolace a nasledné detekce cfDNA.
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k % 10

Obr. 10a — Znazornéni likvidace nekrotické nddorové buiky makrofigem a uvolnéni jejich
nestejné velkych DNA fragmentl do krevniho feciste.

Ve sliznici tlustého stfeva (1) vyrustd nador (2), ktery ma na svém povrchu vrstvu nekrotickych
bunék (3). Nekrotickd nadorova buiika se uvolni (4) a jeji fragmenty zachyti makrofdg svymi
panozkami (5). Z pohlceného fragmentu vznikd fagozom (6), se kterym splyne lysozom (7) za
vzniku fagolysozomu (8). Poté jsou natrdvené Castice véetné rizné dlouhych fragmenti
nadorové DNA (9) uvolnény do svého okoli (10).

Obr. 10b — Znazornéni likvidace apoptotické builky makrofdgem a uvolnéni jejich stejné
dlouhych DNA fragmenti do krevniho feciSte.

Ve sliznici tlustého stfeva (1) se nachdzi vrstva normélniho epitelu (2), z nizZ se uvoliiuje buika
jdouci do apoptézy. Zté vznikaji apoptotické castice (3), které zachyti makrofdg svymi
panozkami (4). Z pohlcené Castice vznikd fagozom (5), se kterym splyne lysozom (6) za vzniku
fagolysozomu (7). Poté jsou natrdvené Castice apoptotickych bun¢k véetné DNA o stejnych
velikostech (8) uvolnény do svého okoli (9).
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4.2 Ziskavani cfDNA

4.2.1 Zakladni principy

Proto, aby doslo k uspé$né detekci pritomnosti nddorové cfDNA v plazmé ¢i
v séru, je nutné zvolit vhodnou metodiku. To se sklddd z nékolika podstatnych krok.
Prvnim je zpracovani odebrané krve tak, aby nedoSlo k poruseni membran krevnich
bunck, tedy k hemolyze a ndsledné kontaminaci plazmy DNA pochézejici z jadra
krevnich bunék. Dal$im krokem je izolace cfDNA, kdy je nutné zvolit co nejvhodnéjsi
metodu k zisku dostatecného mnozstvi kvalitni DNA pro néasledné molekuldrné-
biologické aplikace. Tyto aplikace jsou diilezité k detekci, kvantifikaci ziskané cfDNA a
posouzeni jejiho charakteru. Zakladni metodou je polymerdzova fetézovd reakce (déle
PCR - polymerase chain reaction) a k detekci amplifikovanych produktii se nabizi napft.
gelova, kapilarni ¢i Cipova elektroforéza nebo dalsi metodiky jako je PCR v redlném

case.

4.2.2 Zpracovani odebrané krve

Krevni vzorek odebrany do protisrazlivého roztoku se musi zpracovat nejpozdé;ji
do 2 hodin po odbéru, aby nedoslo k poSkozeni jadernych krevnich bunék a vyplaveni
jejich DNA do plazmy (Umetani a kol. 2006a). V nékterych studiich byl proveden
odbér do heparinizovanych zkumavek (Su a kol. 2008, Kuang a kol 2009), v jinych do
zkumavek obsahujicich roztok EDTA (Diehl a kol. 2008). Dalsi publikace informuji o
vyuziti séra (Gahan a Swaminathan 2008). Tento materidl neni moc vhodny, protoZe pfi
vzniku krevniho koagula se sérum kontaminuje DNA z leukocytl, coZ potvrdil Umetani
a kol. (2006a). Dale je nutné oddélit plazmu od krevnich buné€k centrifugaci v co
nejkratsi dobé po odbéru. Nastaveni otdcek by nemélo zptisobit lyzu bunck a tim
znehodnotit plazmu. Po primdrni centrifugaci se plazma muze recentrifugovat (Su a kol.
2008) nebo prefiltrovat pies membrany o velikosti pérti 0,45 um (Diehl a kol. 2008).
Takto oSetfend plazma se pak uchovava pii -20°C, az do doby zpracovani. N¢kde jsou

doporucovany nizsi teploty (Beranek a kol. 2006).

4.2.3 1Izolace plazmy a jeji kvantifikace

Zakladem pro uspéSnou detekci cfDNA je zvoleni izola¢ni metody zarucujici

zisk dostateéného mnozstvi kvalitni DNA. Muze se uzit klasickd fenol-chloroformova
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extrakce (Berdnek a kol. 2006) nebo komer¢ni kity na principu membranovych kolonek.
Vyhodou fenol-chloroformové metody je neomezené mnoZzstvi vstupniho materidlu,
takZe zvySenim objemu izolované plazmy lze zvysit vytézek, zatimco v komer¢nich
kitech je mnoZstvi vstupniho materidlu omezen. Jejich pouziti je ale zna¢né jednodussi a

Kuang a kol. (2009) srovnéval 3 izola¢ni kity: Qiamp DNA Micro Kit (Qiagen),
NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel) a Wizard (Promega). V této studii pouzil
metodu dle Umetani a kol. (2006b), kterd vychdzi z toho, Ze vétSina nddorové DNA
v plazmé& pochézejici z nekrotickych bunék se pohybuje v nestejné velkych fragmentech
a to od 185 do 926bp, zatimco DNA z apoptotickych, tedy nenddorovych bunék
se vyskytuje vzdy v pomérné uniformnich velikostech od 185bp do 200bp
(Giacona a kol. 1998). Na zdklad¢ téchto skutecnosti zjiStoval mnoZstvi obou typl
cfDNA pomoci PCR vredlném case a to tak, Ze amplifikoval dva rtizné dlouhé
fragmenty Alu sekvence o velikostech 115bp a 247bp. Alu 115 zachycovala koncentraci
kratkych fragmenti DNA pochdzejicich z apoptotickych tedy nenddorovych bunék a
zéarovenn i DNA fragmentli pochdzejicich z bunék nadorovych, zatimco Alu 247
zachycovala koncentraci pouze nddorové DNA. Naslednym pomérem Alu247/Alull5
vypocital koncentraci DNA pochazejici pouze z nddorovych bunék. Na zdkladé toho
zjistil, Ze zatimco kitem NucleoSpin Plasma ziskal nejvétsi koncentraci celkové cfDNA,
pro zisk fragmenti pochdzejicich z nddorovych bunék je vhodnéjsi vyuzit kit

QiampDNA Micro Kit. Vysledky shrnuje tabulka (Tab. 3).

Tab. 3
Vysledky porovnani izolaéni kitd pro detekci cfDNA (Kuang a kol. 2009).

1 p procento nddorové DNA pomér
Izolaéni kit celkovd koncentrace DNA Alu247/Alul15
Qiamp DNA Micro Kit (Qiagen) 0,064 ng/ul 59,4
NucleoSpin Plasma XS (Macherey Nagel) 0,086 ng/ul 10,9 %
Wizard (Promega) 0,021 ng/ul 50,9 %

V jiné studii vyuzivali k zisku cfDNA kit QIAamp MinElute Virus Vacuum kit
(Qiagen). Vyhodou tohoto kitu byl vétsi vstupni objem izolované plazmy
(Diehl a kol. 2008). V n¢kterych dalSich studiich pouZivali kolonkové kity na izolaci
z krve (Gal a kol. 2004), jejichz nevyhodou je ztrita malych fragmenti cfDNA skrze

pory membrany vedouci ke sniZzené citlivosti detekce (Kirsch a kol. 2008).
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4.3 Moznosti analyzy cfDNA

4.3.1 Zakladni pristupy

Existuji dva zédkladni pfistupy analyzy cfDNA. Kvantitativni analyza a analyza
DNA alteraci. Prvni z nich je zalozeny na pouhé kvantifikaci celkové cfDNA (nddorové
i nenddorové) v plazmé pacientli a zdravych jedincl, Casto i bez pfedchozi izolace
(Boni a kol. 2007). ZvySena hladina u pacientl ukazuje na ptitomnost nddorové cfDNA.
Mnozstvi cfDNA je zjistovano napf. pomoci kvantitativni PCR v redlnem Ccase
amplifikaci Alu sekvenci nebo jinych markerii (B-globin, B-actin (van der Vaart a
Pretorius 2010)). Tato metoda mize mit vysokou senzitivitu, ale pomérné¢ nizkou
specificitu (amplifikovdny jsou nddorové i nenddorové cfDNA). Tu lze zvySit metodou
dle Umetaniho a kol. (2006b), zalozenou na amplifikaci dvou rozdiln¢ velkych
fragmentd, z nichz jeden pfedstavuje nddorovou a nenddorovou cfDNA a druhy pouze
nadorovou cfDNA (viz kap. 4.2.3).

Druhy pfistup zahrnuje nejprve nalezeni nddorového markeru v primdrnim
tumoru a dale detekci stejného markeru v izolované cfDNA. Nejcastéji pouzivanymi
markery jsou aberace typické pro tumorovou DNA - jednobodové mutace ¢i kratké
delece protoonkogeni a tumor-supresorovych genli a rozsdhlé delece a DNA
hypermetylace promotorti tumor-supresorovych gend.

Detekce rozsahlych deleci probihd pomoci analyzy mikrosatelitnich markert
metodou LOH (loss of heterozygosity). Tato metoda méd znacnd omezeni, predevsim
pottebu amplifikace vétstho mnoZstvi mikrosatelitnich markerti a obtiZnou interpretaci
vysledkd (Miiller a kol. 2006).

Analyza hypermetylace je mozna n¢kolika zpiisoby jako je metylacné specificka
PCR (Wong a kol. 1999.), kvantitativni nebo fluorescencni metylacné specifickda PCR
(Wong a kol. 2004, Frattini a kol. 2008), metylacné specifickd restrikéni analyza
(Deligezer a kol. 2003) a dal$i. PiestoZze senzitivita této metodiky muizZe byt pomérné
vysokd, specificita byva nizkd. Jednim diivodem je dynamicnost procesu metylace
DNA, kterd& muze vést krozdilnému metylacnimu stavu mezi dvémi DNA
pochézejicimi ze stejného nddoru napf. primarni tumor vs. metastiza (Wang a Dai

2007) nebo primarni nador vs. cirkulujici cfDNA (Fujiwara a kol. 2005). Druhym
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divodem je moZny vyskyt stejné hypermetylace v primarnim nddoru jako v nékterych
zdravych buiikdch nebo v buiikach jiného nadoru (Fleischhacker a Schmidt 2007).
Vysettovani DNA variaci typu jednobodovych mutaci nebo kratkych deleci,
spoc¢iva obvykle v tivodni PCR nésledované detekci amplifikovanych produktti. To je
moZzno nékolika zplsoby a to od sekvenace s omezenou citlivosti, pfes metody zaloZené
na konformacnich zménach jako je SSCP (single strand conformation polymorfism)
nebo TGGE (temperature gradient gel electrophoresis), konce vysokosenzitivnimi
metodami jako je ME-PCR (mutant—enriched PCR), DCE (denaturant capillary
electrophoresis) nebo BEAMing (zkratka pochazejici ze zdkladnich komponenti: beads
emulsion amplification and magnetic) — viz (kap.4.3.1.1). VSechny tyto metody se
kromé& vysoké citlivosti vyznacuji pfi vhodné zvoleném markeru také vysokou
specificitou. OvSem hlavnim omezenim vSech vysSe uvedenych postupt zalozenych na
detekci DNA variaci je potieba nalezeni nddorového markeru v primarnim tumoru.
Zéakladem uspéSnosti je tedy Siroké portfolio sledovanych mutaci s co nejvySSim

vyskytem v daném typu tumoru.

4.3.1.1 BEAMing

Zajimavou metodu pro detekci mutaci v plazmé vyvinul Diehl a kol. (2005).
PCR produkty vzniklé amplifikaci tseku DNA obsahujicitho danou mutaci smichal
s magnetickymi kulickami a smés rozptylil do bilionii mikrocdstic v emulzi voda-ole;.
Pak provedl druhou PCR reakci pomoci primeri navdzanych na magnetickych
kulickach, nésledné hybridizaci vzniklych PCR produkti s dvéma typy specifickych
fluorescenéné znacenych sond (mutovand a nemutovana sekvence, z nichZ kazda byla
znacend jinou fluorescencni barvickou) a nakonec kuli¢ky analyzoval pomoci pritokové
cytometrie. Vysledkem byl graf, ktery zndzornoval koncentraci mutovanych a

nemutovanych fragmenta (Obr. 11.).

v
BEAMing

concentration
for example, 11,500 DNA

Mutation Percentage mutant DNA
for example, APC 1338 C—T ragments per sample for example, 0.27%

v

Mutant DNA concentration
for example, 31 mutant DNA
fragments per sample

Obr. 11 Schématicky piehled postupu detekce cfDNA metodou BEAMing (Diehl a kol. 2008)
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Metodu pak aplikoval na sledovani cfDNA u pacientii s CRC pted operaci a po operaci
a vysledky korelovaly s tispéSnosti chirurgické 1€¢by nebo piipadnou progresi
onemocneéni.

Tato metoda vykazuje zatim nevyssi senzitivitu ze vSech publikovanych praci
zabyvajicich se detekci nddorové cfDNA. Prokazatelnd frakce mutované cfDNA byla
zachycena u vSech pacientl s pokro¢ilym CRC, u vétSiny pacientll s nemetastazujicim
CRC a dokonce i u jednoho pacienta s nezhoubnym onemocnénim (adenom). BohuZel
ndklady na pfistrojové vybaveni a narocnost praktického provedeni jsou tak vysoké, Ze

zavedeni do rutinni praxe je zatim nemoZné.

4.3.1.2 ME-PCR

Dalsi specidlni metodou pro vysoce citlivou analyzu nddorovych frakci cfDNA
je ME-PCR (mutant enriched-PCR), postup zaloZeny na specifickém Stépeni
nemutované DNA restrickni endonukledzou. Tato metoda ma rizné modifikace, ale
obecné¢ jde o PCR amplifikaci, kterd je po nckolika mdlo cyklech nasledovana
restrikénim St€penim cilenym na nemutovanou DNA, ¢imZ dojde k obohaceni smési o
mutovanou DNA. Dal$im krokem byva reamplifikace piipadné opét Stépeni a nakonec
detekce produktti napiiklad pomoci gelové elektroforézy (Asano a kol. 2006). Su a kol.
(2004a, 2004b, 2008) testoval ptitomnost nddorové cfDNA v plazmé, séru a moci u
nemocnych s CRC pomoci genu KRAS. Ke svému pokusu vyuZil restrikéni enzym
BstNI stépici misto nemutované sekvence, ktery piidal do PCR smési po prvnim cyklu.
Produkt poté reamplifikoval, znovu Stépil a nakonec detekoval na polyakrylamidovém
gelu. Zamérem studie bylo porovnani idedlntho mnozstvi vstupniho objemu plazmy,
séra nebo moci pro izolaci cfDNA. Lepsi vysledky byly vyhodnoceny z vétStho objemu
izolovaného materidlu. Nicméné pozitivni ndlezy v plazmé pacienti nikterak
neodpovidaly stadiu onemocnéni pacienti a zavér byl zaméfen pouze na porovnani
vytéZznosti DNA. Z praktické stranky by byla metodika velice nendro¢na a potiebné

pfistrojové vybaveni odpovidalo primérné molekuldrné-biologické laboratofi.

4.3.1.3 DCE

Posledni z vySe uvedenych metod patficich mezi vysoce citlivé techniky detekce
DNA variaci je denaturaéni analyza heteroduplexii za konstantni teploty pomoci
kapilarni elektroforézy. Princip této metody spocivd v separaci heteroduplext neboli

parit nekomplementarnich bazi mezi dvémi fetézci DNA liSicimi se v jednom
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nukleotidu (mutace). Heteroduplexy vzniknou denaturaci dvojfetézcovych molekul
DNA na jednofetézcové a jejich pomalou reasociaci, ptfi které vznika jak plavodni
dvojietézcovd DNA (obsahuje homoduplexy) tak i jejich kombinace (obsahuji
heteroduplexy) (Obr.12a). K separaci takto vzniklych DNA molekul pak dochdzi v
disledku rozdila v jejich denaturacnich teplotach. Pti kapildrni elektroforéze za teploty
specifické pro analyzovanou mutaci se dvoufetézcové fragmenty rozeviraji nejprve v
misté heteroduplexu a nasledné¢ v celém zbytku fragmentu a tato postupnd denaturace
zpusobi jejich zbrzdovani a ndslednou separaci v pribchu elektroforézy. U vzorku
obsahujictho mutovanou DNA jsou pak vysledkem ¢tyii piky (Obr. 12b) (Minérik a kol.
2004).

L wild-type*  mutant Het1 Het2 Hom1 Hom2 Hom1 Hom2 Het1 Het2
GC clamp
teplotni
denaturace i
e
pomalé GC AT GT A C
AT GHC ochlazeni A¥(C c\;';(r AHT GHC H H \E{ H
12a 12b

Obr. 12
12a) Tvorba heteroduplexti pro DCE analyzu
12b) Separace heteroduplextt pomoci DCE analyzy (Benesova 2007)

Tato metoda v souvislosti s analyzou cfDNA zatim nebyla publikovdna, nicméné
dosavadni vysledky z nasi laboratofe ukazuji, Zze zachyt cirkulujici nddorové DNA je
pomérné vysoky, a to zejména u pokroc¢ilych CRC (viz kap. 5.3). Navic jednoduchy
postup je sloZen pouze ze dvou krok — PCR amplifikace a kapildrni elektroforézy bez

nutnosti specidlniho pfistrojového vybaveni.
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5 Vlastni zkusenosti s detekci cfDNA

5.1 Popis projektu

Od roku 2008 se zabyvame projektem zaméfenym na vyuziti molekuldrné-
biologickych metod pro vCasny zichyt progrese onemocnéni CRC pomoci vySetfeni
cfDNA. Jednim z cili projektu je vyvinout dostatecné citlivou metodu pro detekci
cfDNA v plazm¢ pacienti s primarnim karcinomem tlustého stieva a rekta. Soucdsti
studie je optimalizace sloZitého logistického procesu obnasejictho sbér bioptického
materidlu a plazmy.

Provddime sbér vzorkli od pacientii indikovanych k operaci a podstupujicich
kolonoskopické vySetieni. U operabilnich pacientli probihda shromazd’ovani vzorka krve
v nésledujicich ¢asovych intervalech: 1 den pied operaci, béhem operace, 1. a 7. den po
operaci a ddle kazdé 3-6 mésicii co mozna nejdéle. Vzorky bioptické tkdn¢ jsou béhem
operace odebrdny z primarntho tumoru, pfilehlych wuwzlin a metastaiz. U
kolonoskopickych vySetieni se odbéry provadi v den kolonoskopie a nasledné kazdy 3.-
6. mésic, bioptickd tkan je odebrand z tkan¢ z klinicky vypadajiciho tumoru pomoci
kolonoskopu. Pokazdé se odebird 40ml nesrazené krve, kterd se nejpozdéji do dvou
hodin centrifuguje, zamrazi na —20°C. Tento postup je provddén na oddélenich kde

probihaji odbéry, ¢imZ vzdy dochézi k rychlému zpracovani odebraného materialu.

5.2 Optimalizace metodiky detekce cfDNA

Pro izolaci DNA z tkanovych vzorkii vyuzZivdme komer¢ni kit na principu
membranovych kolonek pro izolaci DNA z tkan¢. Pro zisk DNA z plazmy jsme zvolili
kit ureny ptimo pro izolaci DNA z plazmy zaloZeny také na principu membranovych
kolonek, ale s vyrazné menSi plochou membrany pro mozZnost aplikace minimalniho
objemu elu¢niho pufru a tim maximdlni zkoncentrovdni izolované cfDNA. Po
optimaliza¢nich postupech a porovnanim nékolika souprav jsme zvolili kit NucleoSpin
Plasma XS (Macherey Nagel). Mutace v primarnim nddoru urcujeme pomoci Kkitil
GenoScan vyvinutych v na$i laboratofi, které jsou zalozeny na PCR s tvorbou

heteroduplexii a ndsledné detekci pomoci DCE (viz kapitola 4.2.3).
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5.3 Vysledky

Doposud jsme do studie zahrnuli 103 pacient od nichZ jsme ziskali celkem 155
bioptickych vzorkli a 341 vzorki krevni plazmy. Pro detekci mutaci jsme zvolili sadu
sedmi markerti v genech KRAS, APC a TP53, kdy zachyt mutace v primarnim tumoru
byl 53,4%. Toto portfolio jsme ndsledné rozsitili o dalsi tfi markery v genech BRAF a
PIK3CA, ¢imZ doslo k navyseni zdchytu mutaci na 63,1% (Tab.4 ). Nyni pracujeme na
optimalizaci dalSich deseti markeri v genech APC, CTNNB1 a PTEN a ocekdvame, Ze
dojde k navySeni zachytu na 80%.

Tab. 4
Tabulka znadzorfiujici procentudlni vzriist zachytu mutaci pfi obohaceni porfolia mutaci.
kodony procento procento
- p celkem
ndzev genu exon | nebo zachycenych .
e zachycenych
mutace pacienti o
pacienti
KRAS 1 12,13
APC 15 1265-1293
15 1434-1460
5 126-186 53,40%
6 187-224
TP53
7 225-261 62,10%
8 262-307
BRAF 16 V600E
9 E542E 8700
PIK3CA T1025A » 170
20 T10311
T1047R

Pacienti, od nichz jsme doposud nasbirali vzorky, jsou rozdé€leni do 3 skupin.
Skupinu A tvofi pacienti s nepokro¢ilym CRC (stadium I, II) o celkovém poctu 28, do
skupiny B spadd 24 pacientli s pokro¢ilym karcinomem (stadium III) a 34 pacient
s metastatickym karcinomem (stadium IV) tvofi skupinu B. Dale mdme 2 pacienty
s adenomem (benigni polyp). U 15-ti pacientli prozatim nemdme informace o stidiu
onemocneéni.

Nejprve analyzujeme mutace v tkanovém vzorku (biopticky vzorek, tumor,
uzlina, metastaza). V piipad¢, Ze dojde k zachytu mutace, analyzujeme vSechny vzorky
plazmy nemocného, coZ bylo doposud u 64 pacienti (62,1%), z nichZ jsme plazmu
vySetiili u 54 (85,9%). Z téchto vysetfenych pacientll jsme nddorovou cfDNA prokdzali
u 22 (41%), 2 ze 17 zatazenych do skupiny A (11,8%), 3 z 11 pacienta ze skupiny B
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(27,3%) a 14 ze 16 pacienti patiicich do skupiny C (87,5%). U nezatazenych byl
pozitivni nélez u 3 z 9 nemocnych (33,3%). DosaZené vysledky shrnuje (Tab. 5).

Se zvysujicim se stupném pokrocilosti CRC tedy pozorujeme i Castéjsi se vyskyt
detekovatelné hladiny nddorové cfDNA a tak se zde nabizi moznost vyuziti analyzy

cfDNA pro zjiSténi stavu onemocnéni.

Tab. 5
Shrnuti dosaZenych vysledkt
pocet pacientli
rozdéler.n’ do stadium pocet pacientti brir;l:)tt;ilglié\r]n analyza cfDNA detekee nddorové
skupin vzorku frakce
adenom 0 2 2 2 0
A LI 28 21 17 2
B I 24 13 11 3
C v 34 18 16 14
? ? 15 10 9 3
celkem 103 64 55 22

Pokud jde o pfitomnost nddorové cfDNA v krvi pacientti pfed a po operaci, byly
vysledky ndsledujici. U 13 z 22 pacientii indikovanych k operaci a vySetfenych na
cfDNA jsme detekovali mutantni (nddorovou) DNA v odbéru pfed operaci, z toho jsme
u 9 pacientli, podstupujicich kurativni vykon, mutaci po operaci jiZ nedetekovali. U
zbylych 4 pacientil, ktefi podstoupili pouze paliativni vykon jsme mutaci prokdzali i
pooperacné.

Zajimavym piipadem byl pacient s metastatickym CRC, u kterého jsme
detekovali mutaci v primarnim nddoru a nasledn¢ v plazmé pted i béhem operace a 1. a
7. den po operaci, coZz korespondovalo stim, Ze operace nebyla kurabilni. Podle
operacnich zdznamil bylo totiZ zjiSt€éno, Ze ndlez je tak rozsdhlého charakteru, Ze je
inoperabilni, proto byla provedena pouze derivacni sigmoideostomie. Pacient pak byl
indikovan k chemoterapii monoklondlni protilditkou proti ristovému faktoru, ktery
produkuji nddorové bunky (bevacizumabem). V odbéru po 5-ti mésicich 1écby jiz
v plazmé pacienta nebyla detekovana nddorové frakce cfDNA, pacient byl v remisi dle
naSich hodnot i z pohledu klinika i laboratornich hodnot tumorovych markert. Po
dalSich 6-ti mésicich byla u pacienta opétovné detekovdna nadorova frakce cfDNA.
Podle klinickych dat byl pacient v mirné progresi onemocnéni, ale tumorové markery

progresi neukazovaly (Obr. 13). NaSe dosavadni vysledky tedy naznacuji, Ze nddorovéa

25



cfDNA by mohla byt vhodnym markerem pro monitorovéini stavu onemocnéni a ¢asnou

detekci relapsu.
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13b) Zobrazeni hladin cfDNA u pacienta
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6 Zavér

Z uvedeného je ziejmé, Ze Casny zachyt nddorovych onemocnéni je jedind
moznost davajici pacientim nad¢ji na dc¢innou 1écbu. U kolorektdlniho karcinomu je
doposud nejcitlivejsi detekéni metodou kolonoskopie, kterd je ale, vedle pfistrojové a
persondlni ndroc¢nosti, pro pacienty Casto odrazujici a mnohdy to mtze byt hlavni
pficinou nezachyceni nddoru vcas s fatdlnimi nésledky. Cilem této prace proto bylo
pfedstavit moZnost minimélné-invazivniho vySetfeni ptitomnosti kolorektdlniho
karcinomu z periferni krve. Dle nasbiranych poznatkl se zatim zda, Ze vySetieni volné
cirkulujici DNA je rozhodn€ vhodné pro zachyt progrese ¢i relapsu onemocnéni u
pacientli podstupujicich chirurgickou ¢i onkologickou 1é¢bu. Je patrné, Ze tato metoda
vykazuje pomérné vysokou specificitu a i hladina citlivosti pro zachyt u jiz sledovanych
pacientll se zda byt dostatecnd. Vyhodou vyvijenych metodickych postupt je jejich
piima aplikovatelnost krom¢ CRC i na jiné solidni nddory. Doufejme, Ze na soucasné
stadium vyvoje a hleddni nendkladnych a Casov€ nendrocnych metodik bude jiZ brzy
navazovat piimé vyuziti v klinické praxi tak, aby se tyto metodiky staly soucdsti

screeningovych programi.
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7 Seznam pouzitych zkratek

APC — Adenomatous polyposis coli

BRAF — V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CEA — Carcinoembryondlni antigen

cfDNA — Volnd bunécna deoxyribonukleova kyselina (cell free
deoxyribonucleic acid)

CRC — Kolorektélni karcinom

CTC — Cirkulujici tumorové buiiky (circulating tumor cells)

CTNNB1 — Catenin (cadherin-associated protein), beta 1

DCC — Deleted in colorectal carcinoma

DCE — Denaturacni kapilarni elektroforéza (denaturant capillary
electrophoresis)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGFR — Epidermal grow factor receptor

EpCAM — Epithelial cell adhesion molecule (epitelidlni adhesni molekuly bunky)

FAP — Familidrni adenomat6zni polypdza (Familial adenomatous polyposis)

FAS — TNF receptor superfamily, member 6

FASL — Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

FISH — Fluorescenc¢ni in situ hybridizace

GTP — Guanosin trifosfat

HNPCC — Hereditarni nepolypdzni kolorektdlni karcinom (Hereditary
nonpolyposis colorectal cancer)

KRAS — Kirsten rat sarcoma

LOH — Ztrata heterozygosity (loss of heterozygosity).

MCR — Mutacni klastr (mutation cluster region)

ME-PCR — Polymerazova fetézova reakce s obohacenim o mutantni formy
(mutant—enriched PCR)

MYH — MutY homolog (E. coli)

PCR — Polymerazov4 tetézova reakce (polymerase chain reaction)

PIKC3CA  — Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide
PTEN — Phosphatase and tensin homolog

RT-PCR — Reversni transkripce — polymerazova fetézova reakce (reverse
transcription polymerase chain reaction)
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SSCP

TGGE

TOKS
TP53

— Jednotetézcovy konformacni polymorfismus (single strand
conformation polymorfism)

— Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu (temperature gradient gel
electrophoresis)

— Testy okultniho krvaceni do stolice

— Tumor protein p53
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