Abstrakt:

Uvod:

Pfes celkové klesajici incidenci predstavuje kolorektalni karcinom (CRC) stale
jednu z nejCastéjSich malignit s vysokou umrtnosti. Zavedeni fluidni biopsie do
klinické praxe by zvySilo mnozstvi informaci o konkrétni nadorovém onemocnéni,
které by Iékafi mohli vyuzit pfi Ié€bé CRC. U jinych typt malignit pozorujeme rostouci
trend ve vyuzivani tekuté biopsie, konkrétné circulating tumor DNA (ctDNA), v
rliznych zplUsobech praktického vyuziti, ze kterého by v budoucnu mohli profitovat i
pacienti s CRC.

Metodologie:
Byly provedeny dvé studie, ve kterych byla k identifikaci a analyze cirkulujicich

vzacnych struktur (cirkulujici nadorové buriky a jiné cirkulujici nebunécné struktury)
pouzita platforma HDSCA (High-Definition Single Cell Assay). V prvnim Setfeni byla
pouzita prvni generace platformy HDSCA sledujici tfi markery (CK, CD45 a DAPI).
Nasledné byl stanoven pocCet nalezenych podtypl cirkulujicich bunék. Byla také
provedena analyza dynamiky poctu téchto bunék mezi provedenymi odbéry. Tyto
udaje byly nasledné korelovany s dostupnymi klinickymi udaiji, v€etné preziti pacientd
bez progrese (PFS) a celkového preziti (OS). Pfi druhém Setfeni byly pouZity dva
protokoly tfeti generace platformy HDSCA. Protokol Landscape vyuzival pro Ctvrty
imunofluorescencni (IF) kanal vimentin a CD31, zatimco protokol zaméfeny na CDX2
pro Ctvrty kanal vyuzZival CDX2 jako specificky marker pro colon a rektum. | zde byl
stanoven pocet cirkulujicich vzacnych struktur a analyza dynamiky poctu téchto
struktur mezi odbéry. Oproti prvni studii vSak byl kladen dlraz na identifikaci a popis
vzacnych podtypu bunék a struktur nalezenych diky novym markerdm v protokolu.

Vysledky:
Nase prvni Setfeni prokazalo ur€itou korelaci hladin cirkulujicich nadorovych

bunék (CTC) a preziti, ktera by mohla mit dopad na progn6zu a predikci. V ¢asovém
bodé jeden mésic po operaci koreloval vy$si pocet CTC-CKtotal/ml s hor§im OS (p
= 0,0492, HR = 1,02) a vySSi hladina HD-CTCs/ml naznacovala hor§i PFS (p =
0,0468, HR = 1,03). Podobna korelace byla zjisténa i pro dynamiku CTC mezi
C¢asovymi body. Vy8Si narist hladiny HD-CTC/ml nez 49,77 mezi vzorkem pred
resekci a vzorkem po resekci byl spojen s hor§im OS (P_BC = 0,0270, p = 0,8464,
HR = 0,99). ZvySeni CTC-Apoptotic o vice nez 12,28 bunék/ml mezi vzorky pfed a
po resekci bylo spojeno se zkracenim PFS pacientl (p = 0,0024, HR = 1,01).



Druhé Setfeni dokazalo identifikovat a popsat specifické vzacné burnky a
struktury. Nejprve byly pomoci protokolu Landscape kategorizovany dva bunécné
podtypy nejen na zakladé pfitomnosti nové pfidanych marker(, ale také na zakladé
morfologie. Pfedpokladame, Ze populace bunék s teCkovanym vzorcem exprese
CD45/CD31, ktera je morfologicky rozmanita, zejména v raznych tvarech a poméru
jader a plazmy, je populaci megakaryocyta.

Kromé toho pfedpokladame, ze buriky, které vykazuji vlaknity signal vimentinu
spolu s teCkovanym signalem CD45/31 a vyznacuiji se také vysSi mirou tvorby shlukd,
jsou populaci cirkulujicich endotelialnich bunék.

DalSi zjisténou vzacnou strukturou byly onkosomy. Z morfologického hlediska se
onkosomy vyskytovaly jak v kontaktu s blizkymi jadernymi burikami (48,91 % vSech
onkosomu), tak jako oddélena vzacna udalost (51,09 % v8ech onkosom). Po
zpracovani a centrifugaci byly nalezeny v bunécné frakci periferni krve a z hlediska
velikosti mohly byt velké jako WBC nebo menSi (~10 pym). Fenotyp onkosomu byl
homogenni v celém tvaru s rovhomérnym rozlozenim IF signalu. VétSina onkosomu
také exprimovala signal CK.

Zajimavé poznatky pfinesla také multi-assay analyza, pfi které jsme srovnavali
preparaty z jednoho vzorku pacienta zpracované dvéma zminénymi protokoly.
Napfiklad nezjisténa korelace mezi populaci CD45/CD31 z protokolu s barvenim
Landscape a populaci CD45 z protokolu s barvenim CDX2 (p = 0,645, 1 = 0,12)
znamena, ze dulezitym markerem pro odliSeni téchto populaci bunék je s nejvétsi
pravdépodobnosti marker CD31.

Zavér:

Ukazalo se, ze platforma HDSCA v sobé skryva vice informaci pro potencialni
vyuziti v klinické praxi nez jen prosty vy€et bunék epitelialniho pavodu. Cirkulujici
bunky a struktury obsahuji vétSi mnozstvi dat a informaci, které |ze dale analyzovat a
korelovat s klinickymi udaji. Pokud se to potvrdi v prospektivni studii s vétSim
souborem a vyvazenou a stratifikovanou populaci, Ize platformu HDSCA (a tedy i
tekutou biopsii) vyuzit pro vybér Iécby/odpovédi na ni a prognézu u CRC. Také jsme
ukazali, Zze neselekéni pfistup platformy HDSCA muze také zvysit porozuméni
nadorové patofyziologii rozSifenim seznamu samostatnych podtypd bunék, které
mohou ovlivihovat maligni procesy.
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