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Abstrakt

Cirkulujici nddorovd DNA (ctDNA) v periferni krvi pacientll s metastatickym kolorektalnim
karcinomem se jevi jako velmi slibny molekularné-geneticky marker, ktery poskytuje
nekolik moznych vyuziti. Hladiny ctDNA kolisaji v zavislosti na pfitomnosti a objemu
nadorové masy (tumor burden) v téle pacienta, cehoz se da vyuzit pfedevSim pro v€asny
zachyt mozné progrese, ¢i rekurence onemocnéni a pfi zhodnoceni radikality operace, a to
vSe v ramci dlouhodobého sledovani pacienta po operaci (tzv. follow-up). Diky minimélni
invazivité vysetieni pritomnosti ctDNA z periferni krve (tzv. tekuté biopsie) je umoznéno
jeho opakované provadéni v relativné kratkych casovych intervalech. Z divodu velmi
nizkého zastoupeni ctDNA v celkové volné DNA (cfDNA) v fadech jednotek az setin
procent je stézejnim faktorem optimalni metodika od izolace po dostatecné citlivou
technologii detekce. V této diplomové praci se zabyvam optimalizaci izola¢niho procesu
a analyzou ctDNA znédorové tkané a plazmy vybranych pacientii s metastatickym
kolorektalnim karcinomem v souvislosti s radikalitou operace a korelaci s klinickym stavem

pacienta.

Klicova slova: cirkulujici nadorovd DNA, ctDNA, mutace, metastaticky kolorektalni

karcinom, mCRC, follow-up, radikalita operace, izolace



Abstract

Circulating tumor DNA (ctDNA) in peripheral blood of patients with metastatic colorectal
cancer appears to be a promising molecular marker that provides various applications.
ctDNA levels vary depending on the presence, alternatively on the volume of tumor mass
within patient's body, which can be used primarily for early detection of disease progression
or recurrence and moreover for evaluating radicality of surgical treatment, all within long-
term postoperative follow-up of the patient. Due to minimal invasivity of ctDNA analysis
from peripheral blood (so-called liquid biopsy), it is possible to perform it repeatedly at
relatively short time intervals. On account of very low fraction of ctDNA in total cell-free
DNA (cfDNA) ranging between units and hundreds of percent, the key factor is optimal
methodology covering all steps from the isolation process to a sufficiently sensitive detection
technology. In this thesis I focus on an optimization of isolation process and analysis of
ctDNA obtained from tumor tissue and plasma of selected patients with metastatic colorectal
cancer in connection with surgical radicality and correlation with a clinical status of the

patients.

Key words: circulating tumor DNA, ctDNA, mutations, metastatic colorectal cancer,
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1 Uvod
1.1 Etiologie CRC

Nédorova onemocnéni jsou celosvétové druhou nejcastéjsi pfi€inou Umrti, piicemz
kolorektalni karcinom (CRC), tedy maligni nador tlustého stfeva a kone¢niku, se fadi na treti
misto nejcastéjSich lidskych malignit a zaroven je to nejcastéjsi typ rakoviny v ramci
gastrointestinalniho traktu. U muzii je CRC tfetim nejcastéji diagnostikovanym typem
rakoviny (po rakoving plic a prostaty), zatimco u zen se fadi na druhé misto (po rakoviné
prsu). V roce 2018 bylo na celém svéteé diagnostikovano 1,8 milionu novych piipadii
a zemfelo okolo 861 000 pacientii (Bray et al., 2018). Incidence (nové diagnostikované
ptipady onemocnéni za rok) i mortalita (dmrtnost) se v riznych ¢astech planety vyrazné lisi,
zejména v zavislosti na vyspélosti statu. Obecné se da fici, Ze incidence 1 mortalita
kolorektalniho karcinomu stale stoup4, ackoli v rozvinutych statech pozorujeme mirny trend
klesani mortality. To je pravdépodobné vysledek predevSim screeningovych programii
a s tim souvisejictho v€asného odhaleni CRC a dale také pokrokem v diagnostickych
a létebnych postupech (Arnold et al, 2016). Ceska republika bohuzel zaujima
v celosvétovém srovnani incidence CRC piedni mista. Ro¢né je diagnostikovano okolo

8 000 pacientt, pricemz ptiblizn¢ polovina z nich na toto onemocnéni zemie (URLI).

1.2 Metastaticky CRC a jeho prognoza

1.2.1 Nejcastéji mutované geny

Za rozvoj kolorektalniho karcinomu jsou zodpovédné jak faktory environmentalni, tak
faktory genetické, pficemz klicové jsou mutace v tumor supresorovych genech
a protoonkogenech, které ve vysledku zplisobuji transformaci epitelidlnich kmenovych
bunék stfeva v buniky nddorové vymykajici se regulaci. Tyto bunky pak maji mj. schopnost
neomezené proliferace, Sifeni do vzdalenych tkéni a metastazovani (Testa et al., 2018).
Nejcastéji mutované tumor supresorové geny, které se zaroven vyuzivaji jako diagnostické

markery, jsou APC a TP53.
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Gen APC (Adenomatous Polyposis coli) se nachazi na dlouhém raménku 5. chromozomu
v oblasti 5q21-22. Sklada se z 15 exontl a jeho velikost je piiblizn€¢ 108 kbp (Groden et al.,
1991). Tento gen je nejcastéji mutovanym genem v ramci bun¢k tlustého streva, pficemz
pfitomnost mutace byla detekovdna u 51 % vzorkl naddorové tkané dle databdze Cosmic
(URL2). Nejcastéjsim typem somatickych mutaci jsou tzv. nonsense substituce (60 %)
nachazejici se zejména v oblasti mutacnich klastrti, coz je kratka oblast v exonu 15 zahrnujici
kodony 1286-1513 (Mori et al., 1992; URL3). Produktem genu APC je protein APC, ktery
ovlivituje fadu bunéénych funket, jako je naptiklad bunécnd migrace a diferenciace, aktivace
apoptozy a bunécné déleni (McCartney and Nithke, 2008). Ve zdravé tkani je tento protein
soucasti multi-proteinového komplexu, ktery reguluje Wnt signalni drahu tim, Ze znaci
- katenin k degradaci v proteasomech (Polakis, 2012). V ptipadég, Ze buitky maji mutovany
gen APC, dochdzi k hromadéni B-kateninu v jadie, kde funguje v komplexu s dalSimi
molekulami jako transkripcni aktivator gent ucastnicich se fizeni bunééného cyklu,
coz nasledné vede k zvysSené proliferaci bun¢k a transformaci zdravé tkané v adenom
(Stamos and Weis, 2013). Pfitomnost specifickych zarode¢nych mutaci v genu APC
v tlustém stfevé (véetné konecniku) zplsobuje dédiéné genetické onemocnéni zvané
familiarni adenomato6zni polypoza (FAP), které se postupem casu rozvine v kolorektalni

karcinom (Dow et al., 2015).

Gen TP53 (Tumor Protein 53) je lokalizovany na kratkém raménku 17. chromozomu
v oblasti 17p13.1, je dlouhy piiblizné 20 kbp a obsahuje 12 exonti (URL4). Radi se na druhé
misto nejCastéji mutovanych genti v ramci bunck tlustého stfeva po genu APC, kdy
mutovany byl u 46 % vzorki nddorové tkdné dle databaze Cosmic (URL2). NejcastejSim
typem somatickych mutaci jsou tzv. missense substituce (55 %), které se nejvice vyskytuji
v péti kodonech, a to 175 (exon 5), 245 (exon 7), 248 (exon 7), 249 (exon 7) a 273 (exon 8),
(Hainaut et al., 1997; URLS5). Somatické mutace v tomto genu nejsou typické jen pro
kolorektalni karcinom, ale jsou velmi ¢asté u vétSiny nadorovych onemocnéni (Hollstein
et al., 1991). Produktem genu 7P53 je vazebny protein p53, ktery mé zejména uplatnéni
v fizeni bunécného cyklu, v odpoveédi na bunécny stres a poSkozeni DNA. Tento protein ve
zdravych bunikach reguluje na transkripéni Grovni geny zapojené v apoptoze, reparacnich
systémech bunky, zastavé bunécného cyklu a senescenci bun€k, ¢imz zachovéava stabilitu
genomu (Riley et al., 2008). Paklize jedinec zdédi zdrodecnou mutaci v genu 7P53, ma
velkou predispozici k rozvoji Li-Fraumeni syndromu projevujiciho se mj. karcinomem prsu,

sarkomy a jinymi neoplaziemi (Li et al., 1988).
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Dal8imi vySetfovanymi geny u kolorektalniho karcinomu jsou KRAS, BRAF a PIK3CA. Patii
k tzv. protoonkogentim, které se nasledkem bodovych mutaci ¢i genovych amplifikaci méni
v nadorovych buiikach na tzv. onkogeny postradajici schopnost vnéjsi regulace a jejich
pusobenim dochazi k nekontrolovanému déleni. Na rozdil od tumor supresorovych gent,
kde je potieba pro jejich inaktivaci poskozeni obou alel, u protoonkogenii staci ptitomnost

mutace na jedné alele, aby doslo k proméné na onkogeny (Osborne, 2004).

Gen KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) se nachéazi na kratkém raménku
12. chromozomu v oblasti 12p12.1, obsahuje 6 exont a je dlouhy pfiblizné¢ 45 kbp (URLO6).
Je tfetim nejcastéji mutovanym genem u pacientti s CRC. Mutace byla detekovéana u 34 %
vzorkli nadorové tkan¢ dle databaze Cosmic (URL2). KRAS onkogen patii do rodiny
savCich Ras genil spolu s geny NRAS a HRAS a jeho produktem je p2l-ras protein
nachdzejici se v cytoplazmatické membrané. Tento GTP-vazebny protein reguluje drahu
signalni transdukce spusténim proteinkinazové kaskady, kterd vede k aktivaci jadernych
transkripnich faktorti a stimulaci bunééného déleni nebo inhibici apoptozy. Vyskytuje se
ve dvou stavech, a to v inaktivnim stavu ve vazb¢ s GDP a v aktivnim stavu ve vazbé s GTP
(Bourne et al., 1991; Mu, 2004). Typické mutace zptisobujici zménu Ras protoonkogenu na
onkogen jsou tzv. missense substituce (99,7 %) detekované predevsim v koddénech
rezistentnim k GTP hydrolyze GAPs proteiny (GTPase Activating Proteins), tim padem
dochazi k jeho permanentni aktivaci, cozZ ma za nasledek nekontrolovanou stimulaci bunééné

proliferace a inhibici apoptozy (Schubbert et al., 2007; URL7).

Gen BRAF se nachdzi na dlouhém raménku 7. chromozomu v oblasti 7q34, obsahuje
23 exont a je dlouhy cca 211 kbp (URLS). Dle databdze Cosmic byla pfitomna mutace
u 10 % vzorkl nddorové tkané pacienti s CRC (URL2). Produktem je protein patfici do
RAF rodiny serin/threonin kindz a jeho Uloha je v regulaci MAPK/ERK signalni drahy
ovlivitujici mj. proliferaci a diferenciaci bunék. Nejcastéji detekovanou mutaci u pacientl
s CRC je V60OE v exonu 15, kterd zptsobuje konstitutivni kindzovou aktivitu proteinu,

a tim nekontrolovanou proliferaci bunék vedouci k rozvoji nadoru (Davies et al., 2002).

Gen PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) je
lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 3 v oblasti 3q26.32, obsahuje 23 exont
a jeho priblizna délka je 92 kbp (URL9). Tento gen byl dle databaze Cosmic mutovanu 15 %

vzorkl nddorové tkané od pacientli s CRC (URL2). Jeho produktem je p110a protein tvofici
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katalytickou podjednotku enzymu fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K). Ta patii mezi lipidové
kinazy podporujici rizné bunécné procesy vcetné proliferace a preziti bunék. V piipade, ze
je gen mutovan, a to nejcastéji v kodonech 542, 545 (exon 9) a 1042 (exon 20), dochazi
k permanentni aktivaci kinazové funkce a k transformaci na onkogen (Samuels, 2004;

Samuels et al., 2005).

1.2.2 Charakteristika a prognéza mCRC

Ptiblizné 50 % pacient s kolorektalnim karcinomem ma jiz v dobé diagnozy ptitomné
synchronni metastazy, tzn. vyskytujici se soucasn¢ s primarnim tumorem, piipadn¢ u nich
dochazi k rozvoji metachronnich metastaz v ramci nékolika let po odoperovani priméarniho
tumoru (BeneSova et al., 2019). NejcastéjSim mistem vzniku metastaz jsou jatra (70 %)
a plice. Metastaze v plicich jsou castéj$i u pacientli s karcinomem rekta (30 %) nez
u pacientll s karcinomem tlustého stieva (17 %), coz je dano anatomicky prinikem
nadorovych bunck skrze dolni rektalni zilu do duté zily, a nasledné krevnim tokem az do
plicni tepny. Mezi dal§i mista metastdz u pacientli s diagnostikovanym karcinomem rekta
patii kosti (5 %) a nervovy systém (1 %). U karcinomu tlustého stfeva je rovnéz Castym
mistem vyskytu pobfisnice (23 %). Kromé hematogenniho rozsevu nadorovych bun¢k do
ostatnich organti existuje jesté tzv. lymfogenni rozsev skrze lymfaticky systém vyust'ujici
v rozvoj metastdz ve vzdalenych miznich uzlinach (Hong et al., 2012; Holch et al., 2017).
Prognodza pacientii je pak ovlivnéna jak synchronicitou, pficemz vyskyt synchronnich
metastaz se povazuje za horSi prognosticky marker, tak lokalizaci a poctem piitomnych
metastdz, resp. moznosti jejich chirurgického odstranéni (resektabilitou), (Ghiringhelli et al.,
2014; Vatandoust, 2015). Kompletni chirurgické odstranéni, tedy odstranéni veskeré
nadoroveé tkang, idedlné v kombinaci s perioperacni chemoterapii, je jedinym moZnym
zplsobem vyléceni pacienta a na uspésnosti jeho provedeni zavisi jeho progndza. Z tohoto

ditvodu se hodnoti tzv. radikalita operace (Koerkamp et al., 2017).

1.2.2.1 Radikalita operace

Radikalita chirurgického odstranéni (resekce) nadorovych lozisek je po operaci
vyhodnocovéna patologem na zaklad¢ vySetfeni okrajli resekatu (odstranéné tkan¢) a ma tii
kategorie. Kompletni resekce bez piitomnych makroskopickych 1 mikroskopickych

nadorovych loZzisek je oznaCovana jako kurativni resekce RO a dle patologa nejsou
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vresekénim okraji Zzadné nadorové bunky. V pfipadé, Ze se jedna o neuplnou
mikroskopickou resekci a patolog potvrdi pritomnost nadorovych bunék v resekénim okraji,
oznacuje se jako R1. Posledni kategorii je radikalita resekce R2, pii které nejsou béhem
operace odstranéna vSechna makroskopicka loziska. Jestlize ztstal po operaci v téle pacienta
makroskopicky zbytek primérniho tumoru, patolog oznac¢i radikalitu resekce jako R2a.
V ptipadé€, Ze nebyla odstranéna vzdalend metastaza, jednd se o radikalitu resekce R2b.
Radikalita resekce R2c, oznacuje ptitomnost jakychkoli makroskopickych rezidui po

operaci, at’ uz primarniho tumoru nebo metastaz (Wittekind et al., 2009).

1.3 Charakteristika ctDNA

Jako cirkulujici nddorova DNA (ctDNA) se oznacuji molekuly fragmentované nebunééné
DNA kolujici v krevnim fecisti, které byly poprvé popsany v séru pacientd s nddorovym

onemocnénim v roce 1977 (Leon et al., 1977).

1.3.1 CtDNA vs. cfDNA

Je nutné rozliSovat dva pojmy, a to cirkulujici nddorovou DNA (ctDNA) a volnou cirkulujici
DNA (cfDNA). cfDNA je uvoliiovana do krevniho fecist¢ nejen buitkami nadorovymi, ale
také zdravymi ¢i zanétlivymi, a vyskytuje se tedy 1 u osob bez nddorového onemocnéni.
K jejich rozliSeni slouZi skutecnost, Ze ctDNA obsahuje mutace pfitomné pouze v genomu
nadorovych a prekanceroznich bunék, které¢ v genomu nenddorovych bunék stejného jedince
pfitomné nejsou. Diky ni zname ptesny otisk nadorového genomu vcetné nadorové
specifickych somatickych mutaci (Diaz and Bardelli, 2014). ctDNA tvoii velmi malou frakci
na pozadi celkové cfDNA pohybujici se az v setindch procent, coz je diivodem sloZitosti jeji

detekce (Diehl et al., 2005).

1.3.2 Uvolnovani do krevniho recisté

Ptesny mechanismus uvoliiovani ctDNA do krevniho fecisté je stale pfedmétem zkoumani.
Nicméné se uvazuje o nckolika pravdépodobnych mechanismech, jako jsou pasivni
uvolilovani apoptickymi a nekrotickymi buiikami, aktivni uvolfiovani Zivymi nadorovymi

buitkami skrze membranové vacky (exosomy) a lipoproteonukleotidové komplexy
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(virtosomy), fagocytdza a exocytoza (Thierry et al., 2016). V zavislosti na ptivodu ctDNA
se lisi délka jejich fragmenti uvoliiovanych do krevniho fecisté. Klasicky se vysetiuji
fragmenty délky 145-180 bp, coZ odpovidd délce DNA navinuté okolo nukleozomu
a uvolnéné pii apoptdze (Jahr et al., 2001). V praci Moulier et al. (2018) zmapovali pomoci
metody Low-pass Whole Genome Sequencing délku ctDNA fragmentt u 344 vzorki plazem
od pacientli s rakovinou a zaznamenali nabohaceni ctDNA o délce fragmentti 90-150 bp
a 250-320 bp. Velikost fragmenti je tedy velmi heterogenni. ctDNA uvolnéna
z nekrotickych bun€k mlize mit délku vétsi nez 10 000 bp (Jahr et al., 2001).

£ Rsc oy

i Macrophage o 0 o 00
9 Normal Cell 8 Ca

o Tumor Cell O Oo :

8 crC %«O e

»oe¢  Normal cfDNA
ctDNA

Plasma

\,.poc Leukocyte
RBC

°i§‘ Apoptosis
‘ Necrosis

“%oq, Shedding

Obrazek 1: Molekuly kolujici v krevnim Fecisti a mozné zpiisoby uvolniovani ctDNA. Prevzato z:
Hahn, Nussenzveig, Maughan, & Agarwal, 2019.

RBC ... ¢ervené krvinky, CTC ... cirkulujici nadorové burky

1.3.3 Chemoterapie a ctDNA

Jelikoz pacienti s mCRC maji ve vétSin€ piipadii pfedepsanou chemoterapeutickou 1écbu,
jejiz mechanismus ucinku je nejcastéji inaktivace replikace DNA v nadorovych buiikach,

nastava otazka, zdali nema né&jaky dopad na ctDNA a zda nasledné neovliviiuje moznost jeji
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detekce. Dosud na toto téma nebyla publikovana zadna studie, a tak se zde nabizi zajimava
oblast pro vyzkum. Protinddorové Iéky, které se nejvice pouzivaji k 1écbeé CRC, jsou
5- fluorouracil v kombinaci s kyselinou folinovou (leukovorinem), kapecitabin (Xeloda)
a oxaliplatina. Lécba oxaliplatinou v kombinaci s fluorouracilem a leukovorinem (rezim
Folfox) patii mezi nejfrekventovangj$i a mize mit vliv na kvalitu ctDNA a moznost jeji
detekce. Diivod je ten, zZe oxaliplatina je v téle pacienta metabolizovana na formu schopnou
kovalentn¢ se vazat na atom dusiku purinovych bazi a tvofit mastky mezi vlakny DNA
(Woynarowski et al., 2000; Zavoral et al., 2016). To pak miize vést ke znemoznéni nasednuti

polymerazy a inhibici PCR reakce.

H2 H2 H2
Oxaliplatin G\P'N G\P'N]O G\P'ND
H, G~ IN 'A\/IN _\G/ iN
N\A,O O Hz Hz Hz
L
H. 0

Obrazek 2: Znazornéni vazby oxaliplatiny na DNA. Cytotoxicky efekt oxaliplatiny spociva v navazani
platiny na 2 dusikaté baze v retézci DNA a nasledné tvorbé vazby mezi nimi uvnitr retézce nebo mezi retézci,
coz ma za nasledek inhibici replikace DNA, a nakonec smrt nadorové buriky. Prevzato z: Kline & El-Deiry,
2013.

1.4 VySetieni ctDNA

Jak jsem zminila vySe, vzhledem k velmi nizké koncentraci ctDNA v celkové cfDNA,
zvlaste v Casnych stadiich onemocnéni, je jeji detekce velkou vyzvou kladouci vysoké
naroky na pouZivanou metodiku. Existuji dva hlavni pfistupy pfi vySetieni ctDNA, pficemz
prvni se da uplatnit pouze pii dostupnosti nddorové tkané a spociva v jeji mutacni analyze,
kdy se vySetfuje panel konkrétnich mutaci v genech typickych pro dané nadoroveé
onemocnéni a posléze se pritomnost zachycenych mutaci cilené sleduje v cfDNA izolované
zplazmy pacienta. K druhé varianté¢ se pfistupuje pii nedostupnosti nadorové tkané
a zahrnuje mutacni analyzu panelu gent pfimo v cfDNA z plazmy, coZ je o poznani

naro¢néj$i zptisob vyzadujici techniky s vysokou citlivosti i specifitou (Belic et al., 2015).
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1.4.1 1zola¢ni metody

Prvnim z klicovych faktort pro tispé$nou analyzu je izolace cfDNA z plazmy s co nejvetSim
nabohacenim o ctDNA. K tomu bylo vyvinuto jiz nékolik metod liSicich se zplsobem
ziskani cfDNA. Ptikladem jsou izolacni soupravy fungujici na principu navazani negativné
nabitych fosfatovych zbytkii v DNA molekule na silikagelovou matrix. Prvnim uspotaddnim
je jeji umisténi na povrchu magnetickych kulic¢ek, které 1ze, pti aplikaci magnetického pole
(napf. pomoci permanentniho magnetu), po navdzani DNA a promyti elu¢nim pufrem,
snadno odd¢lit. Vyhoda je, ze se nemusi pouzit centrifugace, u které je riziko degradace
nukleové kyseliny (Berensmeier, 2006). Kromé¢ silikagelové matrix se daji k izolaci vyuzit
jeste dalsi materidly jako napf. polyvinylalkohol nebo polystyren (Ugelstad et al., 1992;
Oster, Parker, & Brassard, 2001).

Sample M-PVA Wash buffer Elution buffer Pure DNA
Lysis buffer Magnetic beads / Discard
binding buffer i supernatant i

. 1
> > C-@ Ed ki C@

Obrazek 3: Schematicky postup izolace DNA za poucziti technologie magnetickych kulicek. Prevzato
z: Berensmeier, 2006.

Druhym uspotfddanim je umisténi silikagelové matrix v podobé membrany na povrchu

kolonky, ktera se po zachyceni DNA opakované promyva a nasledné se z ni DNA eluuje.

I\ia"' I\ia+ Na+ N:a+
o o o o

I | [
Si Si Si Si -~

Obrazek 4: Znazornéni vazby DNA na silikagelovou membrdanu umisténou v kolonce. Prevzato z:

URLI0
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Dal8imi moznymi metodami izolace cfDNA jsou tzv. Polymer-Mediated Enrichment (PME)
spoCivajici v zachyceni ¢fDNA na specidlni polymer a fenol-chloroformova extrakce
s naslednou ethanolovou precipitaci (Fong, Zhang, Lim, Eu, & Liu, 2009; Sorber et al.,

2017).

Nékolik studii porovnavalo vSechny tyto metody z hlediska vytézku cfDNA, distribuce
velikosti fragmentti a kvality DNA pro nasledné analyzy. Miiller et al. (2008) ve své studii
porovnaval fenol-chloroformovou metodu a komerc¢ni kit fungujici na principu zachyceni
DNA na kolonku se silikagelovou membranou QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Némecko). Zaznamenali vyss$i vytézek cfDNA pouzitim fenol-chloroformové
metody. Avsak takto izolovana DNA byla velmi znecisténa, coz mélo negativni efekt na
nasledné analyzy. Naopak u komer¢niho kitu byla kvalita DNA lepsi, nicmén¢ vyizolovana
frakce cfDNA obsahovala predevsim fragmenty o vys$si molekularni hmotnosti,
coz znamena, ze doslo ke ztrat¢ fragmenti o nizs§i molekuldrni hmotnosti, u kterych se
predpokladd, Ze obsahuji mutace odvozené znadorové DNA. Obdobny vysledek
zaznamenali i1 v dals$i studii, ve které porovnavali ten samy komer¢ni kit s modifikovanou
Millerovou metodou izolace vysolovanim kombinovanou s fenol-chloroformovou extrakci.
Opét zaznamenali vyS$$i vytéZzek cfDNA u metody izolace vysolovanim kombinované
s fenol-chloroformovou extrakei, coz si stejné jako v predchozi studii vysvétlovali moznou
¢asteCnou ztratou fragment DNA kratSich nez 150 bp u pouziti kolonky se silikagelovou
membranou, jelikoZ na ni efektivnéji dochazi k vazbé delSich fragmentti. Nevyhodou metody
vysolovani je ale casova narocnost oproti pouziti komeréniho kitu (Schmidt, Weickmann,

Witt, & Fleischhacker, 2005).

Dalsi studie porovnavaly rizné komercni izolaéni kity. Napiiklad ve studii Pérez-Barrios
et al. (2016) porovnavali jeden z nejpouzivangjSich manudlnich izolacnich kit na principu
kolonky QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (QCNA) od firmy Qiagen (Némecko) se
dvéma dal§imi, a to s MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (MPC)
(Roche Diagnostics, Némecko) a Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit (MR)
(Promega, USA), které jsou uZ automatizované a vyuzivaji technologie magnetickych ¢astic
vazici DNA. U kitu MR navic staci pouze ptidat vzorek plazmy do jiz predpfipravenych
kazet naplnénych reagenciemi a magnetickymi ¢asticemi a spustit protokol. K dispozici méli
vzorky 57 plazem od pacientil s rakovinou a jejich cilem bylo porovnat vytéZzek a velikost

ziskanych fragmenti cfDNA. Vstupni objem plazmy byl u vSech tii kitl stejny, a to 1 ml.
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K analyze cfDNA vyuzili metodu dPCR (digitalni PCR) a jeji koncentraci méfili pomoci
fluorometru Qubit 2.0 (Invitrogen, USA). Jejich vysledky ukazaly, Ze pfi pouziti kith MPC
a MR existuje vyznamny rozdil ve vytézku cfDNA ve prospéch MR. Pii porovnani QCNA
a MR byl vytézek srovnatelny, nicméné diky automatizaci md& MR vyhodu v rychlosti
a jednoduchosti provedeni. Dale také pozorovali, ze vytézek cfDNA souvisi se stddiem
onemocnéni, a Ze testované kity MPC a MR vykazovaly odliSnosti ve vytéznosti
mono-, di- a trinukleozomalnich DNA fragmentl a v souvislosti s tim naznacuji, ze frakce
cfDNA s niz§i molekulovou hmotnosti Casto obsahuje mutace odvozené z nadorové DNA.
Dalsi srovnani kiti QCNA a MR provedli Kloten et al. (2017), kdy analyzovali 38 vzorkl
pacientli s kolorektalnim karcinomem. Velikost fragmentii cfDNA hodnotili pomoci
bioanalyzatoru Agilent 2100 a jeji koncentraci méfili fluorometrem Qubit. Pozorovali
zajimavy vysledek, ze pii pouziti kitu QCNA se silikagelovou membranou spise dochazi
k nabohaceni fragmenti cfDNA s vy$§i molekularni hmotnosti, a naopak pii vyuziti metody
MR a zachyceni cfDNA na magnetické Céstice dochéazi k efektivnéjsi izolaci kratkych
cfDNA fragmentil, a zda tedy pro izolaci vhodnéjsi. Navic potvrdili i vysledek studie
Pérez- Barrios, ze mnozstvi ¢fDNA souvisi se staddiem onemocnéni, kdy pacienti se

vzdalenymi metastdzemi méli nejvetsi vytézek cfDNA.

1.4.2 Metody analyzy ctDNA

DalS8im klicovym faktorem pro zachyt ctDNA je dostatecné citliva detekéni metoda. Jak jiz
bylo feceno, prvni strategii pii analyze ctDNA je tzv. cileny pfistup vyzadujici znalost
nadorové-specifickych mutaci z primarniho tumoru, aby se poté jejich pfitomnost mohla
sledovat v periferni krvi pacienta pomoci ctDNA. Zahrnuje techniky zaloZené predevsim na
real-time PCR (qPCR), digitalni PCR (dPCR) a sekvenovéni nové generace (NGS). Velkou
vyhodou tohoto pfistupu je vysoka citlivost (az 0,01 %) 1 vysoka specifita. Druhou strategii
je tzv. necileny pfistup vyuzivajici metody celogenomového (WGS) a celoexomového
(WES) sekvenovani, které se zaméiuji na detekci zmén poctu kopii nebo bodovych mutaci
napfi¢ celym genomem. Diky tomu dokaZi identifikovat nové zmény v nadorovém genomu.
Vyhodou tohoto pfistupu je absence potieby pfedem zndt genom primérniho tumoru,

nicméné nevyhodou je celkové nizka citlivost (5-10 %), (Elazezy and Joosse, 2018).
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V rutinni praxi se nejcastéji k analyze ctDNA vyuzivaji gPCR a dPCR. Real time PCR je
rychlé a levna metoda spocivajici v klasické PCR amplifikacni reakci, kterd navic umoziuje
zaznamenavat nartist PCR produktu v redlném case, a to diky fluorescenci emitované
v prub¢hu jednotlivych reakénich cykli, kdy se pouzivaji specidlni fluorescen¢ni sondy
vazici se na cilovou sekvenci obsahujici mutaci (Heid et al., 1996). Citlivost této metody je
10-20 %, tzn. umi detekovat mutované alely, pokud je jejich zastoupeni na pozadi
nemutované DNA 10-20 %, cozZ je pro vétSinu klinickych aplikaci nedostate¢né. Z tohoto
divodu byly vyvinuty dal$i metody zalozené na qPCR, které maji citlivost vyssi, jako jsou
napiiklad AS-PCR (Allele-Specific) s citlivosti vrozmezi 1-2 % a COLD-PCR
(Co- amplification at lower denaturation temperature) s citlivosti 0,05 % (Rapisuwon,

Vietsch, & Wellstein, 2016).

Jeste lepsi z hlediska citlivosti a specifity jsou metody zalozené na digitalni PCR, coz je
robustni metoda detekce bodovych mutaci v ctDNA zahrnujici droplet digitalni PCR
(ddPCR) a metodu BEAMing (Beads, Emulsions, Amplification, and Magnetics).
Metoda droplet digitalni PCR spoc¢iva v rozdéleni analyzovaného vzorku DNA do tisicii az
milionti kapicek olejové emulze, ptiCemz kazda kapicka obsahuje bud’ mutované, nebo
nemutované fetézce DNA. Po vytvoreni jsou kapicky preneseny do jednotlivych jamek
v PCR mikrotitracni desticce umisténé v termocykléru, ve kterych jsou jiz potiebné
reagencie pro priabéh PCR vcetné detek¢nich fluorescenénich sond, a nésledné probiha na
kazdeé kapicce zvlast amplifikace klasickou PCR reakci. Vyhodnoceni se poté uskutecituje
pomoci detektoru, tzv. microdroplet readeru, ktery jednotlivé jamky vyhodnocuje na zéklade
jejich fluorescen¢niho zbarveni na ty s mutovanou a na ty s nemutovanou DNA. Vyhodami
této metody jsou cenova dostupnost a vysoka citlivost pfi detekci mutaci dosahujici 0,1 %
(Brunetto et al., 2014; Elazezy and Joosse, 2018). Pii metodé BEAMing dochdzi nejprve
k naamplifikovani DNA pomoci PCR. Nasledné se k naaplifikovanym molekulam DNA
pfidaji magnetické kulicky, na jejichZ povrchu jsou specifické biotinylované primery
a prob&éhne emulzni dPCR, pficemzZ na kazdé kulicce je jedna molekula DNA, ktera se
amplifikuje a vznikaji tak tisice jejich kopii. Nakonec se pfidaji fluorescen¢ni sondy, které
hybridizuji s amplifikovanou DNA v mist¢ mutace, a pritokovou cytometrii se rozdéli
kuli¢ky podle pfitomnosti mutované DNA, nebo nemutované DNA. Tato metoda dosahuje
jesté vétsi citlivosti nez ddPCR, a to az 0,01 %, avSak jeji nevyhodou je komplikovany
postup prace a vysoka cena znemoziujici jeji vyuziti v rutinni klinické praxi (Diehl et al.,

2005; Li et al., 2006; Taniguchi et al., 2011).
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Dals§i moznou technologii analyzy ctDNA je sekvenovani nové generace spocivajici
v paralelni analyze nékolika milion kratkych sekvenci DNA, které se dale piifazuji
k referencnimu genomu. Jiz bylo vyvinuto n¢kolik metod zalozenych na hlubokém
sekvenovani, které maji zvySenou citlivost, jako jsou napiiklad CAPP-Seq
(Cancer Personalized Profiling by deep Sequencing) a Safe-Seqs (Elazezy and
Joosse, 2018). Metoda CAPP-Seq vykazuje citlivost az 0,02 % a slouzi k detekci
a kvantifikaci ctDNA. Vyuzivaji se ktomu tzv. selektory z biotinylovanych DNA
oligonukleotidl, které jsou komplementarni k pfedem definovanym mutovanym oblastem
typickym pro dany typ rakoviny. Ke zji§téni konkrétnich mutaci pfitomnych u daného
pacienta se nejprve selektory pridaji k nadorové DNA z tkan€ a k normalni DNA, a poté se
vybrané selektory pfidaji k ctDNA ke kvantifikaci téchto mutaci (Newman et al., 2014).
Metoda Safe-SeqS (Safe-Sequencing System) vyuzivad pro identifikaci vzdcnych mutaci
unikatni identifikatory (Uls), coz jsou sekvence ptfipojované ke kazdé templatové molekule
DNA. Takto oznacené templatové molekuly jsou amplifikovany, ¢imz se vytvofi skupiny
sekvenci rozdélenych podle ptipojeného Ul Ddle se amplifikaéni produkty opakované
sekvenuji, a pokud je ve vice jak 95 % PCR produkti se stejnym Ul pfitomna stejnd zména,
je povazovana za mutaci, a nikoliv za sekvenacni chybu. Diky tomu tedy miizeme rozlisit,
co je puvodni mutace v nadorové DNA a co je sekvenacni chyba. Citlivost této metody je

0,1 % (Kinde et al., 2011; Tie et al., 2015).

1.5 Klinicka vyuziti ctDNA

Hlavni klinick4 vyuZiti ctDNA u pacientti s mCRC se daji rozdélit do dvou oblasti. Prvni
znich je vySetfovani nadorovych mutaci ze vzorku plazmy ¢i séra pii nedostupnosti
tkadnového vzorku, tzv. tekutd biopsie (liquid biopsy). Druhou oblasti je vyuziti ctDNA
jakoZto nastroje pro sledovani dynamiky nédorového onemocnéni, kdy hladiny ctDNA

odrazeji celkovou tumorovou masu v téle, tzv. tumor burden.

1.5.1 Tekuta biopsie

K ziskéni ctDNA z periferni krve pacienta s mCRC, u kterého nelze ziskat vzorek tkané
tumoru, a tim padem zjistit mutacni profil, slouzi tzv. tekutd biopsie, kterd vySetfeni

nadorovych mutaci umozni. Jeji velkou vyhodou je minimélni invazivita, kdy na rozdil od
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klasické tkanové biopsie tolik nezatézuje pacienta, jelikoz spociva v klasickém odbéru krve
umoziiujicim jeji opakované provadéni po kratkych casovych intervalech (mésicich
¢1 dokonce tydnech). Navic diky ni ziskdme z jediného vzorku krve kompletni mutacni
spektrum nadorovych klonti v téle pacienta, protoze se do krevniho fecisté uvoliiuje ctDNA
ze vSech nddorovych lozisek (Bettegowda et al., 2014). Krom¢ ziskani zdkladniho muta¢niho
profilu primarniho nebo sekundarniho nadoru lze diky tekuté biopsii detekovat noveé vzniklé
mutace zpusobujici sekundarni rezistenci nadoru v prubéhu 1écby a umoznit tak jeji véasné

pozménéni (Bratman, Newman, Alizadeh, & Diehn, 2015).

Primary tumor Metastasis 1

Obrazek 5: Zachyt viech nadorovych klonii a mutaci diky tekuté biopsii. Upraveno dle: Caldas, 2012.

1.5.2 Sledovani dynamiky nadorového onemocnéni

Hladiny ctDNA odrazi aktudlni mnoZstvi tumorové masy v téle pacienta (tzv. tumor burden),
diky ¢emuz miiZeme pribéZzné monitorovat nartst, ¢i ubytek nadorové tkané. Toho se
vyuziva zejména pro dlouhodobé pooperacni sledovani pacientl (follow-up), se kterym je
spojené i zhodnoceni radikality operace, véasny zachyt progrese ¢i rekurence onemocnéni

a dale také sledovani odpovédi pacienta na probihajici 1écbu (Levy et al., 2012).
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Obrazek 6: Vztah tumor burden a hladin ctDNA. Hladiny ctDNA a mnozstvi tumorové masy (tumor burden)
primo koreluji tak, zZe se zvysujicim se tumor burden se zvySuje hladina ctDNA v plazmé. Po lécebném zakroku se naopak

tumor burden a s tim i hladiny ctDNA snizuji. Upraveno dle: Yi et al., 2017. Vytvoreno v BioRender.com.

1.5.2.1 Dlouhodobé pooperaéni sledovani pacienti (follow-up)

Pooperacéni sledovani pacienti s mCRC umoziuje vcasnou detekci progrese ¢i rekurence
onemocnéni a ndsledné okamzitou akei, at’ uz v podobé¢ chirurgického zékroku nebo tpravy
¢1 zmény chemoterapeutické 1é€by, coZz ma zasadni vliv na progndzu pacienta. V soucasné
dobé se k tomu standardné vyuzivaji zobrazovaci techniky jako magnetickd rezonance
(MRI), rentgenové snimky, vypocetni tomografie (CT), ultrazvuk (UZ) a pozitronova emisni
tomografie spojena s vypocetni tomografii (PET/CT), vétSinou ve spojeni s vyhodnocenim
hladin tumorovych markerii, a to karcinoembryondlniho antigenu (CEA) a tumorového
antigenu 19-9 (CA 19-9), (Schmoll & Stein, 2014). Tyto metody vSak maji sva tuskali.
Piedevs§im jsou to nedostaCujici sensitivita a specifita, finan¢ni, personalni a pfistrojova
naro¢nost a velka zatéz pro pacienta pii pouziti kontrastnich latek a rentgenového zateni
(Sun, 2008; Vukobrat-Bijedic et al., 2013). Proto se hledaji molekularné-onkologické
markery, které by tato tiskali eliminovaly a jednim z velmi slibnych je pravé ctDNA, ktera
ma vysokou specifitu a pfi vhodné detekéni metod¢ i vysokou sensitivitu (Vlassov,
Laktionov, & Rykova, 2010). Jelikoz je polocas rozpadu ctDNA v krvi mensi nez 2 hodiny,
podéava informaci o aktudlnim stavu onemocnéni a mtizeme diky ni odhalit rekurenci, nebo
progresi onemocnéni diive, nez pii klasickém vySetfeni zobrazovacimi metodami

nebo tumorovymi markery (Flamini et al., 2006). Ve studii BeneSova et al. (2019) hodnotili
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pooperacni rekurenci na zékladé pozitivnich vysledkt z analyzy ctDNA, ze zobrazovacich
metod a z tumorovych markert. Ze skupiny dlouhodobé sledovanych (6 a vice mésicii)
32 pacientd, ktefi podstoupili kurativni RO resekci jaternich metastdz, mélo rekurenci
22 znich (69 %). Ve 13 z 22 ptipadi (59 %) byla rekurence soubézné detekovana jak
ctDNA, tak zobrazovacimi metodami a tumorovymi markery. U 7 z 22 ptipadii (32 %) byly
vSak tumorové markery negativni a u 6 z 22 piripadt (27 %) nedetekovaly pfitomnost tumoru
zobrazovaci metody. ctDNA byla pozitivni u vSech pacientd s rekurenci (22/22, 100 %),
a navic u Ctyf pacienti analyza ctDNA odhalila rekurenci, zatimco vysledky ze
zobrazovacich metod a tumorovych markerti byly negativni. V ramci této studie tedy byla
ctDNA nejcitlivéjSim nastrojem pro detekci rekurence onemocnéni v porovnani se

zobrazovacimi metodami a tumorovymi markery.

Faktu, Ze hladina ctDNA klesd po lécebném zékroku (chirurgickém odstranéni,
radiofrekvencni ablaci, chemoterapii), a naopak se rapidné zvysi pii progresi, nebo rekurenci
onemocnéni, se vyuziva také pii potvrzeni radikality operace. Po RO resekci by v plazmé
neméla byt pfitomna zadna ctDNA a pokud je, tak to signalizuje, ze v téle pacienta zustal
zbytek nadorové tkdné a jednd se ve skutecnosti o resekci R1, nebo R2. To také ve vyse
zminované studii potvrdili, kdy ze 28 ptipadii pacientd s RO radikalitou resekce bylo ctDNA
negativnich 26 (93 %) a u zbylych dvou pacientt s pozitivni ctDNA doslo k ¢asné rekurenci
po 6 mésicich. V piipad¢ radikality resekce R1, kdy jsou pfitomné mikroskopické zbytky
nadoroveé tkang, byly ctDNA pozitivni 4 pacienti ze 7 (57 %) a nejprikaznéji vysly vysledky
u radikality resekce R2 s makroskopickym zbytkem tumoru v téle pacienta, kdy ctDNA
pozitivni byly vSichni pacienti (15/15, 100 %). Tyto vysledky ukazuji, ze je ctDNA
u pacienti s metastatickym kolorektdlnim karcinomem perspektivnim ndstrojem pro
v€asnou detekci rekurence onemocnéni 1 pro potvrzeni radikality operace (BeneSova et al.,

2019).

1.5.2.2 Sledovani odpovédi na 1é¢bu a odhad progndzy

Odpoved’ na chemoterapeutickou 1é€bu se hodnoti na zakladé zmén v mnozstvi nddorové
hmoty v téle pacienta a zatim se primarné stanovuje na zéklad¢ radiologického vySetteni,
které je ale Casové i finan¢né nakladné, a navic zatéZuje pacienta ionizujicim zafenim (Sun,
2008; Eisenhauer et al., 2009). Proto se jako teoreticky moznd metoda zkouma analyza

ctDNA a jeji vyuziti jakoZto pomocného markeru ucinnosti chemoterapeutické 1écby na
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zakladé zmén v jejich hladinach v pribcéhu 1écby. Vyssi mira odpovédi na chemoterapii
a delsi preziti bez progrese (PFS) jsou popsany u pacientt, u kterych byl zaznamenan pokles
v hladinadch ctDNA v prib¢hu 1€cby ve srovnani s témi, u kterych byla hladina ctDNA
stabilni, nebo stoupala (Tie et al., 2015). Takové vysledky zaznamenali 1 ve studii Garlan et
al. (2017), ve které zkoumali, zdali mohou byt ¢asné zmény v koncentraci ctDNA markerem
ucinnosti 1écby. Do této studie byli zarazeni pacienti s mCRC podstupujici prvni nebo
druhou linii chemoterapie, kterym odebrali plazmu pfed prvnim, druhym a tfetim cyklem
chemoterapie a provedli na ni analyzu ctDNA, resp. mutaci v genech KRAS, BRAF a TP53.
Na zakladé zmén v koncentraci ctDNA mezi odbérem pied prvnim cyklem chemoterapie
a druhym nebo tfetim cyklem, rozdélili pacienty do dvou skupin na tzv. dobré a Spatné
ctDNA respondenty. U pacientl ve skupin€ dobrych respondentli nador zareagoval na 1é¢bu,
doslo k poklesu koncentrace ctDNA a vykazovali delsi PFS. Naopak u pacientl ze skupiny
Spatnych ctDNA respondentt k vyraznému poklesu nedoslo. Tyto vysledky naznacuji, ze
ctDNA dokéze byt relevantni marker terapeutické ucinnosti a stoji za dalSi podrobnéjsi

zkoumani.
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2 Cile a hypotézy

Hlavni cile diplomové prace byly:

1.

optimalizovat izolaci volné ctDNA pro zvyseni jejiho zachytu v plazmé pomoci
vybéru vhodného izola¢niho protokolu a odhaleni mozné pfic¢iny inhibice PCR
reakce za testovani dvou hypotéz:

A. DNA, resp. latky, navdzané na jeji strukturu, jsou inhibi¢nim faktorem reakce
B. standardné pouzivand DNA polymeraza neni dostatecné efektivni

otestovat ctDNA jako marker radikality operace

sledovat vybranou podskupinu pacientt, u kterych byly k dispozici vzorky nadorové
tkan¢ a sériové nabéry plazmy po dobu delsi nez 1 rok, pro véasny zachyt rekurence

onemocnéni
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3 Material a metody

3.1 Soubor pacienti

Vramci védeckého grantu jsou kdispozici vzorky a klinické udaje od pacientl
s kolorektalnim karcinomem ve stadiu I — IV, pficemz ma diplomova prace tvoii jeho dil¢i
¢ast zaméfujici se pouze na pacienty s metastatickym kolorektalnim karcinomem
(stddium IV). Pro ucely mé prace jsem vybrala podsoubor 21 pacientd, kterym byl
diagnostikovan metastaticky kolorektalni karcinom, podstoupili chirurgické odstranéni
nadorovych lozisek s riznou radikalitou resekce (RO, R1, R2) a méli k dispozici vzorek
nadorové tkan¢ k mutacni analyze. VSichni tito pacienti byli ze tii klinickych pracovist, a to

z Ustiedni vojenské nemocnice, Thomayerovy nemocnice a Fakultni nemocnice v Motole.

3.1.1 Dlouhodobé sledovani (follow-up)

Pacienti s dlouhodobym follow-upem byli ti, u kterych byla pfedoperacni plazma ctDNA
pozitivni a byli sledovéni na jeji pfitomnost v plazmé vice nez 1 rok. PriibéZzn¢ u nich byla

korelovéna pozitivita ¢i negativita ctDNA s aktualnim stavem zndmym z 1ékaiskych zprav.

3.2 Vzorky

Na nemocni¢nich pracoviStich byly pacientim pii operaci odebirdny vzorky tkané
primarniho tumoru nebo metastdzy a nasledné nativné uchovavany pii teploté¢ -20 °C.
Dale zde také byla pacientim odebirana periferni krev do dvou zkumavek Vacutainer
s K2 EDTA, tzv. nesrazliva krev, a to tésn¢ pted operaci, zpravidla do tydne (max. do 12
dni) po operaci a nasledné v 3-6mésicnich intervalech, v ojedinélych ptipadech 1 po vice nez
6 mésicich, v zavislosti na dostupnosti pacienta v ramci follow-upu. Z periferni krve byla
thned po odbéru centrifugaci odseparovéana plazma pro analyzu ctDNA a uchovavana pfi
teploté -20 °C. Oznaceni vzorkll plazmy bylo zavedeno jako PI (odbér pted operaci), PIII
(odbér po operaci), PIV a dale (odbéry v ramci follow-upu pacienta). VSechny vzorky tkani
a plazem byly priibézné svazeny do laboratofe Genomac, kde byly ihned analyzovany nebo

ulozeny do mraziciho boxu pfi teploté -20 °C.
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3.3 Metody

3.3.1 I1zolace DNA ze vzorku nadorové tkané

Pouzité pristroje:

e Laminarni box II. t¥idy — biohazard (Merci, Ceska republika)

e Mikrocentrifuga Gyrozen 1524 (Gyrozen, Korea)

¢ Digitalni blokovy termostat (VWR International, Anglie)

e Vortex mixer VV3 (VWR International, Anglie)

e Mikrocentrifuga Ministar Silverline 8x0 (VWR International, Anglie)

Pouzita i1zolacni souprava (kit):

e GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich, USA), (Sigma-Aldrich, 2017)

= Pouzité chemikalie:

* Soucasti kitu:
Lysis Solution T
Lysis Solution C
Column Preparation Solution
Wash Solution

Proteinase K

Ethanol (96%) (Penta, Ceska republika)
Elué¢ni voda — PCR Ultra H20 (Top-Bio, Ceska republika)

Princip kitu spociva v zachyceni genomové DNA na silikagelové membrané umisténé
v kolonce, nasledném promyvani a eluci DNA do elu¢ni zkumavky. Cely izola¢ni proces
jsem provadéla ve sterilnim biohazardnim boxu a k manipulaci se vzorky a s roztoky jsem

pouzila sterilni Spicky s filtrem.

V prvnim kroku jsem maly vzorek tkdné€ vlozila do oznacené 2 ml zkumavky. Nasledn¢ jsem
k nému napipetovala 360 pl Lysis Solution T a 40 pl Proteinase K, smés jsem dikladné
zvortexovala a nechala pfes noc inkubovat v blokovém termostatu nastaveném na 55 °C.

Nasledujici den jsem piidala 360 pl Lysis Solution C, fadn€ zvortexovala a nechala
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inkubovat pfi 77 °C 10 minut. Poté jsem k lyzatu ptidala 360 pl ledového 96% ethanolu
a smés dukladné promichala. V mezi¢ase jsem si pfipravila a oznacila kolonku
a napipetovala na ni 500 pl Column Preparation Solution, ktery zajistuje co nejefektivné;si
navazani DNA na silikagelovou membranu. Nasledné jsem kolonku vlozila do centrifugy
nastavené na 12 000 x g a centrifugovala 1 minutu. Posléze jsem na kolonku ptenesla 680 pl
lyzatu a centrifugovala pti 6500 x g 1 minutu. Tento krok jsem opakovala jesté jednou, aby
se pres kolonku pfefiltroval cely obsah zkumavky o objemu 1 120 ul. Dale nasledovaly 2
promyvaci kroky, pii kterych jsem nejprve na kolonku napipetovala 500 ul Wash Solution
a centrifugovala pii 6500 x g 1 minutu. Pfi druhém promyvani jsem napipetovala stejny
objem Wash Solution, ale centrifugovala pti 16 000 x g 3 minuty a pokracovala dalsi
centrifugaci pfi 16 000 x g 1 minutu, aby doSlo k vysuSeni membrany. Nakonec jsem
provedla eluéni krok, kdy jsem kolonku pienesla do nové oznacené 1,5 ml elucni
mikrozkumavky a napipetovala jsem na ni 200 pl sterilni elu¢ni vody vyhtaté na 70 °C,
nechala inkubovat 5 minut pifi laboratorni teplot¢ a nasledné centrifugovala 6500 x g
I minutu. V ptipadé, Ze jsem vyizolovanou DNA ihned nepouzila k dal$im analyzam,

skladovala jsem ji v mrazicim boxu pii -20 °C.

3.3.2 Izolace a precisténi cfDNA z plazmy

Pouzité pristroje:

e Laminarni box II. tiidy — biohazard (Merci, Ceské republika)

e Mikrocentrifuga Gyrozen 1524 (Gyrozen, Korea)

e Digitalni blokovy termostat (VWR International, Anglie)

e Vortex mixer VV3 (VWR International, Anglie)

e Mikrocentrifuga Ministar Silverline 8x0 (VWR International, Anglie)

Izolaci ¢fDNA z plazmy jsem provadéla vzdy v biohazardnim boxu a pouzivala jsem sterilni
Spicky s filtrem. Pred izolaci jsem vzorky plazem nechala rozmrazit, jelikoz byly skladovany

v mrazicim boxu pii -20 °C.
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Pouzité izolacni soupravy (kity):

e QIAamp® MinElute® Spin Kit (Qiagen, Némecko), (Qiagen, 2020)

=  Pouzité chemikalie:

e Soucasti kitu:
Buffer AL
Buffer AWI
Buffer AW2

Protease K

Ethanol (96%) (Penta, Ceska republika)
Eluéni voda — PCR Ultra H20 (Top-Bio, Ceska republika)

Tento izolacni kit funguje, stejné jako ptedchozi, na zdklad¢ zachyceni cfDNA na pevnou

silikagelovou membranu umisténou v kolonce, opakovaném promyvani a eluci cfDNA.

Na zacatku izolace jsem peclivé oznacila mikrozkumavku o objemu 2 ml ¢islem vzorku.
Poté jsem do ni postupné napipetovala 650 pl Buffer AL, 40 pl Protease K a 650 ul vzorku
plazmy. Smés jsem fadné zvortexovala a dala inkubovat do blokového termostatu vyhiatého
na 56 °C na 15 minut. Mezitim jsem si pfipravila a oznacila kolonku. Thned po inkubaci jsem
k lyzatu napipetovala 750 pl ledového 96% ethanolu a zvortexovala. V dalSim kroku jsem
napipetovala 680 pl smési lyzatu a ethanolu na kolonku a centifugovala pii 6000 x g
1 minutu. Tento krok jsem dvakrat zopakovala, dokud nebyl pfes kolonku piefiltrovan cely
obsah zkumavky o objemu 2 090 pl. Poté jsem na kolonku napipetovala 500 pl Buffer AW1
a dala centrifugovat pii 6000 x g 1 minutu. Dalsi krok byl totoZny, tentokrat ale s pouzitim
Buffer AW2. Poslednim promyvacim krokem bylo napipetovani 500 pl 96% ethanolu na
kolonku a centrifugace pfi 6000 x g 1 minutu. Posléze jsem provedla dalsi centrifugaci,
tentokrat pi1 21 000 x g 3 minuty. Nésledovalo vysouSeni membrany, pii kterém jsem
kolonku ptenesla do Cisté sbérné zkumavky, pooteviela vicko a nechala v biohazardnim
boxu 1,5 hodiny. Poslednim krokem poté byla eluce cfDNA. Kolonku jsem pienesla do
oznacené elucni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a na stfed membrany jsem napipetovala
30 pl sterilni eluéni vody vytemperované na laboratorni teplotu a nechala inkubovat
1 minutu. Po pfidani elu¢ni vody jsem kolonku centrifugovala pii 21 000 x g 1 minutu a tim

jsem ziskala eluci obsahujici cfDNA. V piipad¢, Ze jsem ihned poté provadéla dalsi analyzy,
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jsem dala vzorky do lednice (8 °C), pokud ne, tak jsem vzorky cfDNA ulozila do mraziciho
boxu (- 20 °C).
e Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification Kit-mini

(Norgen Biotek, Kanada), (Norgen Biotek, 2017)

»  Pouzité chemikalie:

Binding Buffer B
Proteinase K
Solution WN
Wash Solution A
Elution Buffer B

Tento kit funguje na principu postupné filtrace smési plazmy a chemikalii pies dva typy
kolonek. Kolonky jsou z patentované pryskyficové separani matrix spole¢nosti Norgen

Biotek.

V prvnim kroku jsem napipetovala 500 pl plazmy do oznacené mikrozkumavky o objemu
2 ml. Poté jsem k ni pfidala 30 pl Proteinase K, peclivé zvortexovala a dala inkubovat do
blokového termostatu nahtatého na 60 °C na 10 minut. Po inkubaci jsem do zkumavky
napipetovala 1 ml Binding Buffer B a opét fadn¢ zvortexovala. Nésledné jsem prenesla
750 ul smési na kolonku Mini Spin vloZené do sbérné zkumavky a centrifugovala 2 minuty
pti 3 300 x g. Tento krok jsem opakovala jesté jednou, aby se pfes kolonku pfefiltrovala
veSkera smés. Poté jsem na kolonku napipetovala 500 ul Solution WN a centrifugovala
1 minutu pfi 3 300 x g. Nasledn¢ jsem ud¢lala ten samy krok, jen s pouzitim 500 ul Wash
Solution A a posléze ho jesté jednou zopakovala. V dal§im kroku jsem prédzdnou kolonku
centrifugovala 2 minuty pii 13 000 x g a poté ji pfenesla do nové 1,5 ml mikrozkumavky.
Nasledné jsem na ni napipetovala 100 ul Elution Buffer B a nechala inkubovat pii
laboratorni teploté 2 minuty. Po inkubaci jsem provedla dvé centrifugace, prvni pii 400 x g
1 minutu néasledovanou centrifugaci pii 5 800 x g 2 minuty. Tim jsem ziskala 100 pl eluatu
obsahujiciho DNA, ke kterému jsem pfidala 300 pl Binding Buffer B, zvortexovala
a prenesla tuto smés na druhy typ kolonky, tzv. Micro Spin, vloZzené do sbérné zkumavky.
Kolonku jsem centrifugovala 1 minutu pii 3 300 x g. Posléze jsem na kolonku napipetovala
500 pl Wash Solution A a centrifugovala 1 minutu pfi 3 300 x g. Tento promyvaci krok jsem

provedla jesté jednou. Nasledné jsem kolonku centrifugovala 2 minuty pifi 13 000 x g.
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Po centrifugaci jsem kolonku pfenesla do nové zkumavky o objemu 1,5 ml, do které jsem
eluovala kone¢nou cfDNA za pouziti 30 pl Elution Buffer B a nechala inkubovat 2 minuty
pii laboratorni teploté. Nakonec jsem kolonku centrifugovala nejprve 1 minutu pii 400 x g

a nasledné 2 minuty pii 5 800 x g. Tim jsem ziskala eluci obsahujici cfDNA.

e PME free-circulating DNA extraction kit (Analytik Jena,
Némecko), (Analytik Jena, 2016)

Tento kit obsahuje 2 systémy, které se 1i§i nékterymi pouzitymi chemikéliemi. Kazdy systém
navic umoznuje izolaci cfDNA ze dvou vstupnich objemil plazmy, a to z 500 pl a 2 ml.

Schematicky pfehled moznych variant izola¢nich protokolt viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Schematicky prehled moznych izolacnich protokoli.

Systém Vstupni objem Oznaceni izola¢niho
plazmy (ml) protokolu
A 0,5 Al
A 2 A2
B 0,5 B1
B 2 B2

=  Pouzité chemikalie pro systém A:

Enrichment Reagent VCR-1
Enrichment Reagent VCR-2
ddH>O

Lysis Solution SE (protokol A1)
Lysis Solution SEP (protokol A2)
Proteinase K

Binding Solution SBS

Washing Solution GS

Washing Solution BS

RNase-free Water

= Pouzité chemikalie pro systém B:

Enrichment Reagent VCR-1
Enrichment Reagent VCR-2
ddH>O
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Lysis Solution GS
Proteinase K

Binding Solution VL
Washing Solution GS
Washing Solution BS
RNase-free Water

Princip kitu PME free-circulating DNA extraction kit je zalozen na tzv. Polymer Mediated
Enrichment (PME), ¢imz se odliSuje od piedchozich dvou. V prvnim kroku se volna
cirkulujici DNA zachyti na specialni polymer, a tim dojde k jejimu nabohaceni. Nasleduje
standardni lyzacni krok, ktery se krom¢ pouzitych lyzacnich roztoka shoduje u vSech ctyfech

protokoll. Posledni fazi je klasicka eluce cfDNA.

Dale jsem pro zjednoduseni popsala postup protokolu A1. Ostatni tfi protokoly jsou shodné,
pouze se li§i v nékterych pouzitych typech a objemech chemikalii, pfipadné€ v délce inkubace

a podminkéch centrifugace.

V prvnim kroku jsem do oznacené mikrozkumavky o objemu 1,5 ml napipetovala 500 pl
plazmy a 30 pl Enrichment Reagent VCR-1 a kratce zvortexovala. Poté jsem piidala 150 pl
Enrichment Reagent VCR-2, zvortexovala a nechala inkubovat pfi laboratorni teploté
1 minutu. Po inkubaci jsem zkumavku centrifugovala 21 200 x g 3 minuty. Nasledné jsem
velmi opatrné odpipetovala supernatant, aby se neposkodila vznikla peleta. V dal$im kroku
jsem k peleté ptridala 1 ml ddH>O, tfikrat otocila zkumavku tam a zpét a centrifugovala
maximalni rychlosti 3 minuty. Poté jsem opét opatrné odpipetovala supernatant. K pelete
jsem napipetovala 400 pl Lysis Solution SE a rozpustila ji opakovanym nasavanim.
Nasledné jsem piidala 50 pl Proteinase K, fadné zvortexovala a dala inkubovat na 15 minut
pfi teplot¢ 70 °C. Po dobu inkubace jsem zkumavku 3x zvortexovala a nakonec kratce
centrifugovala. K lyzatu jsem dale ptidala 400 pl Binding Solution SBS a peclivé promichala
nasavanim tam a zpét. Poté jsem postupné celou smés pienesla na kolonku (Spin Filter)
vloZenou do sbérné zkumavky a centrifugovala pfi 11 000 x g 1 minutu. Po centrifugaci jsem
na kolonku napipetovala 500 pul Washing Solution GS, centrifugovala pfi 11 000 x g
1 minutu. Nésledn¢ jsem tento krok provedla s 650 pul Washing Solution GS a poté s 650 pl
Washing Solution BS. Posléze jsem kolonku pienesla do nové sbérné zkumavky
a centrifugovala 21 200 x g 3 minuty, abych se zbavila veskerého ethanolu z Washing

Solutions. Nakonec jsem pienesla kolonku do eluéni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml,
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napipetovala na ni 30 ul RNase-free vody nahiaté na 70 °C a nechala inkubovat pfi
laboratorni teploté 2 minuty. V poslednim kroku jsem kolonku centrifugovala pii 11 000 x g

1 minutu, ¢imz jsem ziskala eluci obsahujici cfDNA.

3.3.2.1 Precisténi cfDNA

Precisténi cfDNA jsem provadéla za pouziti izola¢niho kitu QIAamp® MinElute® Spin Kit.
Vstupnim materidlem byla jiz vyizolovana cfDNA, ktera se zpracovavala stejn¢ jako plazma
pii izolaci cfDNA s témito odliSnostmi: objem vstupniho materidlu — 30 pl namisto 650 pl,
objem pufru AL - 200 pl namisto 650 pl, objem ledového ethanolu - 250 ul namisto 750 pl
a absence proteinazy K. Pouzité pfistroje a chemikalie se shodovaly s té¢mi pti klasické

izolaci cfDNA z plazmy.

3.3.3 PCR s naslednou tvorbou heteroduplexu

Pouzité pristroje:

e Streamline® Polymerase Chain Reaction Cabinet (Esco Micro, Singapur)

e Vortex mixer VV3 (VWR International,USA)

e Vortex Reax Top (Heidolph Instruments, Némecko)

e Mikrocentrifuga Ministar Silverline (VWR International, USA)

e Mikrocentrigufa Minispin (Eppendorf, Ceska republika)

e Minicentrifuga MiniStar (Tomos Life Science Group, Sanghaj)

e Minicentrifuga Ministar Silverline (VWR International, USA)

e Termocyklér PTC-100 PCR Programmable Thermal Controller 96-Well (MJ
Research, USA)

e Termocyklér T1 Thermoblock (Biometra, Némecko)

e Termocyklér T-Personal Combi (Biometra, Némecko)

e Termocyklér C1000 Touch (Bio-Rad, USA)

Po izolaci genomové DNA z nadorové tkdng, ¢i cfDNA z plazmy jsem provedla PCR reakci.
PCR je zkratka pro polymerazovou fetézovou reakci, pii které cyklicky dochazi k denaturaci
dvousroubovice DNA, navazani paru primera (annealingu) a nasledné polymeraci, coz vede

k amplifikaci (namnoZeni) vybraného Useku DNA. Teplota annealingu se méni dle

34



analyzovanych markert a podle ni jsou pro jednotlivé markery nastavené PCR programy.

Podminky PCR programt v termocykléru jsem uvedla v Tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky PCR programu v ramci amplifikacni reakce.

Krok Teplota Cas Pocet cykla
1 95 °C 5 min 1
2 94 °C 30s
viz annealing
3 teplota v Tabulce 30s 34
3
4 72 °C 1 min
5 72 °C 10 min 1
6 15°C 0 1

V PCR mistnosti jsem si nejprve pfipravila potiebné mnozstvi mikrozkumavek o objemu
0,2 ml a z mraziciho boxu vyjmula v§echny chemikalie, které tvoti PCR reak¢éni mix a kratce
je zvortexovala. Jednotlivé komponenty PCR reakéni smési jsou fluorescenéné znafené
primery (pravy a levy), (Sigma Aldrich, Némecko), PCR Ultra Pure H,O (Top-Bio, Ceska
republika), PPP Master Mix, jehoz soucésti je Taq polymerdaza, MgCly, Tris-HCI,
(NH4)2S04, Tween 20, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, barvivo, stabilizatory a aditiva (Top-Bio,
Ceska republika). Objemy jednotlivych komponent jsem si pfedem vypogitala na konkrétni
pocet vzorkll. Pfipraveny mix jsem kratce zvortexovala a centrifugovala a nasledné
rozpipetovala do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml Spickami s filtrem po 9 ul, pokud se
jednalo o PCR reakci, kde byla templatovd DNA z nadorova tkané, nebo po 14 ul v ptipadé
cfDNA z plazmy. K této smési jsem poté napipetovala ve sterilnim PCR boxu stanovené
mnozstvi templatové DNA, coZ je u naddorové DNA 1 ul a u cirkulujici volné DNA 6 pl.
Celkovy objem PCR reakcniho mixu tedy €inil 10 pl u nadorové DNA a 20 pl u cfDNA
z plazmy. Tento mix jsem kratce zvortexovala a centrifugovala. Poté jsem zkontrolovala,
jestli nejsou v mikrozkumavce pfitomné vzduchové bubliny, pfipadn€¢ znovu
zcentrifugovala a vlozila vSechny vzorky do termocykléru, kde jsem nastavila konkrétni
PCR program pro dany marker. Kromé analyzovanych vzorki jsem jesté soucasné provedla
PCR reakce dvou kontrolnich vzorkll. Jako prvni kontrolni vzorek slouzila DNA
s potvrzenou negativitou na sledovanou mutaci (pozitivni kontrola wild-type). Druhym
kontrolnim vzorkem byla tzv. negativni kontrola, coZ je PCR reakce, do které¢ se misto

templatovée DNA ptidava voda.
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3.3.3.1 PCR reakce nadorové DNA a cfDNA

U kazdého vzorku néadorové tkané jsem provadéla PCR amplifikaci vybranych tseka 8
markerd. Jak jsem jiz zminila v uvodu, jedna se vybrané useky protoonkogenti a tumor
supresorovych genli, ve kterych se u kolorektdlniho karcinomu nejcastéji vyskytuji
somatické mutace. Seznam markert a jejich pfislusna annealing teplota viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Seznam markerii, jejich vySetrovanych oblasti a délek PCR produktii s prislusnymi
annealing teplotami.

Gen Exon Analyzované kodony Délka PCR Annealing
(marker) produktu (bp) | teplota (°C)
KRAS 2 12,13 112 54
TP53 5 170-187 107 66
6 187-224 169 61
7 225-261 160 61
8 262-307 151 61
APC 15 1290-1335 136 62
PIK3CA 9 542 106 63
BRAF 15 600 230 59

3.3.3.2 Tvorba heteroduplexu

Ihned po skonceni PCR amplifikace jsem na termocyckléru nastavila teplotni program pro
tvorbu heteroduplexti viz Tabulka 4. Pii tomto programu dochazi k denaturaci molekul
dvoufetézcové DNA vysokou teplotou a nasledn¢ k pomalému ochlazovéni, coz ma za
nasledek jejich reasociaci. V ptipadé€, Ze neni ve vzorku pfitomna mutace, vznika molekula
puvodni dvoufetézcové DNA, tzv. homoduplex. Pokud mutace pfitomna je, dochazi ke
kombinaci mutovaného a nemutovaného fetézce, ¢imz vznika v molekule DNA oblast
nekomplementarity, tzv. heteroduplex. Vysledna smés je nasledné analyzovana a separovana

pomoci denatura¢ni kapilarni elektroforézy.

Tabulka 4: Teplotni program pro tvorbu heteroduplexii.

Krok Teplota Cas Pozn. Pocet cykli
1 95°C 8 min
2 65°C 30min |y okies teploty 0 0,10 °C 1
3 15 °C - za sekundu
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Obrazek 7: Zndzorneéni tvorby a separace heteroduplexii. Prevzato z: Benesova, 2007.

Hetl, Het2 — heteroduplexy, Homl, Hom2 — homoduplexy

3.3.4 Denatura¢ni kapilarni elektroforéza

Pouzité pristroje:

e DNA analyzator ABI PRISM 3100, 16 kapilar (Applied Biosystems, USA)
e Vortex Reax Top (Heidolph Instruments, Némecko)

e Minicentrifuga Ministar Silverline (VWR International, USA)

e Centrifuga Universal 32 (Hettich, Némecko)

Pouzité chemikalie:

e Demineralizovana voda (Watrex, Ceské republika)
e CE Running Pufr (Carolina Biosystems, Ceska republika)
e POP-7™ polymer (Carolina Biosystems, Ceska republika)

Denaturacni kapiléarni elektroforéza (DCE) slouZi k detekci somatickych mutaci ve vzorcich
(PCR produktech) vzniklych po aplikaci programu tvorby heteroduplext. Princip spo¢iva
v separaci homoduplext a heteroduplexti na zdkladé jejich rozdilnych denaturacnich teplot
a vlastnosti. Pfi vhodné teploté nejprve nastavd postupné rozevirani dvoufetézcovych
molekul DNA obsahujicich heteroduplex, coz zplsobuje jejich zpomaleni v pribéhu
elektroforézy. Denaturace a ndasledné zpomalovani homoduplexnich dvoufetézcovych
molekul diky jejich plné komplementarit¢ probiha v mensi mife, a tak dochazi k jejich

separaci.
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Podminky DCE analyzy jsou specifické pro analyzovany marker a souvisi s jeho sekvenci
a denatura¢nimi vlastnostmi, viz Tabulka 5. Jak se nasledn¢ vyhodnocuji a interpretuji

vysledky analyzy metodou DCE jsem popsala v dalsi kapitole 3.5.5.1.

Tabulka 5: Podminky DCE analyzy pro jednotlivé markery.

Podminky DCE
Gen (marker) teplota (°C) davkovani — PCR davkovani — PCR
produkty z tkaiiové DNA | produkty z cfDNA
KRAS 50 2kV 10s 5kV 50s
TP53 58 3kV 20s 5kV 50s
52 3kV 20s 5kV 50s
52 3kV 20s 5kV 50s
56 3kV 20s 5kV 50s
APC 52 2kV 10s 5kV 50s
PIK3CA 48 2kV 10s 5kV 50s
BRAF 48 2kV 10s 5kV 50s

Ptiprava 96 jamkové desticky, kterou jsem vkladala do DNA analyzatoru, spocivala nejprve
v nafedéni PCR produktil, pozitivni kontroly wild-type a negativni kontroly v fedici desti¢ce
a nasledném napipetovani téchto vzorki do 96 jamkové desticky, do které jsem pfedem
napipetovala vodu o pfislusném objemu pro pozadované finalni fedéni viz Tabulka 6.

Vsechny vzorky jsem pfed pouzitim kratce zvortexovala a centrifugovala.

Tabulka 6: Redéni jednotlivych typii vzorkii do DNA analyzdtoru pro DCE analyzu.

Redéni
fedici desticka 96 jamkova desticka do DCE
Typ vzorku objem

objem objem v .| vzorkuz objem finalni

vzorku vody Fedéni redici vody Fedéni

desti¢ky

1 pl 99 ul 100x 1 pl 9 ul 1000x

PRwt 1l 49ul | 50x 1l 99 ul 5000x
PCR produkt z 1 ul 99 ul 100x 1 pl 9 ul 1000x
tkanové DNA 1 ul 49 ul 50x 1 ul 99 ul 5000x
PCR produkt z 1 ul 9 ul 10x 1 ul 9 ul 100x
cfDNA 1 ul 49 nul 50x 1 pl 9l 500x
NK 1 pl 9 ul 10x 1 pl 9l 100x

1 pl 49 ul 50x 1 pul 9 ul 500x
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Poté, co jsem méla vSechny vzorky spravné natfedéné v 96 jamkové destice, jsem ji
zvortexovala a vlozila do DNA analyzatoru. Ten jsem nastavila v zavislosti na vysetfovaném

markeru viz Tabulka 5.

3.3.5 Vyhodnoceni vysledki

3.3.5.1 Vyhodnoceni elektroferogramii

e PocitaCovy program:

GeneMarker ®, verze 4.2.2 (SoftGenetics, USA)

Vyhodnoceni vysledkii z denaturacni kapilarni elektroforézy jsem provedla pomoci
pocitatového programu GeneMarker ®, ve kterém jsem si vzdy oteviela piislusny soubor
s pozadovanymi vzorky. Vystupem byl tzv. elektroferogram, podle kterého jsem
vyhodnotila, zdali je vzorek na mutaci v daném markeru pozitivni, ¢i negativni. V pifipadé,
ze byl na elektroferogramu pfitomny pouze jeden pik, znamenalo to, ze byl detekovan jeden
typ molekuly DNA, tzv. homoduplex wild-type, a vzorek byl negativni, tzn.
v amplifikovaném useku daného genu nebyla pfitomna mutace (Obrazek 8a). Pokud byly na
elektroferogramu pfitomné Ctyfi piky, znamenalo to, Ze byly detekovéany ctyfi rizné
molekuly DNA, a to tzv. homoduplex wild-type, homoduplex mutant a 2 heteroduplexy, tim
padem jsem vzorek vyhodnotila jako pozitivni, tzn. byla pfitomnd mutace v daném useku

vySetfovaného genu (Obrazek 8b).
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Obrazek 8: Ukazky elektoferogramii. Autor.
Obrazek 8a — negativni vzorek (wild-type), Obrazek 8b — pozitivni vzorek, mutace v genu KRAS
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3.3.5.2 Vypocet procentualniho zastoupeni mutované frakce

U optimaliza¢nich experimenti jsem potiebovala zjistit, jaké procento z celkové
vyizolované cfDNA tvoii ctDNA. Frakci mutovanych alel (MAF) jsem vypocitala ze vzorce
zalozeném na odectu vysek jednotlivych piki ziskanych denaturacni kapilérni

elektroforézou viz Rovnice 1.

Rovnice 1: Vypocet procentudlniho zastoupeni frakce mutovanych alel (MAF).

HOMMut + HET12+HET2
x 100

HOMwt+ HOMmut + HET1+ HET?2

HOMmut oznacuje vysSku piku mutovaného homoduplexu odectenou z elektroferogramu.
HOMwt oznacuje vysku u nemutovaného homoduplexu (homoduplex wild-type) a HET1,
HET2 jsou vysky heteroduplexii. Celou rovnici jsem vynasobila stem, abych ziskala

procentudlni vyjadieni.

Pti stanoveni MAF bylo na zékladé vysledkt u nékterych vzorkd nutné optimalizovat fedéni

vzorku a podminky DCE analyzy, aby byl vypocet u konkrétniho vzorku co nejptesné;si.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace izolace a zachytu ctDNA

4.1.1 Porovnani izolacnich kita

V prvni ¢asti optimalizace jsem porovnavala 6 izolacnich protokoll za pouziti 3 riznych
komer¢nich kiti, které se kromé postupti, chemikalii a kolonek liSily 1 ve vstupnim objemu
plazmy, viz Tabulka 7. Hodnocenymi faktory byly vytézek cfDNA a zachyt ctDNA, pficemz
cilem bylo vybrat protokol vykazujici nejvyssi zastoupeni ctDNA v celkové cfDNA.
Testovala jsem 2 vzorky liSici se jak v mutovanych genech, tak v zastoupeni mutované
frakce. Prvni vzorek (KK470 PIV) m¢l mutované 2 markery, KRAS a TP53-8, s frakcemi
mutovanych alel 38 % pro KRAS a 28 % pro TP53-8. Druhy vzorek (KK473 PI) byl

mutovany v markeru KRAS a mél zastoupeni mutované frakce 3,4 %.

Tabulka 7: Pouzité izolacni protokoly a jejich vstupni objemy plazmy.

Oznaceni izola¢niho protokolu | Vstupni objem plazmy [ml]
Q 0,5
N 0,5
Al 0,5
A2 2
Bl 0,5
B2 2

O = komercni kit QlAamp® MinElute® Spin Kit (Qiagen, Némecko), N= komercni kit Plasma/Serum Cell-
Free Circulating DNA Purification Kit-mini (Norgen Biotek, Kanada), A1, A2= komercni kit PME free-
circulating DNA extraction kit (Analytik Jena, Nemecko), systéem A, Bl, B2= komercni kit PME free-
circulating DNA extraction kit (Analytik Jena, Néemecko), systém B

Koncentraci vyizolované cfDNA, kterou kolegyné zmeéfila na spektrofotometru, jsem
pfepocitala na vytézek nanogramii cfDNA v 1 ml plazmy. Nejvyssi hodnoty vytéZku cfDNA
dosahl u vzorku KK470 PIV izola¢ni protokol Q a u vzorku KK473 PI izola¢ni protokol N.
vytézku ctDNA, resp. zastoupeni mutované frakce, byly vysledky nejednoznaéné. U vzorku
KK470 PIV a markeru KRAS jsem provedla 4 analyzy za rlznych fedéni a podminek
davkovani, viz Tabulka 8. Vysledné procentualni zastoupeni mutované frakce uvedené
v Tabulce 10 je primérem té€chto ¢ty hodnot. Nejvyssi vytézek ctDNA mél izolacni

protokol N, naopak nejnizsi vytézek mél protokol Al.
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Tabulka 8: Podminky analyz u vzorku KK470 PIV a markeru KRAS.

Vzorek Marker | Izolaéni protokol Redéni Davkovani
Q 500x 2kV/10s
100x 3kV/30S
500x 3kV/30S
1000x 3kV/30S
N 100x 2kV/10s
100x 3kV/30S
500x 3kV/30S
1000x 3kV/30S
KK470PIV | KRAS Al 100x 2kV/10s
100x 3kV/30S
500x 3kV/30S
1000x 3kV/30S
A2 100x 2kV/10s
100x 3kV/30S
500x 3kV/30S
1000x 3kV/30S

U druhého mutovaného markeru (7P53-8) tohoto vzorku jsem primeér zastoupeni mutované

frakce vypocitala na zaklad¢ 3 analyz liSicich se v fedéni vzorku shrnutych v Tabulce 9.

Tabulka 9: Podminky analyz u vzorku KK470 PIV a markeru TP53-8.

Vzorek

Marker

Izolac¢ni protokol

Redéni

Davkovani

KK470 PIV

TP53-8

Q

100x

100x

1000x

1000x

1000x

1000x

Al

500x

500x

1000x

A2

1000x

1000x

5000x

5kV/50s

Shodné jako u markeru KRAS jsem zaznamenala nejnizsi vytéZzek ctDNA u protokolu Al,
avSak nejvyssi vytézek ctDNA byl u izola¢niho protokolu A2. U vzorku KK473 PI jsem
provedla jednu analyzu, a jelikoz byl podil mutované frakce u vSech protokolli mensi nez
3,5 %, nebylo mozné pii takto nizkém detekénim signalu piesné zastoupeni vypocitat. Pti

pouziti izola¢nich protokolt B1 a B2 byly oba vzorky ctDNA negativni.
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Hodnoty vytézki u obou vzorki za pouziti vSech izola¢nich protokolii shrnuje Tabulka 10.

Tabulka 10: Hodnoty vytézkii cfDNA a ctDNA jednotlivych izolacnich protokoli.

Vytézek cfDNA Vytézek ctDNA (MAF)
[ng /ml] [%]
Vzorek KK470PIV_| KK473PI KK470PIV KK473PI
Lzolacnt KRAS |SD | TP53-8 | SD | KRAS
protokol
Q 1120 268 407 16| 277 [ 04 | <35
N 520 530 B2 1] 254 [ 13 ] <35
Al 270 300 <3.5
A2 137.5 80 387 (16| 292 [ L1 | <35
BI 80 190 0 0 0 0 0

vy

smeérodatna odchylka

4.1.2 Optimalizace PCR reakce

Kromé¢ obecného problému s nizkym zachytem ctDNA je druhym problémem analyzy
ctDNA castd netspésna PCR reakce, coz vede k nemoznosti takové vzorky vyhodnotit,
a jsou proto oznacené jako ,,inconclusion. Druhou ¢ast optimalizace jsem tedy vénovala
navrhu experimentd, skrze které jsem chtéla zjistit, co by mohlo byt inhibi¢nim faktorem
PCR reakce, a jaké zmény v izolacnim postupu by mohly tento problém vyfesit.
postupu. Prvni hypotéza byla, Ze samotna DNA, resp. latky, které jsou navazané na jeji
strukturu, zabraiuji nasednuti DNA polymerazy ¢i jinych faktord a inhibuji PCR reakci.
Druhé hypotéza byla, Ze pouzitd DNA polymeraza neni dostatecné u¢inna. K testovani jsem
pouzila 3 jiz dfive analyzované vzorky plazmy, u kterych byla PCR reakce pti standardnim
postupu a pii pouziti 6 ul DNA do PCR reakce neuspé$na a predpokladala jsem u nich
pozitivitu ctDNA. Pfi ndvrhu experimentll, které by objasnily moZznou inhibici PCR reakce

latkami navdzanymi na DNA, jsem zvolila tyto varianty:

1. precisténi DNA (viz kapitola 3.3.2.1)

2. jedenkrat opakovani kazdého promyvaciho kroku

3. jedenkrat opakovani celé sekvence tii promyvacich kroki
4

sniZzeni objemu DNA do PCR reakce na 2 pl

Vysledky téchto experimenti shrnuje Tabulka 11.
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Tabulka 11: Vysledky experimentii v ramci testu inhibice PCR za hypotézy latek navazanych na DNA

Jjako inhibicniho faktoru.

1. varianta: 2. varianta: 3. varianta: 4. varianta:

v K Standardni precisténi 1x opakovani | 1x opakovani | 2 ul DNA do

zore postup promyvacich | celé sekvence PCR

krokt promyvani
POZITIVITA ctDNA
KK253 inc poz. inc inc inc
PI ) (MAF <3 %) ) ) )
KK242 . poz. _ . poz.
nc. (MAF 4 %, nc. nc.
PVI SD 0.6) (MAF <3 %)
KK404 . poz. . poz. poz.
PI inc. (MAF 8 %, nc. (MAF 10 %, (MAF 5 %,
SD 0,3) SD 0,6) SD 0,1)

inc. = inconclusion, poz. = pozitivni

Pro ovéteni hypotézy, zdali neni problém zpiisoben nizkou u¢innosti DNA polymerazy, jsem
testovala 2 rGzné polymerdzy, a to hot-start termostabilni DNA polymerdzu od firmy
Promega a Taqg DNA polymerédzu od firmy Qiagen. Z diivodu usetieni financnich néklada
jsem porovnani provedla pouze na dvou vzorcich a zredukovala jsem objem PCR reakce na
10 pl (3 ul DNA do 7 pl premixu), aby byla spotfeba obou polymeraz co nejnizsi. Analyzy
obou vzorkidl pfi pouziti testovanych DNA polymeraz byly Uspé$né, nicméné ve vsSech

ptipadech byly ctDNA negativni.

4.2 Analyza klinickych vzorki

4.2.1 Mutacni analyza tkanovych vzorku

U vSech 21 pacientli jsem provedla analyzu panelu mutaci ve vzorcich nadorové tkang.
Osmnact z nich mélo v tkéni pfitomnou alesponi jednu mutaci, a celkovy zachyt byl tedy
86 % (18/21). Seznam téchto pacientli je uveden v Tabulce 12. Souhrnny pocet zachycenych
mutaci byl 27, pfi¢emz u deseti pacientil byla v tkani detekovéana jen jedna mutace, u sedmi
pacientdi dvé a u jednoho dokonce tfi. Nejpocetnéjsi byly mutace v genu 7P53 detekované
13 x a tvotily tak 48 % (13/27) z celkového poctu. Na druhém misté byly mutace v genu
KRAS zachycené 7 x, a tvorily tak 26 % (7/27). Na tretim misté byl gen APC, ktery byl
v mém souboru pacientll mutovany jen 5 x, coZ je 19 % (5/27). Geny BRAF a PIK3CA byly

shodn€ mutovany jen jednou a oba tak tvotily 4 % z celkového poctu mutaci (1/27).
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Tabulka 12: Seznam pacientii s detekovanymi mutacemi v tkanovém vzorku a prislusné mutované
markery.

Cislo vzorku Lokalizace mutace
KK92 TP53 (exon 5) APC (exon 15)
KK139 KRAS (exon 2)

KK140 TP53 (exon 6)

KK145 TP53 (exon §)

KK172 TP53 (exon §)

KK180 TP53 (exon 8) PIK3CA (exon 9)

KK189 TP53 (exon 6) APC (exon 15)

KK367 TP53 (exon 5)

KK379 KRAS (exon 2)

KK463 TP53 (exon 8) APC (exon 15)

KK482 KRAS (exon 2) TP53 (exon ) BRAF (exon 15)

KK566 KRAS (exon 2) TP53 (exon 6)

KK567 KRAS (exon 2)

KK578 TP53 (exon 5) TP53 (exon 6)

KK596 KRAS (exon 2)

KK599 APC (exon 15)

KK614 KRAS (exon 2)

KK696 TP53 (exon 6) APC (exon 15)
4.2.2 Zachyt ctDNA

Skupina 18 pacientli s mutacemi v tkanovém vzorku byla néasledn¢ vhodna ke sledovani
téchto mutaci ve vzorku plazmy odebrané tésné pred operaci (PI). U jednoho znich
nebyl nabér plazmy PI k dispozici, a tak jsem celkovy zachyt ctDNA provedla ze skupiny
17 pacientl. Z nich bylo 11 c¢tDNA pozitivnich (méli detekovanou mutaci v DNA) a zachyt
ctDNA byl tedy 65 % (11/17).

4.2.3 Radikalita operace vs. ctDNA

Korelaci mezi radikalitou operace a zdchytem ctDNA po operaci jsem provedla na souboru
pacientd, ktefi meli nabér plazmy PI ctDNA pozitivni a méli k dispozici nabér plazmy PIII.
Z téchto pacientil ani u jednoho nebyla provedena kurativni resekce RO, viz kapitola 1.2.2.1.
Naopak nejveétsi skupinu (6) tvoftili pacienti s radikalitou operace R1, viz kapitola 1.2.2.1,

a z nich byli pozitivni na pfitomnost ctDNA v PIII plazmé 2, coZ odpovida zachytu
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33 % (2/6). Dalsi skupinou byli 3 pacienti s radikalitou operace R2b, viz kapitola 1.2.2.1,

a vsichni 3 byli ctDNA pozitivni i po operaci, coz odpovidéa zachytu 100 % (3/3), viz Tabulka

13.

Tabulka 13: Radikalita operace a pritomnost pooperacni cirkulujici nadorové DNA.

— Nabér PI | Nabér PIII
X Radikalita N ,
Cislo vzorku (pred (po Zachyt
operace : :
operaci) operaci)
KK92 R1 1 +
KK180 R1 + -
KK367 R1 + -
2/6 (33 %)
KK482 R1 s +
KK596 R1 + -
KK599 R1 1 -
KK92 R2b s +
KK578 R2b s + 3/3 (100 %)
KK696 R2b s +

4.2.4 Follow-up pacientii

Kritéria dlouhodobého follow-upu spliovali 3 pacienti. U prvniho pacienta (KK140)

korelovala ctDNA v pribéhu celého sledovani, kdy mél pozitivni ctDNA pted operaci

a vSechny nésledné nabéry ctDNA negativni pfi remisi (stav bez znamek nadorového

onemocnéni) dle zobrazovacich metod. Grafické znazornéni viz Obrazek 9.

pozitivita
ctDNA - MAF
[%]

operace, ——* ?_.
RO 6 —

KK140, mutovany marker: TP53

remise
dle CT

remise
dle UZ

remise dle
PET-CT

Obrazek 9: Korelace klinického stavu a ctDNA u pacienta KK140.

CHT- chemoterapeuticka lécba, CT- vypocetni tomografie, UZ-ultrazvuk, CEA- karcinoembryonalni antigen,
PET-CT - pozitronovad emisni tomografie a vypocetni tomografie.
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Druhy pacient (KK172) mél prvni 2 nabéry plazmy ctDNA pozitivni a nésledné byl po

zbytek follow-upu stale ctDNA negativni. Grafické zndzornéni viz Obrazek 10.

KK172, mutovany marker: TP53

pozitivita
ctDNA — MAF
[%]
operace, |—» 50
R2b s @
a0 |
35 —
30— BCHT
25 —
20 —
15 |
10 —
5 |
01 8 14 15 5 33

mésice

Obrazek 10: Korelace klinického stavu a ctDNA u pacienta KK172.

BCHT-kombinovanda biologicka a chemoterapeuticka lécbha.

Tteti pacient (KK367) mél pozitivni ndbér plazmy jen pted 1. operaci, nasledné nabéry
plazmy byly vSechny ctDNA negativni. Grafické zndzornéni viz Obrazek 11.

KK367, mutovany marker: TP52
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Obrazek 11: Korelace klinického stavu a ctDNA u pacienta KK367.

BCHT-kombinovana biologickd a chemoterapeuticka lécba.
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5 Diskuse

Optimalizace izolace a zachytu ctDNA

Prvnim krokem bylo srovnat 6 izolacnich protokolt a vybrat ten, diky kterému ziskam
nejvetsi frakei ctDNA. K porovnani jsem vybrala 5 novych izolacnich protokolii za pouziti
2 komerc¢nich kit pfimo urcenych k izolaci cfDNA a standardné pouzivany izolacni kit.
Jednoznacéné nejhorsich vysledkl jsem dosdhla za pouziti izolacnich protokolii B1 a B2,
u kterych byla ctDNA negativni u obou analyzovanych vzorkti. U ostatnich 4 izolacnich
protokoll byly vysledky, resp. procento mutované frakce, u obou vzorkti srovnatelné, ale
kdyz vezmeme v potaz, ze u onkologickych pacienti neni vZzdy mozné odebrat dostatecné
mnozstvi vzorku plazmy, je vyhodnéjsi izolovat z mensSiho vstupniho objemu. Tim padem
zustaly v uvahu 3 izola¢ni protokoly (Q, N, Al) se vstupnim objemem plazmy 0,5 ml,
a jelikoz ani jeden nevykazoval vyrazné lepsi vysledky, zlstaneme v rdmci rutinni praxe

u dosud pouzivaného izola¢niho kitu, ktery je ze vSech testovanych cenové nejvyhodnéjsi a

je jiz zavedeny v nasi laboratofi.

Co se tyka optimalizace PCR reakce a zhodnoceni postupt, které by mohly zabranit inhibici
reakce, se na zaklad¢ dosazenych vysledki ukazuje jako nejvice vhodna 1. varianta, tedy
precisténi vzorku, diky kterému jsem zachytila mutaci u vSech 3 ptivodné ,,inconclusion®
vzorkl. Pti precisténi dochazi zaroven i k nafedéni vzorku, a tim padem ke snizeni mnozstvi
potencidlni inhibicni latky navdzané na DNA. Pii pouhém nafedéni DNA do PCR reakce
(4. varianta), jsem mutaci zachytila u 2 vzorkl ze 3. Dle vysledka 3. varianty, kde jsem pfi
izolaci cfDNA opakovala celou promyvaci sekvenci a v jednom ptipad¢ pak zaznamenala
ctDNA pozitivitu, se zda, Ze vliv ma i samotné promyvani, ale v porovnani s celym
procesem precisténi ne tak vyrazny. Z toho vyplyva, Ze obecné nafedéni DNA sice hraje
prevazujici roli, av§ak samotné nestaci. Ukazuje se, Ze klicovou roli maji jesté 2 faktory, a
to vazba ctDNA na kolonku a jeji konecna eluce, coz se vSe spojuje praveé pii procesu

precisténi.

KdyZ se zamétime na test polymerdz, podafilo se mi, na rozdil od standardné pouZzivané
polymerazy, u obou nove testovanych polymeraz ziskat amplifikacni produkty, avSak v obou
pfipadech ctDNA negativni, coz je v dusledku horsi vysledek, jelikoz by byly vzorky

vyhodnoceny jako fale$sné negativni.
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Analyza klinickych vzorki

Ziskané procentualni zastoupeni zachycenych mutaci v jednotlivych genech u vzorkl
nadorovych tkani pacientii jsem porovnala s nejvétsi databazi somatickych mutaci
ptitomnych v lidskych naddorech Cosmic. V mém souboru mély nejvétsi zastoupeni mutace
v genu TP53 (48 %), coz tém¢et piesné koresponduje s uvedenou databazi, ve které byly
mutace v tomto genu pfitomné u 46 % analyzovanych vzorkl. U ostatnich gentli se hodnoty
procentualniho zastoupeni mutaci uvedené¢ v databazi od mych vysledka lisily, a to
nejvyrazngji u genu APC, ktery byl, dle databaze u kolorektalniho karcinomu, mutovany v
51 % vzorkil, nicméné v mém souboru byl mutovany jen v 19 % (URL2). Divodem muze

byt vysetfeni kratSiho useku tohoto genu a obecné nizsi pocet analyzovanych vzorkd.

Co se tyka zachytu ctDNA, ten se obecné u pacientii s mCRC pohybuje od 60 % do 100 %
v zavislosti na pouzité metodé a analyzovaném genu, pricemz pievazné ve studiich analyzuji
protoonkogeny s jasné¢ danymi lokusy vyskytu mutaci, a to vétSinou gen KRAS, ktery se
nejlépe detekuje diky majoritnimu vyskytu mutaci ve 2 kodonech, na které se pfi analyze
zamétuje, a dale gen BRAF s nejéastéjsi mutaci VO0OOE v exonu 15 (Spindler, Pallisgaard,
Vogelius, & Jakobsen, 2012; Taly et al., 2013; Bettegowda et al., 2014; Thierry et al., 2014;
Tie et al., 2015; Bachet et al., 2017; Thierry et al., 2017). Tumor supresorové geny se
vySetfuji mén€ z divodu mozného vyskytu velkého mnoZstvi neznamych mutaci kdekoli
v sekvenci, které tak nelze detekovat metodami zalozenymi na qPCR, u kterych je potieba
znat vySetfovanou mutaci. Zde se odkryva vyhoda metody DCE, ktera detekci tumor
supresorovych genii spoleéné¢ se sekvenacnimi metodami umoziuje, jelikoz se pii ni
detekuje jakdkoli mutace pfitomna v amplifikovaném useku genu a neni tedy tfeba znat
konkrétni sekvenci mutace. Vysledny zachyt ctDNA v mém souboru pacientti byl 65 %, tedy
mirné nad spodni hranici, ale je potieba vzit v ivahu, Ze pievazovaly vzorky s mutacemi
v tumor supresorovych genech, kde byl zachyt 60 % (6/10). V ptipad¢€, Ze bych pocitala
pouze zachyt ctDNA u protoonkogentl, zvysil by se na 71 % (5/7).

Stejné jako v jinych studiich jsem vyuzila vlastnosti ctDNA jakoZto dynamického markeru
k ovéfeni radikality provedené operace a ke v€asnému zachyceni progrese ¢i rekurence
onemocnéni. JelikoZ standardni zhodnoceni radikality operace histologickym vySetfenim
resekatu a zobrazovacimi metodami ¢i tumorovymi markery neni dostatecné citlivé, analyza
ctDNA by tak mohla slouzit jako dopliikové vySetieni (Levy et al., 2012). KdyZ se zamétime

na radikalitu operace RO (v resekénim okraji se nenachazi nddorové bunky) a R1 (pfitomné
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nadorové bunky v resekénim okraji) ukazalo se, Ze zvySena pooperacni hladina ctDNA miize
onemocnéni. U takovych pacientii je tedy vhodné zkratit intervaly lékatrskych kontrol
a ptfipadné indikovat adjuvantni 1écbu (Gréavalos et al., 2009; Scheler et al., 2017). Toto
pozorovani potvrdily vysledky studie Benesové et al. (2019), kteti jako prvni uvadi korelaci
pooperacni ctDNA s radikalitou resekce R1, kdy u pacientd s pozitivni ctDNA doslo
k rekurenci v intervalu 3-7 mésict po operaci, zatimco u pacientli s negativni ctDNA az po
7 a 22 mesicich. Doba do rekurence u Sesti pacientti, ktefi byli soucasti mé prace a méli
radikalitu resekce R1 je vsouladu s vysledky této studie. Celkem doSlo k rekurenci
u 5 znich, pficemz u 2 ctDNA pozitivnich pacientli doslo k rekurenci jiz po 3 mésicich
(v jatrech) a po 3,5 mésicich (v jatrech a plicich). U ostatnich 3 pacientli s ctDNA negativni
plazmou po operaci doslo k rekurenci az po 7 mésicich v jatrech a peritoneu, 11 mésicich
v jatrech a 22 mésicich v jatrech a plicich. Ve stejné studii doséhli u radikality operace
R2 100% zachytu ctDNA, coZ se shoduje s mym vysledkem, nicméné korelaci provedli na
vetsi skuping pacientt (15), jenz byli predoperaéné ctDNA pozitivni a vSichni byli ctDNA
pozitivni i po operaci (15/15). Ve druhé dostupné studii zaznamenali nizs§i zachyt, kdy
ctDNA pozitivni byli po operaci 2 pacienti ze 3, coz je 67 % (Norcic, Jelenc, Cerkovnik,
Stegel, & Novakovic, 2016). Tento rozdil je dan pravdépodobné pouzitou detekéni metodou,
pficemz DCE metoda, kterou vyuzili ve studii BeneSové ma limit detekce 0,03 — 1 %,
zatimco metoda pouZitd ve studii Norcice, tedy qPCR zaloZena na alelové-specifické PCR

ma limit detekce 1 —2 % (Rapisuwon, Vietsch, & Wellstein, 2016).

Pokud jde o samotny follow-up, jiz bylo uk4zéno, Ze pozitivita ctDNA, respektive jeji
hladiny, Gzce souvisi s tumor burden a klinickym stavem pacienta (Levy et al., 2012;
Benesova et al., 2019). Toto jsem pozorovala u 2 pacientll ze 3. Prvni pacient (KK140) je
typickym ptikladem korelace, kdy byl pfedoperacné ctDNA pozitivni a po kurativni resekci
RO byl pti dal§im nabéru po 3 mésicich ctDNA negativni a zlstal tak po celou dobu sledovani
trvajiciho necelé 3 roky, coZ odpovidalo jeho klinickému stavu, kdy byl dle zobrazovacich
metod po celou dobu bez znamek nadorového onemocnéni. Druhy pacient podstoupil
operaci s radikalitou resekce R2b, kdy mu v téle zistaly metastazy v jatrech, ¢emuz
odpovidala pozitivita ctDNA v nésledujicim nabéru. Poté mu byla nasazena 1é¢ba, pii které
jsem zaznamenala dlouhodobou negativitu. Zde miZze ctDNA slouzit jako prognosticky
marker (Lefebure et al., 2010). Piestoze vime, Ze pacient mél pfitomné loZisko v téle, tak

nedochézelo k progresi onemocnéni, jelikoz byl stale ctDNA negativni. U tfetiho pacienta
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byly vysledky zatizené tim, Ze chybély klicové nabéry plazmy pii dvou rekurencich, takze
se jsem nemohla zhodnotit, zdali by je ctDNA zachytila ¢i nikoliv. Nicméné po druhé
operaci byl nabér 2 mésice pred rekurenci ctDNA negativni, coZ mize znamenat, ze v tuto
dobu jesté nebyla v téla ptitomna nadorova tkan, a tudiz ani ctDNA, nebo, ze pfitomna byla,
ale ctDNA jsem nezachytila. To by mohlo byt zpisobeno sledovanym markerem, mutaci

v tumor supresorovém genu 7P53, ktery je hiife detekovatelny.

S ohledem na velmi maly pocet dlouhodobé¢ sledovanych pacientii, nekompletni vysledky
a vetsi pravdépodobnost falesnych negativit z divodu analyz hife detekovatelného tumor
supresorového genu 7P53, ktery se ve vSech tfech ptipadech vyskytoval, nelze brat tyto

vysledky jako zcela relevantni.
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6 Zavér

Nejveétsim uskalim ctDNA je jeji zachyt z divodu velmi nizkého zastoupeni v celkové volné
cirkulujici DNA. Proto jsem optimalizovala izola¢ni postup, a to nejprve z hlediska vybéru
vhodného izolacniho kitu, kde se nicméné neprokazalo, Ze by jiny komercni kit
specializovany na izolaci cfDNA zachyt ctDNA vylepsil, a dale z hlediska optimalizace PCR
reakce, aby nedochazelo k ¢astym inhibicim, a tim padem k netuspéSnym analyzam. V rdmci

toho jsem vysetiovala 2 hypotézy:

1. samotna DNA, resp. latky, které jsou navazané na jeji strukturu, inhibuji PCR reakci
Tato hypotéza se jevi jako pravdépodobnéjsi. Na zaklad¢ dosazenych vysledkl se
ukazalo, Zze nejvhodnéj$im pristupem v ptipad¢ inhibice reakce je cely izola¢ni proces
zopakovat v ramci precisténi.

2. DNA polymeraza neni dostate¢né G¢inna
Tuto hypotézu je potieba dale rozvést a vyzkouset jeste jiné DNA polymerazy, které by

byly vice specifické, nez 2 testované.

V této préci jsem potvrdila ptinos ctDNA jakoZto vysoce specifického a citlivého néstroje
k potvrzeni radikality operace u pacienti s pokroc¢ilym kolorektdlnim karcinomem, a to
zejména u radikality resekce R2, a navic jeji vyuziti k predikci doby do rekurence
onemocnéni po provedeni operace s radikalitou resekce RO nebo R1. Za ptedpokladu
zlepSeni citlivosti jeji detekce by déle v klinické praxi mohla diky minimalni invazivité
jejiho vySetteni slouzit jako vhodny doplitkovy nastroj pii dlouhodobém sledovani pacientli

pro v€asny zachyt rekurence ¢i progrese onemocnéni.
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