Abstrakt

Kolorektalni karcinom (CRC) je celosvétové tretim nejcastéjSim nadorovym onemocnénim — je
odpovédny za témér 10 % vSech nové diagnostikovanych nador( a je druhou nejcastéjsi pficinou
umrti spojeného s nadory v Evropé. Paleta biomarkerd pouZitelnych pro vybér vhodné terapie, cilené
onemocnéni, rizné casti nddoru mohou mit odlisné molekuldrni charakteristiky, které se mohou
ménit béhem |écby nebo progrese onemocnéni. Tyto mistni nebo ¢asové rozdily neni mozné
efektivné monitorovat prostfednictvim klasické biopsie. Pro umoznéni detekce nddorové evoluce je
potifebny neinvazivni a opakované dostupny biomarker. Tento biomarker mohou predstavovat
cirkulujici nddorové burky (CTC), jelikoZ reprezentuji solidni nador v krevnim recisti. Bylo prokazano,
Zze EpCAM pozitivni CTC maji prognosticky efekt u pacientl s CRC, ale jejich plny potencial nebyl
dosud prozkouman. SvyuZitim metody HD-SCA jsme mohli analyzovat celé spektrum CTC a
klasifikovat je jako béiné CTC (HD-CTC), CTC s mensim jadrem (CTC-Small), CTC s nizkou expresi
epitelidlniho znaku cytokeratinu (CTC-LowCK) a CTC podstupujici apoptdzu a tedy uvolnujici DNA
(CTC-cfDNA produkujici). Navic jsme detekovali a analyzovali CTC clustery (CTCC). Analyza zahrnovala
nejen morfologické charakteristiky a poCty jednotlivych kategorii CTC, ale také variabilitu poctu kopii
(CNV) na drovni jednotlivych bunék.

V prvni ¢asti této studie jsme se zaméfili na vycisleni viech podkategorii CTC a CTCC zjisténych v krvi
pacientd s CRC ve stadiu IV pfed a po chirurgickém odstranéni nadorové tkané. Cilem bylo
charakterizovat a definovat podskupinu CTC spojenou s metastdzami nebo zkracenym prezivanim. Na
rozdil od predchozich publikaci jsme nezaznamenali asociaci HD-CTC s prezitim, ale pozorovali jsme,
Ze pritomnost CTC-Small bunék v pooperaénim odbéru byla spojena s krat$im celkovym prezivanim
(0S, p = 0,040). Tato zjisténi nejsou v souladu s béznou literaturou. To mlzZe byt zplsobeno detekéni
metodou, kterd neni zaloZzend na identifikaci CTC pomoci EpCAM pozitivity, ¢i miZe byt tento efekt
specificky pro ¢eskou pacientskou kohortu.

Nicméné pocet detekovanych CTCC pred chirurgickych zakrokem byl spojen s kratsim OS (p = 0,021).
Pritomnost metastatického rozsevu do vzddlenych organd v dobé diagnostiky CRC (M1 vs. M0) byla
spojena s vyssim prlmérnym poctem bunék v CTCC (p = 0,035), coZ naznacuje, Ze vétsi CTCC mohou
byt spojeny s tvorbou metastaz.

V druhé ¢asti této studie jsme izolovali a analyzovali jednotlivé HD-CTC z pfedoperacnich nabérd a
také jednotlivé bunky z otiskovych preparatl nadorovych tkani. Po celogenomové amplifikaci jsme
vyuZili sekvenovani nové generace pro stanoveni a porovnani CNV profill. Cilem bylo studium
klonality v rdmci CTC (dvé nebo vice jednotlivych bunék vykazujicich podobné CNV) a rozliseni

agresivnich CTC od méné invaznich CTC. Ddle jsme porovnali CNV profily CTC a bunék pochazejicich



z nadorové tkané, abychom ziskali poznatky o vyvoji nadoru. Po analyze 136 individualnich HD-CTC z
11 pacientd vsSak nebyla klonalita detekovdna. Ve srovnani s tim analyza jednotlivych bunék z
otiskovych preparatl odhalila klonalitu u 83,3 % testovanych pacient(. Srovnani CNV mezi burikami
tkané primarniho nadoru a metastatickym loZiskem ukdzalo podobné klonalni profily s malymi
dodatecnymi zménami v jaternich metastazach.

Zavérem mizZeme fici, Ze se nam podafilo identifikovat a analyzovat ¢tyfi morfologicky odlisné
skupiny CTC, coz ukazuje jejich vysokou heterogenitu v CRC. Chybéjici souvislost po¢tu HD-CTC s
preZitim muaZe byt zplsobena jednak omezenimi danymi nasi kohortou, ale i také kvali moZné
nespravné identifikaci endotelidlnich bunék jako HD-CTC. Tato studie slouZi jako predbéina studie
pro budouci projekty zamérené jak na detekci CTC v rannych stadiich CRC, tak na charakterizaci CTC a

bunék v CTCC prostfednictvim multiplexové proteinové analyzy.



