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Abstrakt:

Vysetreni cirkulujici nadorové DNA (ctDNA) v periferni krvi onkologickych pacientt
nachazi v dnesni dobé stdle Sirsi uplatnéni, a to napfi¢ riznymi nadorovymi onemocnénimi.
Jedna se o kratké fragmenty DNA pochazejici z nadorové tkané, které se volné vyskytuji v
periferni krvi téchto pacientl (prevdiné v pokrocilych stadiich). Diky minimalni invazivité,
témér 100 % specificité a pomérné vysoké sensitivité u pacientl ve IV. stddiu onemocnéni
ma toto vySetfeni potencionalni klinicky vyznam zejména v ¢asném zachytu ndvratu ¢i
progrese onemocnéni po resekci tumoru (tzv. pooperacni follow-up), predikci a sledovani
odpovédi na lé¢bu a odhadu progndézy onemocnéni. Vzhledem vsak k velmi limitnim
hladinam ctDNA na pozadi vysoké koncentrace ostatnich nenddorovych fragment( v plazmé
pacientd je pro spravnou diagnostiku tohoto markeru zcela kliCova pouzitd metodika
vykazujici co nejvyssi zachyt. Ta je zpravidla zaloZzena na nalezeni mutace v tumorové tkani a
jejim nasledném prikazu v plazmé.

Tato prace je zamérena na optimalizaci izolace ctDNA a metodiky jeji detekce na
principu PCR s naslednou analyzou heteroduplexi pomoci denaturacni kapildrni
elektroforézy (DCE) s cilem dosahnout co nejvyssi zachyt mutované frakce ve vzorku plazmy.
Optimalizovanou metodou jsem vysetfila pritomnost ctDNA u tfi typd nddorovych
onemocnéni, kterymi byly kolorektdlni karcinom (122 vzork( plazmy), nemalobunécny
karcinom plic (30 vzork(l plazmy) a adenokarcinom slinivky bfisni (45 vzork(l plazmy). Na
zakladé ziskanych vysledkd jsem u pacientl s kolorektdlnim karcinomem sledovala vztah
mezi hladinami ctDNA a radikalitou resekce, ndvratem nebo progresi onemocnéni a dale
jsem pozitivitu ctDNA porovnavala s vysledky zobrazovacich metod a tumorovych markera.
U pacientll s adenokarcinomem pankreatu jsem zjistovala vyznam pritomnosti ctDNA ve
vztahu k prognéze onemocnéni a u pacientl s nemalobunécnym karcinomem plic jsem
ovérovala moznost detekce mutaci v genu EGFR v plazmé pro ucely indikace cilené biologické

lécby.

Klicova slova:

cirkulujici nadorova DNA (ctDNA), nadorové onemocnéni, mutace, izolace DNA, PCR, denaturacni
kapilarni elektroforéza (DCE), heteroduplexy, kolorektdIni karcinom, nemalobunéény karcinom plic,
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Abstract:

In current days, examination of circulating tumor DNA (ctDNA) finds new use across
different cancers. It is directed at tumor-derived short fragments of DNA present in
peripheral blood of patiens (mainly in advanced stages). Due to its minimal invasivity, almost
100 % specificity and relatively high sensitivity in stage IV patients, this approch found its
main potential clinical utility especially in early detection of disease relapse or progression
after tumor resection (i.e. post-operative follow-up), prediction and monitoring of therapy
response and estimation of prognosis. As a result of minute levels of ctDNA on a high
background of other non-tumor DNA fragments present in plasma, a suitable method
exhibiting highest sensitivity is the key for proper detection of this marker. The approach is
predominantly based on initial identification of a mutation in tumor tissue and its
subsequent detection in plasma.

The present work is aimed at optimization of ctDNA isolation and method of its
detection based on PCR amplification followed by heteroduplex analysis by denaturing
capillary electrophoresis (DCE) to achieve highest sensitivity for detection of mutated
fraction in plasma sample. | have applied the optimized protocol to examine ctDNA in three
types of cancers, namely colorectal cancer (122 plasma samples), non-small cell lung cancer
(30plasma samples) and pancreatic adenocarcinoma (45 plasma samples). Based on
obtained results in colorectal cancer patients, | have evaluated a relation between ctDNA
levels and surgical radicality, disease relaps or progression and | have also correlated with
data from imaging techniques and tumor markers. In adenocarcinoma patients | have
detected presence of ctDNA in relation to the disease prognosis and in non-small cell cancer
| have tested use of ctDNA for plasma testing of mutations in EGFR for decision on targeted

biological therapy.
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1  Uvod

Nadorova onemocnéni spolu s chorobami srdce a cév patfi mezi nejrozsirenéjsi
civilizaéni onemocnéni u nds i ve svété. V Ceské republice na nddorova onemocnéni zemre
pfiblizné 27000 obyvatel rocné a to ¢ini 23 % z celkové mortality (www.svod.cz).

Ceska republika je jednim z nejvice onkologicky zatizenych statl, a to jak
v evropském, tak bohuzel i v celosvétovém méfritku. Nejc¢astéji diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim u Zen i u muzl (vyjma onemocnéni tykajicich se pohlavnich organd) je
kolorektalni karcinom, druhym je karcinom plic, tfetim zhoubné novotvary mocového
ustroji, které jsou nasledovany melanomem a patym necastéjSim nadorem je karcinom
slinivky bfisni (Obr. 1) (www.uzis.cz).

Struktura nejcastéji hlasenych zhoubnych novotvari (ZN)u muz(  Struktura nejéastéji hlasenych zhoubnych novotvard (ZN) u Zen
v roce 2014 vroce 2014

IN abskych pohlasnich
organd [21.2%)

2N enshych pohlawnich
orgdndl |A0%)
IN Uusteho stieva
{16%)

IN Buntého stfeva
{12.2%)

Obr. 1

Rapidni ndrlst incidence novotvar( se v roce 2010 zastavil a z poslednich zdznam(
dostupnych z roku 2014 se zd3, Ze jsou hodnoty stabilizovany (DUSEK a kol. 2014). Dle
uvedenych analyz je patrné, Ze i vyvoj umrtnosti v poslednich letech stagnuje. Tyto jevy
mohou byt vysledkem zvySujici se osvéty zamérené na zdravéjsi Zivotni styl, kvalitu
konzumovaného jidla, snizeni poctu kurakd na strané jedné a stdle se zlepSujicimi
screeningovymi, diagnostickymi a lé¢ebnymi metodami na strané druhé (www.uzis.cz).

Zasadnim faktorem rozhodujicim o progndéze nadorového onemocnéni je jeho zachyt
v ¢asnych stadiich, kdy jde o lokalizované nadorové |éze bez Sifeni do blizkého ¢i vzdaleného
okoli s moznosti Uplného chirurgického odstranéni. Vzhledem vsSak k castému
bezpfiznakovému chovani onemocnéni v téchto fazich je takto diagnostikovana naprosta
mensina pacientU a to zpravidla v ramci screeningovych programu, nebo jako ndhodny nalez.
U pokrocilych stadii je pak vedle samotné agresivity konkrétniho nadoru rozhodujici vhodné

zvolena lécba (operace, radioterapie, chemoterapie, cileni biologicka lécba, imunoterapie)



(VYZULA a kol. 2017). Vedle toho je vSak neméné dllezité dlsledné sledovani pacienta i v
obdobi po skonceni [éCby tak, aby pfipadny nasledny navrat (rekurence) onemocnéni byl téz
zachycen v jeho ¢asném nastupu s moznosti dalsi [écby (SCHMOLL a kol. 2014). V soucasnosti
byva takové sledovani zaloZzeno na méreni hladin tumorovych markert (TM) a provadéni
zobrazovacich vysetreni v intervalech 6 — 12 mésicli podle typu nadoru, stadia, zvolené |éCby
apod. Soucasné zobrazovaci metody vyuZivané v takovém sledovani zahrnuji predevsim
ultrasonografii (UZ), pocitacovou tomografii (CT), magnetickou rezonanci (MR) a v mensi
mitfe pozitronovou emisni tomografii (PET) (ABDALLA a kol. 2004). Tato vySetfeni jsou vSak
relativné ndkladnd, mohou pacienty zatéZovat negativnimi vedlejSimi ucinky (radiacni zatéz
u CT, reakce na kontrastni latky u CT a PET apod.) a jejich rozliSovaci schopnost, pokud jde o
velikost detekovatelnych loZisek, je stale na Urovni desitek (UZ) az jednotek (CT, MR, PET)
milimetrd (NIEDERAUA a GRENDELL 1995). Vyrazné méné nakladna sledovani na zakladé
tumorovych markerd nemaji dostatecnou citlivost ani specificitu (RACEK a kol. 1999).

Jednim z nadéjnych prostfedkl pro zachyt pripadné rekurence onemocnéni,
monitorovani prabéhu IéCby, pfipadné stanoveni progndézy onemocnéni je minimalné
invazivni vysetfeni zaloZzené na detekci cirkulujici nddorové DNA (ctDNA — circulating tumor
DNA). Tato metoda umoznuje sledovat hladiny nadorové DNA volné se vyskytujici v periferni
krvi, kterd pochazi z primdrni |éze i pfipadnych metastaz bez nutnosti invazivniho odbéru
z nadorové tkané, a proto se pro ni v neddvné dobé vizilo univerzalni oznaceni ,tekuta
biopsie” (DIAZ a kol. 2012.).

Vysetfovani hladin ctDNA proslo v poslednich letech znaénym rozvojem a jeho
potencial uplatnéni je veliky. | z tohoto dlivodu jsem si jej zvolila jako téma pro svou
diplomovou praci, kterou jsem vypracovala v laboratofich vyzkumného Ustavu Genomac
v Praze. Metodice jsem se vénovala jiz ve své bakalarské praci, ktera méla formu reserse a
byla nasledné podkladem pro prehledovou praci vimpaktovaném c¢asopise (BENESOVA a kol.
2013). Primarnim cilem mé diplomové prace byla optimalizace metodiky pro vySetfovani
ctDNA u tfi nejéastéjsich typl nadorovych onemocnéni a jeji dovedeni do stadia rutinniho
testovani. Dalsim cilem bylo ovéfit moznosti vyuziti sledovani hladin ctDNA u onkologickych

pacientd v klinické praxi.



2 Prehled a literatura

2.1 Charakteristika a vlastnosti ctDNA

Vyzkum v oblasti molekularni onkologie se stdle vice zaméruje na nalezeni takového
biologického markeru, ktery by byl napomocen pti diagnostice, stanoveni progndzy,
sledovani priibéhu a Uspésnosti [écby nadorového onemocnéni a vcéas detekoval jeho navrat
¢i vzniklou rezistenci na podavanou lécbu (DAWSON a kol. 2013, VOLIK a kol. 2016).
Momentdlné dostupné metody (viz 2.3.2) jsou pro pacienty diky své invazivité ¢i ndro¢nosti
nepfijemné, nebo jsou financné a personalné nakladné. V poslednich letech se vkladaji velké
nadéje do volné cirkulujicich elementl vyskytujicich se v krevnim rtecisti onkologicky
nemocného pacienta zahrnujici cirkulujici nadorové bunky (CTCs) nebo cirkulujici nadorové
nukleové kyseliny typu DNA, RNA a miRNA (BROCK a kol. 2015). V této praci se z uvedeného

zaméruji na nejvice studovanou - cirkulujici nddorovou DNA (ctDNA).

2.1.1 Vlastnosti ctDNA

CtDNA jsou fragmenty dsDNA vyskytujici se v krvi pacientd snadorovym
onemocnénim. Pritomnost volné cirkulujici DNA (nejednd se o ctDNA) oznacované jako
cfDNA (cell free DNA) v plazmé a séru lidi a jeji klinicky vyznam byl popsan jiz ve ¢tyficatych
letech dvacatého stoleti Mandelem a Metaisem (MANDEL a ME'TAIS 1948). Nasledné
vyzkumy opirajici se o nové metody zjistily vysSi koncentraci cfDNA v séru pacient(
s diagnostikovanym karcinomem neZ u zdravych jedinc(l. Zajimavosti bylo zjisténi, Ze po
aplikaci chemoterapie byl detekovén pokles jeji hladiny (LEON a kol. 1977). Dalsi publikace
potvrdily plivod cfDNA z karcinom( a jeji pfitomnost u pacientl s pokrocilym nadorovym
onemocnénim (SHAPIRO a kol. 1983, STROUN a ANKER 1989). Diky technologickému
pokroku se v devadesatych letech minulého stoleti podafilo detekovat pfitomnost
genetickych alteraci v cfDNA. V té dobé byly provedeny dvé na sobé nezdvislé studie, v nichz
se potvrdila pritomnost mutovanych fragmentd RAS genl (SORENSON a kol. 1994,
VASIOUKHIN a kol. 1994), nasledovaly dalsi, v nichz se zjistila v cfDNA pritomnost dalSich
alteraci jako mikrosatelitové nestability, ztraty heterozygosity, genové amplifikace, metylace
a mutace nachazejici se v onkogenech a tumor supresorech a tyto molekularné biologické
zmény odpovidaly zménam nalezenym v nadorové tkani (Tab. 1) (CHEN a kol. 1996, SILVA a
kol. 19993, SILVA a kol. 1999b).
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Tab. 1
Detekce volné cirkulujici DNA (cfDNA) a jejich alteraci u pacientd s rlznymi typy nadorovych onemocnéni
(prevzato SCHWARZENBACH a kol. 2011)
Cancer cfONA Diagnostic Prognostic
adhider DNA integrity
Motinytaron
Micresatallite alteration
lrvant Motintation
Microsatsllite alteratiom
ONA mtegrity
Mutatior

Mitochondrial

Convical Mothndation
Virat DNA
Colorectal Mutation

DINA ntegrity

Mothylation

Hepatocallida Mothylarion
aeinome
1 ey Microwatellite aheratians
Mutatior

DINA ntegrity

Vienl DNA
Lung Mutation

Matindation

Micronatsllite stteration

Non-Hodghins Mutation
ymphofe Vienl DNA
Methndation

PINA integrity
Melanama Mutation

Maotinlation

Microsatallite aheratiom
Cvarior Methylator

[DINA integrity

Mutation

Mitochondoial
Pancreatic Mothytaron

DINA itwgrity

Mutation
Pro tale ‘l‘h"v\'.ﬂ Al

Microsatellite sttsration

DONA mtogrity

Mitochondrial

Z tohoto dlvodu se pro vysetrovani ctDNA ujal také vyraz ,tekuta biopsie, (anglicky
vyraz Liquid biopsy) (Diaz, L.A. a kol. 2012). Hlavni vyhodou tekuté biopsie ve srovnani
s ,klasickou” biopsii nddorové tkané je minimalni invazivita ve formé klasického odbéru krve.
Navic ctDNA je do krevniho recisté uvolfiovdna ze vSech nadorovych lozisek pritomnych
v téle pacienta, a tak jediny vzorek krve obsahuje kompletni mutacni spektrum vsech
nadorovych aberaci, které se u daného pacienta vyskytuji (Gerlinger a kol. 2012). Nespornou
vyhodou ctDNA jako molekularniho markeru je také jeji univerzalnost, tedy Ze lze detekovat
prakticky u vSech typl nadorovych onemocnéni. Dle uvedeného Obr. 2 je vidét, Ze nejCastéji

je ctDNA detekovana u karcinomu mocového méchyre, kolorektalniho karcinomu, jicnu a
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vajecnikd oproti tomu u mozkovych nddor( je ctDNA detekovdna nejméné, pravdépodobné

v dUsledku hematoencefalické bariéry (Bettegowda a kol. 2014.).

Obr. 2
Graf zndazornujici procentualni vyskyt ctDNA u rlGznych nadorovych onemocnéni (upraveno podle
BETTEGOWDA a kol. 2014)

2.1.2 Puvod ctDNA

PrestozZe je studium ctDNA v popredi zajmu mnoha vyzkumnych tym(, doposud neni
zcela objasnén presny mechanismus jejiho uvolfiovani do krevniho fecisté. Existuji dva
potenciondlni, vzajemné se nevylucujici mechanismy - pasivni a aktivni (STROUN a kol. 2001)
Dle pasivniho mechanismu apoptické a nekrotické burky uvoliuji svoji mitochondridlni a
jadernou DNA do krevniho obéhu v okamziku jejich destrukce. Diky tomu se i u zdravych
jedincl objevuje cfDNA a to zejména pfi zatizeni organismu naroc¢nou fyzickou namahou
nebo pfi probihajicim zanétu, kdy dochazi k akumulaci , bunéénych necistot” véetné DNA,
ktera je nasledné uvolnéna do krevniho obéhu (BROUCKAERT a kol. 2004, VIORRITTO a kol.
2007). Toto uvolfiovani nastava bud pfimo, nebo ¢astéji prostfednictvim makrofagu, které
fagocytuji jednak neoplastické, ale i nenadorové (apoptické) buriky a fragmentovanou DNA
pak uvolnuji do periferni krve (DIEHL a kol. 2005). Nekrotické bunky, hlavni zdroj ctDNA,
vznikaji u invazivnich tumord nedokrvenim tkané s ndslednou hypoxii (CHOI a kol. 2005).
Nezhoubné nadory touto vlastnosti nedisponuji a mnozstvi produkované fragmentované
DNA je minimalni (LEEK a kol. 1999). To znamena, Ze ¢im je tumor agresivné;jsi, tim stoupad i
stupen nekrdzy a dochazi k odpovidajicimu vzestupu ctDNA. Nekrdza ale ovliviiuje i okolni
nenadorové bunky, ¢imz se vyplavuje také nenddorova DNA do krevniho obéhu a to vede

k tomu, Ze u pacientl s pokrocilym karcinomem se vyskytuje zvysena koncentrace nadorové
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i nenadorové cirkulujici DNA v plazmé. To, zda cfDNA pochazi z nekrotickych tedy predevsim
nadorovych bunék nebo apoptickych, tedy nenadorovych bunék, Ize odlisit podle velikosti
uvolfiovanych fragment(. Fragmenty DNA vznikajici nekrotizaci maji Siroké rozpéti délek od
185bp do 926bp, zatimco DNA fragmentovana presné regulovanou apoptdzou se vyskytuje
vidy v pomérné uniformnich velikostech od 185bp do 200bp (Obr. 3) (GIACONA a kol. 1998,
JAHR a kol. 2001). Z nedavnych studii vSak vyplyvd, Ze velikost fragmentl ctDNA se m(iZze u
raznych typl nadort i rGznych pacientl velmi lisit, kdy hlavni frakce se vétSinou pohybuje ve

velikostech 145 bp a méné (HEIDARY 2014, UNDERHILL a kol. 2016).
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Obr. 3a — Znazornéni likvidace nekrotické nadorové buriky makrofagem a uvolnéni jejich nestejné
velkych DNA fragmentl do krevniho fecisté

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

Obr. 3b — Znazornéni likvidace apoptické buriky makrofagem a uvolnéni jejich stejné dlouhych DNA
fragmentl do krevniho recisté

Ve sliznici tlustého stfeva (1) se nachazi vrstva normalniho epitelu (2), z niZ se uvolfiuje burika jdouci
do apoptdzy. Zté vznikaji apoptické castice (3), které zachyti makrofdg svymi panozkami (4).
Z pohlcené c¢astice vznika fagozom (5), se kterym splyne lysozom (6) za vzniku fagolysozomu (7). Poté
jsou natravené Castice apoptickych bunék véetné DNA o stejnych velikostech (8) uvolnény do svého
okoli (9).

14



Za aktivni mechanismus uvolfiovdni je povaZovana produkce ctDNA Zivymi
nadorovymi burikami s cilem ovlivnit transformaci bunék vyskytujicich se ve vzdalenych
oblastech, tedy jev zvany genometastaza. Tuto hypotézu potvrdil GARCIA-OLMO a kol.
(2010) na experimentu, ve kterém pftidali plazmu od pacienta s kolorektalnim karcinomem
s pozitivni KRAS mutaci ke kultufe nenadorové bunécné linie NIH-3T3. Po kultivaci detekovali
v bunkach NIH-3T3 mutovanou formu KRAS genu a poté, co byly tyto bunky injektovany
do imunodeficientni mysi, se u ni rozvinul nddor s detekovanou lidskou mutovanou sekvenci

genu KRAS.

2.2 Detekce ctDNA

Aby doslo k Uspésné analyze pritomnosti ctDNA v plazmé, musi byt vhodné zvoleny
metodicky postup skladajici se ze tti zakladnich krokd. Prvnim je zpracovani odebrané krve
tak, aby nedoslo k hemolyze krevnich bunék a nasledné kontaminaci plazmy DNA pochazejici
z jejich jader. DalSim krokem je izolace ctDNA s co nejvyssSim mnozZstvim kvalitni cfDNA pro
nasledné molekularné-biologické aplikace. Poslednim krokem je amplifikace a vysoce citliva

detekce ctDNA.

2.2.1 Zpracovani odebrané krve

Krevni vzorek odebrany do protisrazlivého roztoku se musi zpracovat nejpozdéji 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. 2008a). Nyni jsou jiz vyrabény odbérové zkumavky
urcené primo pro odbér krve pro analyzu ctDNA (DIAZ a kol. 2016). Byly publikovany studie
zvazujici vyuziti séra (GAHAN a SWAMINATHAN 2008), ale tento material neni moc vhodny,
protozZe pfi vzniku krevniho koagula se sérum kontaminuje DNA z leukocytl, coZ potvrdil
UMETANI a kol. (2006a).

Nastaveni tihového zrychleni pfi centrifugaci krve pro zisk plazmy by nemélo
dosahovat takovych hodnot, pfi kterych vlivem pfilis vysoké odstredivé sily dojde k hemolyze
bunék a tim ke znehodnoceni vzorku. Po primarni centrifugaci se plazma muize
recentrifugovat (SU a kol. 2008), nebo prefiltrovat pres membrany o velikosti port 0,45 pum

(DIEHL a kol. 2008a). Takto oSetfena plazma se pak uchovava pfi-20°C az do doby zpracovani.
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2.2.2 lzolace ctDNA

Zakladem pro uUspésnou detekci ctDNA je zvoleni izola¢ni metody zarucujici zisk
dostate¢ného mnoistvi kvalitni DNA. MuzZe se uzit klasicka fenol-chloroformova extrakce
(BERANEK a kol. 2006), nebo komeréni kity na principu membranovych kolonek.

PEREZ-BARRIOS a kol. (2016) srovnavali 3 izolaéni systémy MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isoaltion Kit | (Roche), Maxwell®RSC ccfDNA Plasma Kit (Promega) a QlAamp
Circulating Nucleid Acid kit (Qiagen). Do této studie bylo zafazeno 57 pacientl s diagndzou
karcinomu plic a tlustého stfeva ve stadiu llI-1V, validni vysledky byly ziskany od 47 pacient(.
Koncentrace vyizolované DNA byla méfrena fluorometricky a velikost ziskanych fragmentu
pomoci kapildrni elektroforézy na pristroji Agilent. Nasledné byly ve vzorcich detekovany
mutace v genech KRAS a EGFR metodou digital PCR (dPCR) (viz kap. 2.2.3). Dle dosazenych
vysledk zjistili, Ze pfi pouziti izola¢niho kitu spole¢nosti Promega ziskaji v priméru nejvyssi
koncentrace, ale u jednoho vzorku se objevila faleSnd negativita v detekci EGFR mutace.
Po analyze délky fragment(l se ukdazalo, Ze timto kitem ziskali velké mnoZstvi fragmenta
o uniformnich velikostech 150 — 200bp. Dle tohoto vysledku se zd4, Ze vyizolovand DNA
pochazi vétSinou z apoptickych bunék (UMETANI a kol. 2006b). Zbyvajici dva kity byly
v detekci mutaci presnéjsi s podobnymi procentudlnimi zastoupenimi mutantnich frakci.

Dalsi publikace porovnavajici izolacni kity je z roku 2009, kdy byly taktéz porovnavany
3 izolacni kity: NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel) a Wizard (Promega) a Qiamp DNA
Micro Kit (Qiagen). V této studii pouzili metodu dle UMETAN a kol. (2006b), ktera vychazi
zrozdilnych  velikosti fragmentd cfDNA na zdkladé svého wvzniku (apoptdza
vs. nekrdza) (GIACONA a kol. 1998). Ve své praci zjistovali mnoZstvi obou typ cfDNA pomoci
PCR v readlném case a to tak, Ze amplifikovali dva rlizné dlouhé fragmenty Alu sekvence
o velikostech 115bp a 247bp. Alu 115 zachycovala koncentraci kratkych fragmentl DNA
pochazejicich z apoptickych, tedy nenadorovych bunék, a zarovenn i DNA fragmentQ
pochdzejicich z bunék nadorovych, zatimco Alu 247 zachycovala koncentraci pouze nadorové
DNA. Naslednym pomérem Alu247/Alul15 vypocitali koncentraci DNA pochdazejici pouze
z nddorovych bunék. Na zakladé toho zjistili, Ze zatimco kitem NucleoSpin Plasma ziskali
nejvétsi koncentraci celkové cfDNA, pro zisk fragmentl pochazejicich z nddorovych bunék je

vhodnéjsi vyuzit kit QiampDNA Micro Kit (KUANG a kol. 2009). Nicméné na zakladé novych
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skute¢nosti (viz kap 2.1.2) se da usuzovat, Ze vysledky z tohoto experimentu nemusi byt

spravné.

2.2.3 Metody analyzy ctDNA

S vyvojem vysoce citlivych molekularné biologickych metod nabyla analyza ctDNA
novych rozmér(. PUvodni kvantitativni analyza byla postupné zcela nahrazena analyzou DNA
alteraci. Kvantitativni analyza je zaloZena na porovnani koncentrace cfDNA v plazmé
pacientd a zdravych jedinc (BONI a kol. 2007). ZvySenad hladina u pacientli ukazuje
na pritomnost nadorového onemocnéni. Celkové mnozstvi cfDNA se zjistuje napf. pomoci
kvantitativni PCR v redlném case amplifikaci Alu sekvenci nebo jinych markerd jako je B-
globin, B-actin (VAN DER VAART a PRETORIUS 2010). Tato metoda miZe mit vysokou
senzitivitu, ale pomérné nizkou specificitu (amplifikovany jsou nadorové i nenadorové
fragmenty DNA). Proto se tento zplsob prikazu ctDNA jiz nevyuziva a zcela se preslo na
detekci pomoci nadorovych DNA alteraci (marker(). Nejjednodussi varianta zahrnuje
nalezeni markeru v primarnim tumoru ¢i metastaze a nasledované detekci stejného markeru
vizolované cfDNA. Nejéastéji pouzivanymi markery jsou aberace typické pro tumorovou
DNA - jednobodové mutace ¢i kratké delece protoonkogend a tumor supresorovych gendq,
rozsahlé delece a DNA hypermetylace promotorli tumorsupresorovych gen(
(SCHWARZENBACH a kol. 2011).

Detekce rozsadhlych deleci probihda pomoci analyzy mikrosatelitnich markert
metodou LOH (loss of heterozygosity). Tato metoda ma znacnd omezeni, predevsim potiebu
amplifikace vétSiho mnoZstvi mikrosatelitnich markerl a obtiZznou interpretaci vysledk(
(MULLEr a kol. 2006).

Analyza hypermetylace je mozna nékolika zplsoby, jako je metylacné specificka PCR
(WONG a kol. 1999), kvantitativni nebo fluorescencéni metylaéné specifickd PCR (WONG a
kol. 2004), metylacné specificka restrikéni analyza (DELIGEZER a kol. 2003), nebo metylacné
specifickd MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), jez je diky své
jednoduchosti ¢asto pouzivanym nastrojem pro analyzu metylaci v bunécné DNA (PESEK a
kol. 2011, KRAMAR a kol. 2016). Pfestoze citlivost vyetieni hypermetylaci v cfDNA miZe byt
pomérné vysoka, specificita byva nizka. Jednim z diivod( je dynamicnost procesu metylace
DNA, kterd muze vést k rozdilnému metylacnimu stavu mezi dvéma DNA pochazejicimi ze

stejného nadoru, napf. primarni tumor vs. metastaza (WANG a DAI 2007), nebo primarni
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nador vs. cfDNA (FUJIWARA a kol. 2005). Druhym divodem je moiny vyskyt stejné
hypermetylace v primdrnim nadoru jako v nékterych zdravych burikdch, nebo v burikach
jiného nadoru (FLEISCHHACKER a SCHMIDT 2007).

Vysetfovani DNA variaci typu jednobodovych mutaci nebo kratkych deleci spociva
obvykle v tvodni PCR nasledované detekci amplifikovanych produktl. To je moZzno vysoce
sensitivnimi technikami, které jsou schopny detekovat nizké frakce nadorové DNA na pozadi
vysoké nenddorové frakce. Jedna se o klasické fluorescencni metody na principu kvantitativni
PCR s fluorescencni detekci, Denaturant Capillary Electrophoresis (DCE), digital PCR (dPCR),
nebo metody vyvinuté pfimo pro detekci ctDNA v plazmé jako BEAMing (zkratka pochazejici
ze zdkladnich komponent(: beads emulsion amplification and magnetic) a dalsi citlivé
metody typu Next-Generation Sequencing (NGS), které jsou schopny zachytit velké mnozstvi
zmén v celém genomu (QIN a kol. 2016). VSechny tyto metody se kromé vysoké citlivosti
vyznacuji, pfi vhodné zvoleném markeru, také vysokou specificitou. Dfive bylo
nepostradatelnou soucasti nalezeni nddorového markeru v nddorové tkani, nyni mohou byt
tyto metody vyuZivany i k analyze mutaci bez téchto znalosti, zejména v pfipadech, kdy je
tumorova DNA nedostupna. Recentni studie porovndvajici mutacni ndlez v nddorové tkani
a ctDNA poukazuji, Ze konkordance se pohybuje od 27 % az po 95 % dle pouzité metodiky
(SUN a kol. 2015). Zalezi tedy, na kterou z klinickych aplikaci bychom chtéli ctDNA vyuzivat.
Pro zjisténi pfitomnosti jedné mutace, napfiklad pro ucely volby vhodné |é¢by, mUZe postacit
pouze krevni vzorek pacienta, ale pro jiné aplikace, jako je napriklad hodnoceni celkového
mnozZstvi nddorové masy (tzv. tumor burding) pro sledovani ucinku terapie nebo v¢éasného
zachytu rekurence onemocnéni, je vhodné mit k dispozici vzorek nadoru, v némz je mozné
analyzovat co nejvétsi mnozstvi mutaci pro ndsledné zvyseni citlivosti zachytu ctDNA.
Kvantitativni PCR s fluorescencni detekci

Metoda kvantitativni PCR v redlném case (real-time gPCR), kterda byla poprvé
predstavena v roce 1991 (HOLLAND a kol. 1991), je prvni zcela zasadni modifikaci klasické
PCR amplifikace. Je vysledkem mnohaletého vyvoje pfistrojové techniky umoznujici detekci
zmény fluorescencniho signdlu vyzarovaného v priibéhu teplotnich PCR cykl(. Zakladem
reakce je kratka DNA sonda (cca 18—30 nt) nesouci na jednom konci fluorescencni znacku a
na druhém konci tzv. zhasedlo (quencher), neboli chemickou skupinu, kterd pohlcuje fotony
vyzarované fluorescencni znackou. Tato tvz. dudlni sonda je navrzena tak, aby hybridizovala

s PCR fragmentem obsahujicim detekovanou mutaci vzniklym v pribéhu amplifikace.
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V dUsledku 5°'-3" exonukledzové aktivity DNA polymerazy, ktera je ve smési pfitomna, je viak
takto hybridizovana sonda ihned hydrolyzovana na jednotlivé nukleotidy. Tato hydrolyza
zpusobi oddéleni fluorescencni sondy od zhasedla a vede ke vzniku fluorescencniho signalu.
JelikoZz je pfi dostateéném nadbytku dudlnich sond kaZzdy z pfitomnych DNA fragmentu
sondou hybridizovan, intenzita fluorescen¢niho signdlu Umérnd aktudlnimu poctu PCR
fragmentd pritomnych v reakci v kazdém cyklu PCR amplifikace. S vyuZzitim fluorescencéniho
detektoru, ktery je schopen pribéiné zaznamendvat Uroven signalu po celou dobu PCR
amplifikace, je tak vysledkem qPCR experimentu kfivka zvysujici se fluorescence v disledku
narustu koncentrace PCR produktu. A pravé tato kvantitativni vlastnost uvedené metodiky,
oznacované jako tzv. TagMan 5°-3" assay, otevrela zcela nové moZnosti vyuziti (HEID a kol.
1996). Nejvétsi uplatnéni nasla v identifikaci a kvantifikaci virovych a bakterialnich patogend
v mikrobiologii, sledovani minimalni rezidualni choroby u prijemcd transplantatu kostni
drené, pro rychlou detekci jednotlivych genovych mutaci apod. Diky své citlivosti nachazi své
Casté vyuziti v detekci ctDNA.

Digital PCR

Za historicky druhou zcela zasadni modifikaci pdvodni metody PCR amplifikace lze
povazovat tzv. techniku digitalni PCR (digital PCR, dPCR). Zakladem této metody je provadéni
klasické PCR amplifikace jednoho vzorku rozdélené do velkého mnozstvi reakénich smési ve
velmi malych objemech za poutziti velmi zfedéné templatové DNA tak, aby v kazdé reakéni
smési byla maximalné jedna molekula této DNA. Za prvni zminku o této metodé je obecné
povazovana publikace P. J. Sykese, ve které autofi detailné popisuji provadéni PCR
amplifikace velmi nizkych vychozich koncentraci templatové DNA (SYKES a kol. 1992). Pfi
limitnim zifedéni ma interpretace vysledku digitalni (binarni) charakter - podle toho zda
doslo, nebo nedoslo k amplifikaci Ize usoudit, zda v pivodnim vzorku byla, nebo nebyla pravé
jedna molekula templatové DNA. Pokud je zkoumany vzorek rozdélen na velké mnoZstvi
jednotlivych digitalnich PCR reakci, Ize na zakladé vysledku ,spocitat” jednotlivé molekuly
templatové DNA z plivodniho vzorku.

Jako detekéni platforma plivodné predstavené metodiky oznacované jako limitné
zfedéna PCR (limiting dilution PCR), slouzila klasicka gelova elektroforéza, coz predstavovalo
urcité omezeni, predevsim v citlivosti metody. Termin digitalni PCR byl poprvé pouzit v roce
1999 pro metodu, kterou Vogelstein and Kinzler detekovali pfitomnost mutantni formy genu

KRAS u pacientd s kolorektdlnim karcinomem. Pro detekci byl pouzit real-time PCR cyklér
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umoznujici soucasnou amplifikaci devadesati Sesti vzork( najednou (VOGELSTEIN a KINZLER
1999). Nasledny vyvoj se ubiral smérem zvySovani poctu jamek v mikrotitracnich desti¢kach
PCR termocykléru aZ do soucasnosti, kdy jsou vyvinuty specializované digitalni termocykléry
umoznuji amplifikaci az ve 24.000 nanolitrovych reaktorech soucasné (MORRISON a kol.
2006.).

A pravé soucasné provadéni amplifikace ve velkém poctu paralelné probihajicich
reakci je zakladnim poZadavkem digitalni PCR. Z tohoto d(ivodu byl pro vyvoj digitalni PCR
zasadni pokrok v oblasti pfistrojové techniky, predevsim miniaturizované mikrofluidni
analyzy, ktery umoznil paralelné provadét PCR ve stovkach az tisicich mikroreaktor(. Navic
zcela novym pfistupem k provadéni digitdlni PCR amplifikace se stala tzv. droplet digitalni
PCR (droplet digital PCR, ddPCR), pti které PCR amplifikace probihad v tisicich az desetitisicich
kapkach emulze (HINDSON a kol. 2011). Ta je predem ptipravena z reakéni PCR smési tak,
aby kazdd kapka obsahovala maximalné jednu kopii vychoziho DNA templatu. Po probéhnuti
reakce jsou kapky postupné nasavany a jejich fluorescencni odezva je detekovdna s vyuzitim
mikrofluidniho systému obdobné jako v priitokové cytometrii.

Hlavni vyuziti nasla technologie digitalni PCR predevsim v oblasti kvantifikace velmi
nizkych koncentraci vychozi DNA jako napf. ultracitlivd detekce patogen(, zachyt nizkych
hladin mutaci v detekci ctDNA, ¢i analyza mRNA exprese na urovni jediné bunky.

BEAMing

Zajimavou metodu pro detekci mutaci v plazmé vyvinul DIEHL a kol. (2005). PCR
produkty vzniklé amplifikaci Useku DNA obsahujiciho danou mutaci smichal s magnetickymi
kulickami a smés rozptylil do biliond mikro¢dstic v emulzi voda-olej. Pak provedI| druhou PCR
reakci pomoci primerli navdzanych na magnetickych kulickach, nasledné hybridizaci
vzniklych PCR produktl s dvéma typy specifickych fluorescenéné znacenych sond (mutovana
a nemutovana sekvence, z nichz kazda byla znacena jinou fluorescencni znackou) a nakonec
kulicky analyzoval pomoci pritokové cytometrie. Vysledkem byl graf, ktery znazorrnoval

koncentraci mutovanych a nemutovanych fragmentt (Obr. 4).
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Obr. 4
Schematicky prehled postupu detekce cfDNA metodou BEAMing (DIEHL a kol. 2005)

Metodu pak aplikoval na sledovani cfDNA u pacient( s kolorektdlnim karcinomem
(KK) pfed operaci a po operaci a vysledky korelovaly s Uspésnosti chirurgické lé¢by, nebo
pfipadnou progresi onemocnéni.

Tato metoda vykazuje zatim nejvyssi senzitivitu ze vSech publikovanych praci
zabyvajicich se detekci ctDNA. V uvedené praci byla prokazatelnda nadorova frakce ctDNA
zachycena u vSech pacientll s pokrocilym KK a u vétsiny pacientli s nemetastazujicim KK,
a dokonce i u jednoho pacienta s nezhoubnym onemocnénim (adenom). | pres vysoké
finan¢ni a pfistrojové naroky je tato metoda celkem vyuzivana, jeji omezeni spociva v aplikaci
na pouze vybranou skupinu genua, ale pfi pouZiti se shoda nalezenych zmén v cfDNA a tkani
pohybuje kolem 90 % (JANKU a kol. 2015).

Next-Generation Sequencing

Od roku 2004 predstavilo nékolik spole¢nosti zcela nové pfistupy k DNA sekvenovani,
které se vyznacuji obrovskym mnozstvim osekvenovanych DNA bazi blizici se 1 miliardé
za den (MARDIS 2013). Z téchto novych technologii, které byvaji téZ ozna¢ovany terminem
masivné-paralelni sekvenovani (MPS) jsou nejvyznamnéjsi ty, které wvyuzivaji princip
sekvenovani postupnou syntézou retézce komplementdarniho k sekvenovanému Useku DNA.
Ve vyvoji metodiky nastalo nékolik vyznamnych momentl a vstoupilo do ni nékolik
vyznamnych spolecnosti. V roce 2004 spole¢nost 454 (nyni soucdst Roche) predstavila NGS

sekvenator vyuZivajici metody tzv. pyrosekvenovani (MARGULIES a kol. 2005).
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Jesté dale posunul rychlost DNA sekvenovani princip spolecnosti Solexa (nyni
[llumina) predstaveny v roce 2008 (BENTLEY a kol. 2008). Znovu se jedna o sekvenaci pomoci
syntézy DNA komplementu s tim, Ze v kazdém kroku je inkorporovdna pouze jedna baze ze
Ctyf nukleotidl, které jsou soucasné pritomny ve formé fluorescencné znacenych
reverzibilnich termindtor(. V kazdém kroku je tak identifikovana inkorporovana baze
na zakladé jeji specifické fluorescencni znacky. Nasleduje uvolnéni termindtoru
a inkorporace dal$i baze. Reakce probiha v pritokovém mikrokandlu, ve kterém proudi
jednotlivé reakéni komponenty pres pevné ukotvené fragmenty sekvenovanych useka.
Soucasné pfistroje Illlumina mohou mit i nékolik takovych kanalQ, v nichZ jsou schopné
ukotvit a sekvenovat az stotisice takovych usekl najednou, coz vede k vysledné kapacité
nékolika miliard prectenych bazi béhem jednoho nékolikahodinového béhu.

Posledni z vyznamnych metodik pro sekvenovani nové generace je tzv. polovodicové
sekvenovani, které bylo uvedeno v roce 2010 spolecnosti lon Torrent (nyni sou¢ast Thermo
Fischer). Je zalozeno na obdobném principu jako pyrosekvenovédni — béhem syntézy
komplementu nejsou detekovany pfimo inkorporované bdze, ale jejich identifikace je
provedena na zakladé monitorovani vedlejsich produktl inkorporace (ROTHBERG a kol.
2011). Na rozdil od pyrosekvenovani vSak neni sledovan vznik pyrofosfatu optickou detekci
generované fluorescence, ale je provadén zachyt uvolnéného protonu H+ pomoci
nanometrického méfeni pH miniaturnim senzorem, kterych je mozno umistit vice nez milion
na jediny Cip. Vyhodou polovodi¢ového sekvenovani je vysokd rychlost ¢teni na rozdil
od optické detekce v systémech zaloZzenych na reverzibilnich terminatorech. Naopak jistou
nevyhodou je nepresnost v oblastech homopolymernich sekvenci (napf. AAAAAATAAAAA,
kdy stejné jako v pyrosekvenovani je pocet opakujicich se bazi odvozen od celkové intenzity
signalu uvolnénych reakénich komponent).

Sekvenovani nové generace postupné pronikd z oblasti vyzkumnych projektd
do klinické praxe, a to predevsim tam, kde je tfeba soucasné analyzy mnoha cilovych
sekvenci najednou, jako je mutacni analyza vice kompletnich genl (napf. u hypertrofické
kardiomyopatie), kde vysoce paralelni pfistup vede k vyraznému snizeni ceny za kazdy
sekvenovany usek (MARDIS 2017).

Diky své citlivosti se NGS jevi pro detekci ctDNA jako ideadlni nastroj, nicméné shoda
mezi nalézanymi aberacemi v nadorové tkani a ctDNA neni vysoka a nékteré publikace

uvadéji konkordanci pouze kolem 8 % (HAHN a kol. 2017). NGS lze ale vyuzit i cilené
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na vybrané lokusy a nikoli pouze na velké mnozstvi genli v genomu. Nékteré védecké tymy
vyuzivaji toho, Ze pomoci specidlniho blokovaciho konstruktu potlaci amplifikaci
nemutované alely, ¢imz dojde k obohaceni mutantni formy (tzv. mutant enrichment) a
nasledné se tento produkt pomoci NGS osekvenuje. Tato aplikace vykazuje analytickou
citlivost pohybujici se kolem 0,002 % - 0,006 % detekce mutantni frakce (FUJII a kol. 2017).
Nevyhodou jsou ale vysoké financni i pfistrojové naroky.
DCE

Posledni z vySe uvedenych metod patficich mezi vysoce citlivé techniky detekce DNA
variaci je analyza heteroduplexl za konstantni teploty pomoci denaturacni kapilarni
elektroforézy (DCE). Jeji princip spocCivd v separaci heteroduplexd, neboli par(
nekomplementarnich bazi mezi dvéma retézci DNA liSicimi se v jednom nukleotidu (mutace).
Heteroduplexy vzniknou denaturaci dvouretézcovych molekul DNA na jednoretézcové a
jejich pomalou reasociaci, pfi které vznika jak plvodni dvouretézcovd DNA (obsahuje
homoduplexy), tak i jejich kombinace (obsahuji heteroduplexy) (Obr. 5a). K separaci takto
vzniklych DNA molekul pak dochazi v dlsledku rozdil( v jejich denaturacnich teplotach.
Pti kapilarni elektroforéze za teploty specifické pro analyzovanou mutaci se dvouretézcové
fragmenty rozeviraji nejprve v misté heteroduplexu a nasledné v celém zbytku fragmentu a
tato postupna denaturace zpuUsobi jejich zbrzdovani a naslednou separaci v prabéhu
elektroforézy. U vzorku obsahujiciho mutovanou DNA jsou pak vysledkem ¢tyfi piky (Obr. 5b)
(MINARIK a kol. 2004).

Jwild-type*  mutant Hett Het2 Hom! Hom2 Hom1 Hom2 Het1 Het2
oL thimp
tepiotni
denaturace
+ e
pormalé
AT E ochiazemn AC y AET GHC
5a 5b
Obr. 5

5a) Tvorba heteroduplext pro DCE analyzu
5b) Separace heteroduplexi pomoci DCE analyzy (pfevzato BENESOVA 2007)
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Vyuziti DCE v detekci ctDNA bylo jiz v minulosti prezentovano na nékolika nddorovych
onemocnénich napf. karcinomu pankreatu (BUNGANIC a kol. 2016) a kolorektalnim
karcinomu (MINARIK a kol. 2011, LEVY a kol. 2012). Metoda vykazuje vysokou citlivost
dosahujici zachytu mutované frakce az 0,1 %. Publikovdna byla shoda detekce mutace
v lozisku nddoru, metastatickych loziscich a ctDNA (Obr. 6) (BENESOVA a kol. 2013). Navic
jednoduchy postup je sloZzen pouze ze dvou krokd — PCR amplifikace a kapilarni elektroforézy
bez nutnosti specidlniho pfistrojového vybaveni.
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Obr. 6

PoufZiti techniky denaturacni kapilarni elektroforézy (DCE) k detekci somatickych mutaci (KRAS)

Pik oznaceny jako N odpovidd homoduplexu nemutované DNA, piky oznacené jako M odpovidaji homoduplexu
mutované DNA a dvéma heteroduplextim. Normalni tkan obsahuje pouze pik odpovidajici nemutované DNA a
Zzadné mutantni piky (A). Elektroferogramy tkéné z biopsie nadoru (B), lymfatickych uzlin (C), jaternich metastaz
a ctDNA (E) obsahuji vSechny ctyfti piky (prevzato BENESOVA a kol. 2013)

2.3 Vyuziti ctDNA v klinické praxi
2.3.1 Molekularni podstata karcinogeneze

Proto, aby se zdravd bunka zvrhla v buiiku nddorovou, musi disponovat Sesti
charakteristickymi znaky: permanentni proliferacni aktivita (nepretrzité spusténi nékteré
signalni drahy), unik rdstovym supresorim, aktivace invazivity a metastazovani, replikaéni
nesmrtelnost, indukce angiogeneze a inhibice programované bunécné smrti (apoptdzy)
(HANAHAN a WEINBERG 2011).

Pro docileni uvedenych vlastnosti je pro bufiku nepostradatelnd postupna akumulace

mutaci v genech nezbytnych pro vnitrobunécnou regulaci bunky (KAPRAS a kol. 1996). Tyto

24



geny kddujici mnoho proteind podilejicich se na bunééném rustu a proliferaci se déli do dvou
tfid, na tumor supresorové geny (napf. TP53) a protoonkogeny (nap¥. KRAS) ménici se vlivem
mutace na onkogeny (LODISH a kol. 2000). Tumor supresorové geny jsou zapojeny
do regulace bunécného cyklu a jejich hlavni funkci je pozastaveni bunky v G1 fazi nebo
inhibice jejiho rastu, dale jsou zodpovédné za opravu poskozené DNA, udrieni integrity
genomu a aktivaci apoptézy. Vniklé mutace zplsobuji ztratu jejich funkce. Onkogeny svymi
proteinovymi produkty zplsobuji transformaci normalni burnky na bunku nadorovou.
Protoonkogeny koduji proteiny, které Ize rozdélit dle svych funkénich vlastnosti na rlistové
faktory, receptorové tyrosinkindzy, nereceptorové tyrosinkindzy, G proteiny, serin-

threoninkinazy, transkripéni faktory a faktory regulujici apoptézu (KOVAR 2005) (Obr. 7).

Tumor Shbpressor Oncogene*
l 1)
l i
l l

Increased Risk of * Increased Risk of
Cancer Phenotype Cancer Phenotype
Synthesis

gt‘;)s,rc;;eni mutaci v tumor  supresorovych genech a  protoonkogenech na  bunécny
cyklus(prevzato http://missinglink.ucsf.edu/Im/cell_cycle/oncogenes.html)

Pfi postupné akumulaci mutaci dochdazi ke zméndm tkané od tzv. prekancerdznich
stadii az po pokrocilé karcinomy. Pfitomnost konkrétnich mutaci v nddorové tkani mlze byt
napomocna pri stanoveni diagndzy. Napfiklad u onemocnéni slinivky bfisni nemusi byt vzdy
rozliSena chronickd pankreatitida od nddorového bujeni a v pfipadé pozitivniho nalezu
mutované formy genu KRAS lze s uritosti fici, Ze se jedna o nadorové onemocnéni (SALEK a
kol. 2007). Nebo u kolorektdlnich |ézi Ize na zakladé nalezenych mutaci v typickych genech
urcit, v jakém stadiu se onemocnéni nachazi (Obr. 8) (FEARON a VOGELSTEIN 1990). Také
detekce konkrétnich mutaci miZe pomoci s |éCebnou strategii, napfiklad pfi detekci mutace

V600E v genu BRAF u melanomu je indikovana cilena biologicka lé¢ba (UGUREL a kol. 2017).
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Obr. 8
Karcinogeneze kolorektalniho karcinomu — Vogelsteiniv model (prevzato MINARIK a kol. 2004)

2.3.2 Diagnostika onkologickych onemocnéni

K diagnostice nadorovych onemocnéni se vyuzivaji zejména zobrazovaci metody,
hodnoty biochemickych markert v krvi ¢i molekularné genetické vySetfeni nddorové tkané.
Definitivni diagndéza se stanovuje tzv. morfologickym nebo histologickym vysSetifenim
provedeném na vzorku pochazejicim z nadorové tkané, pfi némz se potvrdi ¢i vyvrati
pritomnost nadorovych bunék. Vzorek pro toto vysetfeni se ziskd pomoci biopsie, popf.

v prubéhu operace.

2.3.2.1 Zobrazovaci metody
Mezi nejcastéji vyuzivané zobrazovaci metody patfi ultrasonografie (UZ), pocitacova

tomografie (CT), magnetickd rezonance (MR), pozitronova emisni tomografie (PET) a
endoskopie. Pomoci téchto vysetfeni se urcuje lokalizace, velikost nddoru nebo jeho
prorlstani do okolnich tkani.
Ultrasonografie

Jednd se o vySetfeni, kdy se na zdkladé schopnosti odrazet ultrazvukové viny
rozpozna struktura, funkce a zména organt jako jsou napfriklad cysty, nadory ¢i kameny.
Sonografické vysetfeni provadi Iékaf specialista. Samotna pfiprava neni slozZitd a nezatézuje
pacienta, pouze se na klZi ve sledované oblasti nanese vrstva ultrasonografického gelu.
Pfednosti ultrazvuku jdou ruku v ruce s vyvojem a vyzkumem v této oblasti, diky kterému
nyni vykazuje tato metoda vysokou diagnostickou spolehlivost a citlivost (LUKAS a kol. 2015).
Vyhodou vysetreni je cenova dostupnost a nezatizeni vySetfované osoby radiac¢nim zarenim.
Nevyhodou je nespecificnost, protoze na zakladé UZ vySetfeni nelze s jistotou urcit, zda se

jedna o maligni, ¢i benigni loZisko. Pod ultrazvukovou kontrolou se ¢asto provadi i odbér
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bioptického materialu, napfiklad v rdmci ultrasonografické endoskopie, kterd je vyuZivana
pfi diagnostice karcinomu slinivky bfisni (NEKULA a kol. 2005).
Skiagradfie

Skiagrafie je diagnostickda metoda, ktera vyuZiva rentgenové zareni pro zobrazeni
tvrdych i mékkych tkani. Principem vySetfeni je rozdilnd absorpce a rozptyl RTG zareni
v jednotlivych tkdnich téla (NAVRATIL a kol. 2005). Vysledkem je digitalni snimek.
Pro dokonalejsi zobrazeni tkani je mozné vyuzit kontrastni latky. Jedna se vétSinou o prvni
vySetfovaci metodu v diagnostice malignich onemocnéni dychaci soustavy, jejiz vyhodou je
cena a schopnost zachyceni malé zmény na mékké &i tvrdé tkani. Nevyhodou je nemoznost
zobrazeni prostorové orientace chorobného lozZiska, nespecifichost vysledku a zatizeni
pacienta rentgenovym zarenim (NEKULA a kol. 2005).

Pocitacova tomogradfie (CT) a pozitronovd emisni tomografie (PET)

Pocitacova tomografie je zobrazovaci metoda zaloZena na principu prichodu
rentgenového zareni pacientem. Vysledkem vysetieni je sada tenkych vrstev neboli fezl
z vySetfované oblasti. Nejcastéji se CT vyuZziva k vylouceni ¢i potvrzeni nadorovych lézi,
pfi diagnostice vzdalenych metastaz a hlavné pri kontrolach probihajiciho onemocnéni.
Nevyhodou vysSetreni je poddni kontrastni latky, na kterou mlze byt pacient alergicky,
a rentgenové zareni se svymi potencionalnimi mutagennimi ucinky. Nékteré studie totiz
potvrdily zvySeny vyskyt nadorovych onemocnéni u lidi podstupujicich ¢asta CT vySetfeni
(SMITH-BINDMAN a kol. 2009). Dalsi podstatnou nevyhodou CT vySetfeni je jeho citlivost.
U nékterych nador(, napf. u karcinomu slinivky, se udava nizsi schopnost detekce u utvarud
mensich nez 1,5 cm (NIEDERAU a GRENDELL 1995).

Hybridnim reSenim pro lepsi zachyt nadorovych Iézi je kombinace CT s pozitronovou
emisni tomografii (PET). PET funguje na principu detekce pozitronového zafice, ktery je
produkovan rozpadajicim se radiofarmakem. Nejcastéji vyuzivanym radiofarmakem je izotop
BF podavany ve formé [*8F]-fluordeoxyglukdzy. Tato latka se v organismu chovd podobné
jako glukdza, takze je vychytavana v mistech s aktivnéjSim metabolismem (napf. nadorové
buriky), ndsledné je metabolizovana na glukézu a vyloudena z téla ven (BELOHLAVEK a kol.
2004). Vyhodou PET je jeho vysoka diagnostickd presnost. Pfi pouziti vhodného radiofarmaka
je moZné diagnostikovat zhoubné loZisko o velikosti nékolika milimetr(i, nevyhodou je

nakladna technicka vybavenost a vysoka radiacni zatéz pro pacienta (KUPKA a kol. 2007).
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Tento systémv kombinaci s CT se vyuzivd pro detekci casnych recidiv malignit a
pfi nejednoznaénych nalezech z jinych zobrazovacich metod (KABICKOVA 2011).
Magnetickd rezonance (MR)

Jednd se o neinvazivni zobrazovaci techniku, kterd je zaloZena na rozdilnych
magnetickych vlastnostech atomovych jader rGznych prvka. Vyuziva silné magnetické pole a
elektromagnetické vinéni s vysokou frekvenci. Pro lepsi zobrazeni se pouZivaji kontrastni
latky ménici magnetické poméry (ZHI-PEI 1999). Nejcastéji se MR vyuZiva pfi onemocnéni
mozku, patefe a michy, u nadoru k prikazu i vylouceni loZiskovych |ézi a uréeni pokrocilosti
onemocnéni. Citlivost vySetfeni je takrka shodna s CT vySetifenim. Neni mozné detekovat
mensi nadorové léze a ve srovnani s CT se Castéji vyskytuji artefakty, které snizuji kvalitu
vysledku. Uplnou kontraindikaci pro vyuZiti MR je implantovany kardiostimulator pfipadné
dalsi kovové predméty v téle pacienta. MR nezatéZzuje nemocného, jelikoz je zde nulova
radiacni zatéz, vySetfeni je moiné provddét opakované, a to i téhotnym Zenam
(VALEK a ZIZKA 1996). Nevyhodou je moznd alergie na poddvanou kontrastni latku a zacileni
pouze na urcitou oblast téla.

Endoskopické metody

Endoskopie je invazivni diagnosticka metoda vyuzivana k prohlédnuti vnitrku dutych
organli pomoci endoskopu, jenz se zavadi do dutin otvory (Usta, konecnik, mocova trubice),
anebo vstupy pro tento Ucel chirurgicky vytvofenymi (laparoskopie). Podle svého vyuziti
maGZe byt endoskop tubusovy ¢i flexibilni (SPICAK a kol. 2015). Tubusové endoskopy jsou
vyuzivany na vySetreni oblasti v kratkych vzddlenostech, k nimz neni pfistup zkomplikovan
zahyby. Pro vySetieni vzdalenéjsich organu se vyuzivaji endoskopy flexibilni majici na konci
pristroje specidlni CCD Cip prendsejici obraz na monitor pocitace. Zde se mohou nachazet
specidlni klesté, kartacek ¢i aspiracni jehla umoznujici odbér tkdné z vySetfovaného organu.
Endoskopie mliZze mit zobrazovaci i kurativni vyznam, jako je tomu v pripadé kolonoskopie
(endoskopické vysetfeni tlustého stfeva). Pri provedeném vySetfeni se mohou rovnou
odstranit nalezené polypy ¢i malé nadory. Jedna se o nejsenzitivnéjsi metodu v detekci
nadoru tlustého stfeva (ZAVORAL a kol. 2011).

Vyhodou endoskopie je vysoka citlivost zvysSujici se nabytymi zkusenostmi lékare -
endoskopisty. Nevyhodou je znacCna invazivita vySetfeni a pfipadna rizika spojena

s protrzenim stfeva pfi kolonoskopii Ci jicnu pfi gastroskopii (endoskopické vysSetieni
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Zaludku) (ZAVORAL a kol. 2011). Endoskopie je taktéz vyuzivdna v kombinaci s ultrazvukem

(viz Ultrasonografie).

2.3.2.2 Biochemické nadorové markery (tumorové markery — TM)
Jedna se o latky ptfitomné v nadoru, pfipadné latky produkované malignimi burikami

nebo organismem jako reakce na nadorové bujeni. Tyto substance je moziné detekovat
kvalitativné, ¢i kvantitativné v télnich tekutinach nebo pfimo v nddorové tkani. Idedlni
nadorovy marker by mél byt produkovdn pouze malignim onemocnénim, mél by byt
organové specificky, vyskytovat se ve vysokych koncentracich, jeho mnoiZstvi by mélo
odpovidat stupni onemocnéni (RACEK a kol. 1999). Mezi nejcastéji vyuzivané onkologické
markery patfi onkofetdlni antigeny neboli latky produkované nékterymi nadorovymi
burikami (CEA, AFP, hCG, nadorové antigeny oznacované CA). DalSim stanovovanym
produktem tumoru jsou enzymy, a to hlavné ty, které se uplatiiuji pfi bunééném déleni a
jejich hladiny se zvysuji pfi nadmérné proliferaci (napf. tymidin kindza), a enzymy organové
specifické, jejichz aktivita se zvySuje pri poSkozeni nebo nddorovém postizeni organu (PSA,
PAP, LD, NSE). Jinymi nadorové specifickymi markery jsou hormony a hormonalni bunécné
receptory (estrogenovy a progesteronovy receptor, receptor pro interleukin 2, HER2/neu a
EGF). TM se vyuzivaji pfi diagnostice, stanoveni progndzy a predikci onemocnéni a sledovani
odpovédi na lé¢bu (VALIK a kol. 2008).

Nevyhodou TM je jejich nizkd specificita (zvySené hodnoty mohou byt napfiklad
spjaty s jinym nadorovym onemocnénim, prekancerézou ¢i zanétlivym onemocnénim) a
citlivost (zvySené hodnoty nejsou detekovany u vSech nemocnych, zejména v nizsich

stadiich). Vyhodou je minimalni invazivita a nizké finan¢ni naroky (RACEK a kol. 1999).

2.3.3 ctDNA jako novy biochemicky marker

V poslednich letech se pozornost v oblasti nadorovych marker(i zaméruje predevsim
na molekuldarné genetické zmény na urovni nukleovych kyselin pochazejicich z nddorové
tkané (VALIK a kol. 2008). Jednim z téchto marker(, do kterého jsou vkladany velké nadéje,
je pravé ctDNA. Vyhodou ctDNA, stejné jako u ostatnich krevnich marker(, je jednoduse
zpracovatelny vzorek, ktery je mozino odebrat v jakémkoliv odbérovém centru v misté
bydlisté pacienta a to i v kratkych casovych intervalech. DalSi nesporné vyhody jsou
aplikovatelnost na vSechny typy nadorli a moZnost detekce vSech molekuldrné-genetickych

zmén pritomnych ve vSech loZiskach v rdmci jednoho odbéru. Bohuzel, nizsi citlivost
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vySetieni doposud nedovoluje jeji vyuZiti v primarni diagnostice, ale vyznam se spatfuje v
dlouhodobém monitorovani priibéhu onemocnéni, navratu onemocnéni a urceni progndzy

Ci volby a sméru lécby (Obr. 9) (WIMBERGER a kol. 2011).

Applications of liquid biopsy :
Detection of
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Early detection 2 mutations
and monitoring - -

310 \
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Obr. 9
Znazornéni potencionalnich aplikaci vyuZiti ctDNA (prevzato BETTEGOWDA a kol. 2014).

2.3.3.1 ctDNA a monitorovadni priibéhu lécby (pooperacni follow-up a sledovdni odpovédi
na protinddorovou lécbu)
Doposud nejucinnéjsi terapii nddorového onemocnéni je chirurgické odstranéni

loZiska s ndslednym dlouhodobym sledovanim a pfipadnym véasnym zdchytem novych lézi.
V soucasnosti vyuzivané citlivé zobrazovaci metody zalozené na aplikaci kontrastnich latek
(CT, MR, PET) jsou finan¢né naro¢né a kapacitné omezené, ¢asté opakovani tedy neni mozné.
Proto se obvykle vyuZivaji TM v kombinaci s UZ. Vysetreni ctDNA se dle dostupnych poznatkd
ukazuje jako uzite¢ny doplnkovy nastroj, ktery zvysuje citlivost v€asného zachytu rekurence
onemocnéni (THIERRY a kol. 2014). Napftiklad ve studii Levého a kol. bylo popsano nékolik
pacientd s kolorektalnim karcinomem, u nichZ stanoveni ctDNA vedlo k odhaleni vzdalené
metastdzy dfive nez pfi pouziti zobrazovacich metod a diky tomu doslo k prodlouzeni Zivota
pacienta. Také zde byly autory publikovany ménici se hladiny ctDNA u pacient(
podstupujicich resekéni vykon s ndslednou terapii typu chemoterapie, radioterapie i paliace

(LEVY a kol. 2012).
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2.3.3.2 CtDNA a predpovéd pribéhu onemocnéni na zdkladé analyzy prognostickych
markerd
Stanoveni progndzy onemocnéni pomoci molekularné-genetickych analyz nadorové

DNA je vyuZivano jiz nékolik let. Nej¢astéji analyzované markery jsou mutace v genech KRAS,
BRAF a EGFR, amplifikace HER2/neu a mikrosatelitova nestabilita. (VALIK a kol. 2008). Pro
tato vySetteni je vSak nutné ziskat vzorek nadoru a to obvykle pomoci invazivnich metod jako
je biopsie nebo operativni zakrok. V nékterych pripadech vsak takovy odbér neni mozny,
napfiklad z didvodu nevhodné umisténého lozZiska nebo Spatného celkového zdravotniho
stavu pacienta. | presto, Ze je vzorek odebran, nemusi byt vysetfeni Uspésné a to z toho
dlvodu, Ze analyzovana DNA muzZe byt ucinkem organickych sloucenin pouzivanych pfi
pfipravé fixovaného preparatu (parafinového bloc¢ku) degradovana nebo modifikovana diky
deaminaci cytosinu a tim dojde kvzniku faleSné pozitivity pfi mutacnim vysetfeni
(QUACH a kol. 2004).

Zde se tedy opét nabizi vySetfeni ctDNA. Kromé minimadlniho zatiZeni pacienta bez
nutnosti ziskani nadorové tkané, je hlavni prednosti to, Ze vzorek obsahuje vSechny
molekuldrné biologické alterace obsazené v aktudlné pritomnych loZiskach v téle pacienta
na rozdil od bioptického vzorku, kde diky genetické a epigenetické heterogenité tumoru
nemusi odebrand <c¢ast ndadoru obsahovat vSechny existujici DNA zmény

(Obr. 10) (GERLINGER a kol. 2012, HILEY a kol. 2014).
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Zobrazeni genetické intratumorové heterogenity
Obr. 10a - chirurgicky vyjmuty karcinom rozdéleny na nékolik casti a histologicky zhodnoceny

(G oznacuje stadium dysplazie — tzv. grade).
Obr. 10b - zastoupeni stanovovanych mutaci v jednotlivych ¢astech nadorového loZiska a v metastazadch
(pfevzato GERLINGER a kol. 2012).

2.3.3.3 Prediktivni testovadni citlivosti Ci rezistence na protinddorovou terapii
Jak jiz bylo feceno, diky ctDNA je moZné testovat molekuldrné biologické vlastnosti

nadoru. Jednim z nich jsou bodové mutace, jejichz detekci Ize vyuZit pfi odhadu odpovédi
pacienta na cilenou biologickou [é€bu a véasné zachyceni rezistence na tuto Ié€bu, jako je
tomu napfiklad u NSCLC (viz kap. 2.4.1.2) (HENEBERG 2011). Vyhodou vysSetfeni ctDNA je
jednak absence nutnosti ziskani tkafového vzorku, ktery u téchto pacient(i byva ¢asto tézko
dosazitelny, a jednak moznost opakovanych vysetfeni a tedy podrobného sledovani
odpovédi na lécbu véetné ¢asného zachytu pripadné vzniklé rezistence (DIEHL a kol. 2008b,
MURTAZA a kol. 2013, MISALES a kol. 2012). To pak umozni okamzitou modifikaci lécby a

oddaleni progrese onemocnéni.



2.3.4 Vybrana nadorova onemocnéni a vyuziti ctDNA

V této kapitole jsou popsdna vybrand nadorova onemocnéni, u kterych byla v této

praci provedena detekce ctDNA.

2.3.4.1 Kolorektdlni karcinom (KK)
Kolorektalni karcinom predstavuje celosvétovy zdravotni problém, jednd se o

nejcastéji diagnostikované nadorové onemocnéni a celkové druhou nejc¢astéjsi malignitu
diagnostikovou u obou pohlavi v CR. | pfes zavedeni populaéniho screeningu
bezptiznakovych jedinc nad 50 let v roce 2000 (ZAVORAL a kol. 2011) je toto onemocnéni
az v 50 % pripadll zachyceno ve IV. stadiu (Obr. 11), kdy jsou jiZ pfitomny vzdalené metastazy

(DUSEK a kol. 2014).
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Obr. 11
Vyvoj zastoupeni klinickych stadii u pacientli s KK mezi roky 1977 a 2014 (www.svod.cz)

Jedinou nadéji u metastatického kolorektalniho karcinomu na viceleté preziti ¢i uplné
vylééeni je kompletni chirurgické odstranéni vzdalenych metastaz, coz je moziné pfiblizné
u padesati procent pripadl (VAN CUTSEM a kol. 2006). V opacném pripadé se vyuZivaji tzv.
lokalni abla¢ni metody, zejména radiofrekvencni ablace (RFA), kterd ale neni zdaleka tak
ucinna (ABDALLA a kol. 2004) nebo systémova chemoterapie a cilena biologicka 1écba, kdy
kombinaci téchto dvou lécebnych pfistupt dojde k priimérnému prodlouZeni Zivota pacienta
o 2 roky (AMADO a kol. 2008).

Diagnostika kolorektalniho karcinomu

Nejcastéjsim priznakem KK je krvaceni do stfevniho traktu a jeho detekce je prvnim
diagnostickym krokem. Test okultniho krvaceni je jednoduchy, levny, zcela hrazeny
pojistovnou a pacient si jej provadi sdm v domacim prostifedi. Jeho nevyhodou je nizka

specificita i citlivost (FRIC a ZAVORAL 2010).
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Zlatym standardem v diagnostice kolorektalnich malignich novotvar(l je povazovéna
kolonoskopie (viz kap. 2.3.2.1). Ke sledovani prlilbéhu onemocnéni se vyuZzivaji TM, zejména
glykoprotein produkovany burikami stfevni sliznice (CEA a CA-19) (ZAVORAL a kol. 2011).
Uplatnéni ctDNA u pacientu s kolorektdlnim karcinomem

Vzhledem k velkému mnozstvi molekularné biologickych alteraci vznikajicich pfi vyvoji
KK (VOGELSTEIN A KINZLER 1999) je detekce ctDNA relativné dostupna a to az u 80 %
pacientd, u kterych je pritomna jedna alespon jedna z mutaci v genech KRAS, TP53, APC,
BRAF a PIK3CA. Diky své minimalni invazivité a mozZnosti ¢astého opakovani se ctDNA
ukazuje jako slibny nastroj pro dlouhodobé pooperacni sledovani pacientl s metastatickym
KK pro ¢asny zachyt rekurence ¢i progrese (SCH@LER a kol. 2017) nebo uréeni radikality
resekce (Uplnost odstranéni loziska) ihned po operaci (LEFEBURE a kol. 2010).

Dalsi moznou aplikaci vySetfeni ctDNA je molekularné genetickd diagnostika
pfitomnosti mutaci napf. v onkogenech KRAS ¢i BRAF u nedostupnych tumord pro indikaci
cilené biologické Ié¢by nebo sledovani zmén nadoru na molekularni Urovni v prabéhu
aplikace této terapie, zejména Casného zachytu rezistentnich mutaci (DIEHL a kol. 2008b,

MURTAZA a kol. 2013, MISALE a kol. 2012).

2.3.4.2 Nemalobunécny karcinom plic (NSCLC)
Karcinom plic je tfetim nejéastéji diagnostikovanym malignim onemocnénim v CR

(www.uzis.cz), NSCLC tvofi osmdesat procent viech plicnich karcinom( (SKRICKOVA a kol.
2012). K zachytu dochazi v padesati procentech pripadl ve stadiu IV (Obr. 12) (DUSEK a kol.
2014), kdy jsou jiz pfitomny metastatickd loZiska nachazejici se nejcastéji v centralnim
nervovém systému, kostech a jatrech. (SKRICKOVA a kol. 2012).

Vétsina pacientll v pozdnich stadiich je Ié¢ena kombinovanou chemoterapii s radioterapii a
pfi pozitivnim nalezu mutace v genu EGFR je indikovdna cilena Ié¢ba tyrozin kindzovymi

inhibitory (LYNCH a kol. 2004).
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Obr. 12
Vyvoj zastoupeni klinickych stadii u pacientl s karcinomem plic mezi roky 1977 a 2014 (www.svod.cz)

Diagnostika NSCLC

Mezi diagnostické metody patti rentgenovy snimek plic doplnény o CT nebo MR,
pfipadné PET a bronchoskopie, pfi niz se odebird nddorova tkan a histologicky ¢i cytologicky
se definitivné potvrdi diagndza. Vyhodou cytologického vysetieni oproti histologickému je
okamzité zpracovani a odecteni vysledku v prlibéhu zdkroku. VyuZzivané TM jsou zejména
CEA, cytokeratiny nebo neuron specifickd enoldza. Jejich vysoké hladiny mohou pomoci
odhalit recidivu onemocnéni, nebo upozornit na skrytou diseminaci v poéatecnim stadiu
onemocnéni. (SKRICKOVA a kol. 2012)
Uplatnéni ctDNA u pacientii s NSCLC

U NSCLC Ize analyzu ctDNA vyuzit napriklad pro molekularné genetické vysetreni
mutaci v genu EGFR a na zakladé ziskanych vysledkl indikovat cilenou biologickou lécbu
zejména v pripadech, kdy nador neni pfistupny pro ziskani bioptického vzorku. Dalsi mozZnou
aplikaci je sledovani odpovédi na podavanou biologickou |é¢bu pro vcéasné odhaleni
vznikajicich rezistentnich mutaci (MURTAZA a kol. 2013). Hlavnim uskalim pfipadného
dlouhodobého sledovani pridbéhu onemocnéni u pacientll s NSCLC je nizka frekvence
vyskytu zakladniho panelu mutaci v genech EGFR, KRAS, TP53 a BRAF omezujici vyuZziti

detekce ctDNA pouze na malou ¢ast z nich (cca 50 %) (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

2.3.4.3 Karcinom pankreatu (PDAC)
Karcinom pankreatu, zejména jeho nejcastéjsSi podtyp duktalni adenokarcinom

vevs

absenci nebo nejasnych pfiznacich vedoucich k pozdnimu stanoveni diagndézy, kdy se
onemocnéni nachazi jiz v neoperovatelné fazi s pritomnosti metastaz. Ceska republika se v

incidenci karcinomu pankreatu fadi na predni svétové piitky a podle udaji z Ceského
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narodniho onkologického registru je vétsina pacientl diagnostikovana v pozdnim stadiu

(stadium IV) (Obr. 13) ( DUSEK a kol. 2014) .
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Obr. 13
Vyvoj zastoupeni klinickych stadii u karcinomu slinivky od roku 1977 do roku 2014 (www.svod.cz)

Zivot zachrafujici feseni v 1é6¢bé PDAC je kompletni resekce tumoru s naslednou
adjuvantni chemoterapii obsahujici gemcitabin. Neoperovatelnym pacientim se podava
taktéZ gemcitabin v kombinaci s radioterapii, pfipadné s cilenou biologickou |é¢bou, pro
kterou je vyhrazen inhibitor tyrozin kindz Erlotinib, avsak s velice malym lécebnym efektem
(VENNELA a kol. 2012).

Diagnostika PDAC

Diagnostika PDAC je provadéna zejména pomoci CT nebo MR a endoskopické
ultrasonografie (FNA-EUS), pfi niz je moziné odebrat vzorek tkané, ktery je posléze
zhodnocen histologicky nebo cytologicky. Vyhodou cytologického vysetifeni je opét mozné
ziskani vysledku pfizakroku, ¢imz se zvysuje citlivost vySetreni a minimalizuje se pocet vpich(
nutnych k ziskani validniho vzorku (ELOUBEIDI a kol. 2003).

Mezi vyuzivané TM patfii antigeny CA19-9, CA242, CA50 a CA272-4, ale jejich citlivost
je nizkd a orgdnové nespecifickd. Jedna se spiSe o prognosticky marker, ¢emuz nasvédcuji
vysledky z publikaci poukazujici na to, Ze pacienti, u kterych se béhem neoadjuvantni terapie
normalizovaly hodnoty antigenu CA19-9, vykazovali delSi dobu preziti nez pacienti, u nichz
se hodnoty pouze snizily (MICKE a kol. 2003).

Z pohledu molekuldrné biologickych vlastnosti karcinomu slinivky bylo zjisténo, Ze az
devadesat tfi procent nemocnych ma v nadorové tkani detekovanou mutaci v genu KRAS

(BIANKIN a kol. 2012).
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Uplatnéni ctDNA u pacientii s PDAC

Jak je vySe zminéno, vétsina pacientll ma pritomnou aktiva¢ni mutaci v genu KRAS a
tento fakt Ize vyuzit k aplikaci vySetfeni ctDNA. Ne vidy je totiz loZisko pfistupné pro odbér
reprezentativniho vzorku nadorové tkané. Kvili tomu byva histologické ¢i cytologické
zhodnoceni vzorku velice slozZité. V tomto pripadé mize pritomnost KRAS mutace v plazmé
pacienta stoprocentné potvrdit diagndzu karcinomu pankreatu (SALEK a kol. 2007).

Dalsi mozné vyuZziti ctDNA u PDAC ve spojeni s genem KRAS je stanoveni progndzy, a to
na zakladé nejnovéjsich studii, které ukazuji, Ze samotna pfitomnost ctDNA je prognosticky
vyznamna. Existuji taktéz prdce, které uvadi, ze jednotlivé typy mutaci KRAS odlisné ovliviuji
downstream signalni drahy a tim celkové preziti pacientli s PDAC (IHLE a kol. 2012).

2.3.4.4 Prehled nejcastéji mutovanych geni u vybranych nadorovych onemocnéni
U vySe uvedenych onemocnéni jsou ¢asto detekovany mutace v pro né typickych genech.

Tato kapitola se vénuje vybranym genim, ve kterych jsem ve své diplomové praci
stanovovala pfitomnost mutaci. V Tab. 2 je shrnuto procentudlni zastoupeni mutaci ve

vybranych genech u jednotlivych malignit podle databdze COSMIC.

Tab. 2
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic))
Procentudlni zastoupeni mutaci
KRAS TP53 APC BRAF EGFR
kolorektdlni karcinom 34 % 43 % 43 % 10% -
nemalobunéény karcinom plic |19 % 25% - 2% 25 %
karcinom pankreatu 69 % 44 % 2% - -

KRAS

Gen KRAS lezi v oblasti chromozomu 12p12.1. Jeho délka je pfiblizné 46 kbp a
obsahuje 6 exonli (www.genecards.org). Jeho proteinovym produktem je Ras neboli p21
protein o velikosti 189 aminokyselin. Tento maly GTP-vazebny protein lokalizovany na vnitfni
strané plazmatické membrany prenasi prostrednictvim transdukénich drah do jadra signaly
stimulujici bunécény rlst nebo inhibujici apoptdzu. Vyskytuje se ve dvou stavech, a to v
inaktivnim stavu ve vazbé s GDP a v aktivnim stavu ve vazbé s GTP. Ve fyziologickych
podminkach je Ras v inaktivnim stavu, coZz zajistuji GAPs proteiny (GTPase Activating
Proteins) indukujici GTP hydrolyzu a tvorbu inaktivniho komplexu Ras/GDP (MU a PENG
2004). Detekované mutace v nadorovych burikach zpUsobuji permanentni aktivaci proteinu

diky znemoznéni hydrolyzy GTP navdzaného na Ras. Na rozdil od pfirozené aktivovaného Ras
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proteinu, ktery je v kratké dobé opét inaktivovan, zUstdva mutovand forma aktivovana
permanentné, coZ vede k rozsahlé interakci s rGznymi efektory. Tim se role mutovaného Ras
proteinu stava v postizenych burikdch mnohem komplexnéjsi a kvantitativné rozdilnéjsi nez
funkce Ras ve zdravych bunkach. UmoZiuje nekontrolovany rist a nddorovou transformaci
(CASTAGNOLA a GIARETTI 2005). Ve vétsiné pripadl jde o jednonukleotidové mutace v
kodonech 12 a 13 (exon 2), v kodonech 59, 61 (exon 3) a kodonech 117 a 149 (exon 4). Bylo
ukazano, Ze konkrétni typ a pozice mutace v genu KRAS mze mit vliv na progndzu, pribéh
onemocnéni nebo odpovéd na cilenou biologickou |é¢bu (IHLE a kol. 2012).
TP53

Gen TP53 je tumor supresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku sedmnactého
chromozomu, presnéji 17p13.1, je dlouhy 25 kbp a skladd se z11 exonu
(www.genecards.org). Jednd se o gen kddujici protein p53, ktery odpovida za regulaci
vybranych genl pusobicich napf. na zastavu bunécné proliferace, apoptézu, opravy DNA a
na zmény metabolismu burky. P53 je vazebny protein obsahujici misto transkripéni aktivace
vazebné misto pro navazani DNA k aktivaci exprese proteini a oligomerizacni domény.
Somatické mutace se vyskytuji napti¢ vSemi exony, ale nejcastéji se nachazeji v kodonech
175, 245, 248, 273 a 282. Mutace v genu TP53 se nachazi u riznych nadorovych onemocnéni
(LEA a kol. 2009). Stéle dochazi ke spekulacim o vlivu pfitomnosti mutované formy TP53 na
ucinnost chemoterapie (TCHELEBI a kol. 2014).

APC
Jedna se o gen lokalizovany v oblasti 5q21-22 skladajici se z 15 exon( a jeho pfiblizna

velikost je 138 kbp (www.genecards.org). Kéduje tumor supresorovy protein Apc, jehoz
hlavni funkci je negativni regulace bunécného cyklu a inhibice bunééné proliferace. Dale
pUsobi na procesy souvisejici s bunécnou migraci a adhezi, transkrip¢ni aktivaci a apoptdzou
(http://www.genecards.org). Zarodecny defekt proteinu zplsobuje vznik Familiarni
adenomatdzni polypdzy (FAP). Somaticka forma mutace se vyskytuje predevsim u KK v exonu
15 v oblasti oznacované MCR (MCR = mutation cluster region) (BEROUD a SOUSSI 1996) a
zpUsobuje vznik adenomu gradujiciho az ve zhoubny nador (VOGELSTEIN a KINZLER 1999).
Uvadi se, Ze aberace genu APC se nachazi v priblizné padesati procentech sporadickych
adenoml a u Sedesati az osmdesati procent sporadickych kolorektalnich karcinom

(BOLAND 2002).
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BRAF
Onkogen BRAF je lokalizovany v oblasti 7934, sklada se z 18 exon( a délka dosahuje

208 kbp (www.genecards.org). Kéduje protein Braf, ktery je soucasti rodiny serin-threonin
kindz zahrnujici Araf, Braf a Craf. Hraje dlleZitou Ulohu v regulaci MAPK/ERK signalni kaskady
ovliviujici bunécéné déleni, diferenciaci a apoptdzu buriky. Nejcastéji detekovanou mutaci je
V600E v patnactém exonu zpUsobujici konstitutivni kindzovou aktivitu udrzujici protein
B-Raf v permanentné aktivnim stavu (DAVIES a kol. 2002). Mutace v genu BRAF se podili na
patogenezi velkého mnozZstvi nador(. U KK je ndlez mutace v genu BRAF spojovdn s
vyznamné horsi progndzu onemocnéni a Spatnou odpovédi na terapii monoklondlnimi
protildtkami (ROWLAND a kol. 2015), kdezto u melanomu je tato mutace spojovana
s pozitivni odpovédi na inhibitor kindzy Braf Vemurafenib
(ARENBERGEROVA a PUZANOV 2012).

EGFR
Gen EGFR lezi na kratkém raménku sedmého chromozomu, sklada se z 28 exonl a

dosahuje délky 192 kbp (http://www.genecards.org). Kdduje membranové vazany receptor
pro epidermalni rlistovy faktor (Egfr), ktery se fadi mezi tyrozin kindzy | a jeho hlavni funkci
je stimulace proliferace, diferenciace, apoptdzy, angiogeneze a pohybu buriky (ETTINGER
2006). Egfr protein se sklada ze tfi ¢asti: extracelularni, transmembranové a intraceluldrni s
tyrozin kindzovou aktivitou. Aktivace Egfr nastavda po navazani ligandu s naslednou
konformaci a autofosforylaci receptoru pomoci vazby ATP, posléze fosforyluje jeden z
adaptérovych protein(, a to vede ke spusténi signalni kaskady (SALOMON a kol. 1995).
Pfitomnost mutace v genu EGFR vyskytujici se u NSCLC lokalizované v exonech

18 — 21 je pozitivnim prediktorem odpovédi na Ié¢bu TK inhibitory (LYNCH a kol. 2004).

39



3 Cile prace

Cilem mé diplomové prace bylo v ndvaznosti na bakalarskou praci dovést vyzkum a
vyvoj metodiky pro vySetfovani ctDNA u tfi nej¢astéjsich typld nadorovych onemocnéni do

stadia rutinniho klinického testovani.

Dilci cile:
1. Optimalizovat podminky pro vysetieni volné nddorové DNA skladajici se z:
- optimalizace podminek extrakce volné nadorové DNA ze vzork( plazmy
- optimalizace podminek analyzy vybranych somatickych mutaci ve vzorcich DNA
izolovanych z plazmy.

2. Vysetfeni a/nebo pribéiné sledovani hladin ctDNA u pacientd s kolorektdlnim
karcinomem, nemalobunécnym karcinomem plic a duktalnim adenokarcinomem
slinivky a jejich klinické vyuziti (zachyt rekurence, sledovani odpovédi na |é¢bu, odhad
progndzy) skladajici se z:

- analyzy panelld nejéastéji se vyskytujicich somatickych mutaci na souboru 150
pacientd s KK, 139 pacient s NSCLC a 50 pacientli s PDAC

- detekce a stanoveni hladin ctDNA u vSech pacientl pozitivnich na mutaci ve tkani

- korelace vysledk s radikalitou operace, rekurenci, progresi onemocnéni ¢i dobou

preziti.
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4 Material a metodika

4.1 Pacienti a vzorky

4.1.1 Pacienti

Do studie bylo zafazeno celkem 339 pacientu sloZzenych ze 150 pacientu s diagndzou
KK ve stadiu Ill a IV, 139 pacientd s NSCLC ve stadiu IV a z 50 pacientl PDAC ve stadiu IV
(Tab. 3). Uvedeni pacienti podstoupili endoskopické vySetfeni nebo operacni zakrok, pfi
kterych jim byly odebrany vzorky nadoru a nasledné vzorky periferni krve a to na tfech
klinickych pracovistich: Vojenska fakultni nemocnice Praha (pacienti s KK a PDAC),
Thomayerova nemocnice v Praze (pacienti s KK) a Fakultni nemocnice Plzen (pacienti

s NSCLC).

4.1.2 Vzorky

Vzorky nddorové tkané KK byly ziskdny béhem operace nebo kolonoskopického
vySetieni a nasledné uchovavany pfi teploté - 20°C. V pripadé nadorové tkané pacientl s
PDAC a NSCLC byly vzorky odebrany pti endoskopickém vysetfeni (gastroskopie nebo
bronchoskopie) tenkojehlovou biopsii a ihned natrfeny na cytologicka skla. Nasledné byly
fixovany, barveny a zhodnoceny zkusenym cytologem, ktery u kazdého z nich popisovacem
vyznacil oblasti nadorovych bunék. Takto fixované buriky byly uchovavany pfi teploté 18 —
25°C.

Z 5 — 10 ml periferni krve byla separovana plazma a uchovavana pfi teploté - 20°C.
Nasledné byly vSechny vzorky transportovany za uvedenych podminek do laboratore

Genomac.
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Tab.3

Soubor pacientd analyzovanych v této praci

Kolorektalni karcinom (KK) Kolorektalni karcinom (KK) Karcinom slinivky bfini (PDAC)

pofadové Potet | poradovs potet | poradove pocet

&islo | onaceni vzorek ziskany stadium | vzork | gislo | onageni vzorek ziskany stadium | vzorkil | gisio | onageni vzorek ziskany stadium | vzork

pacienta | vzorku | pohlavi pii - typ vzorku_|onemocnéni| plazmy | pacienta | vzorku | pohlavi pii: typ vzorku_[onemocnéni| plazmy | pacienta | vzorku | pohlavi pii typ vzorku plazmy
1 F201 B operace | amratend tiar | Il 4 76 | mew | : operace |zmraens téa| IV 2 1 s119 i FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
2 202 | m operace | amratena tari | IV 13 77| mete | : operace |smratens tkan| IV 4 2 s123 i FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
3 7203 | m operace | amratena tkan | IV 5 78 | M7 | operace |zmrazend tkaa| IV 2 3 S8 | m FNBEUS |cytologickéskio] IV 1
4 P04 | m operace | amratend tian | IV 11 79 | Mc1s | m operace |zmratens téa| IV 3 4 S35 | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
5 P12 | m operace | amratend tiar | 1l 1 80 | Mo | : operace |smratens tkan| IV 2 5 S8 | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
6 F216 i operace | smraend tkan | IV 7 8L | M0 | m operace |smratens tkan| IV 2 3 S | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
7 217 | m operace | amratena tar | I 3 82 | vt |z operace |zmrazena tkaa| IV 2 7 st i FNBEUS |cytologickéskio] IV 1
8 219 | m operace | amratend tkani | IV, 10 83 | M2 | m operace _|zmratens tan| IV 2 3 s | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
s F221 B operace | amratendtian | IV 5 8 | M | 3 operace |zmraens taa| IV 2 s S5t [ m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
0 | F223 | m operace | amratena tari | IV 2 85 | M26 | m operace _|zmratens tkan| IV 2 10 | sis4 i FNBEUS _|cytologickéskio| IV 1
1| Fae i operace | smraend tkan | Il 2 8 | M7 | m operace |smraens tkan| IV 3 1| stz i FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
2 | F27 | m operace | zmratend tka i 2 & | M8 [ m operace |zmrazena tkan| IV 1 12 | sis8 i FNBEUS |cytologickéskio] IV 1
13| rao 3 operace | amratend tian | Il 5 88 | M29 | m operace |zmratens téa| IV 2 B | S8 | m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
14 | F230 | m operace | amratena tkari | 1l 6 8 | M0 | m operace |smratens tkan| IV 4 14 | sel | m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
15 | F120 | m operace | amratend tka v 3 %0 | M3t | m operace |smratens tkan| IV 2 5 | s | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
6 | F239 | m operace | amratena tar | Il 2 o1 [ M3 | m operace |zmraens tan| IV 1 6 | S5 | m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
7 | F43 | m operace | amratend tian | IV 5 2 | M35 | m operace |zmratens téa| IV 3 17| ses f FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
18 | rom p operace | amratena tkari | 1l 6 %3 | Mo | i operace |smratens tkan| IV 2 18 | ses | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
19 | P26 | m operace | smratend tkéni | IV 1 94 | M9 [ m operace |zmrazend tkan| IV 2 19 | sn 2 FNBEUS |cytologickéskio] IV 1
20 | 257 % operace | amratend tian | Il 4 %5 | McA0 | m operace |zmraens téa| IV 1 20 [ 53 [ m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
21 | F264 | m operace | amratend tian | IV 1 % | Mot | i operace |smratens tkan| IV 4 2 | s74 | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
2 | F267 | m operace | mrazend tkan | IV 3 o7 | Mz | i operace _|zmratens tkan| IV 2 2 | sus i FNBEUS _|cytologickéskio| IV 1
23 | F269 | m operace | amratena tkan | 1l 3 %8 | Mas | m operace |smrazens tkan| IV 3 3 | sus i FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
% | F26 | m operace | amratend tkan | IV, 2 %9 | M6 | m operace |zmraens tan| IV 1 2| si80 7 FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
5 | ras B operace | amratend tian | IV 2 100 | mea7 |z operace |zmratens téa| IV 2 %5 | so2 [ m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
% | F283 | M operace | amratena tkari | 1l 4 101 | Mcas | m operace |smratens tkan| IV B 2% | s [ m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
27 | Fs | ™ operace | zmrateng kani | I 4 102 | M9 | m operace |smrazens tkan| IV 2 27 [ sao | : FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
28 | Fi04 | m amratend tén | IV 6 103 | M2 | m operace |zmratens téa| IV 1 28 | stios4 | FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
29 | F105 | m | kolonoskopie | smrazens tkén | il 4 104 | Mes3 | m operace |smratens tkan| IV 2 29 | 505 | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
30 | F107 | m | kolonoskopie | smrazenatkan | il 1 105 | Mess | ¢ operace |smraens tkan| IV 3 30 | saoe | : FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
31 | Fi08 | m amrazend tkan |1 4 106 | M7 | m operace |zmrazena tkaa| IV 2 31 | sau [ FNBEUS |cytologickéskio] IV 1
2 | s | m amrazend tén |1 3 107 | Mes8 | m operace |zmratens téa| IV 1 2 | sua [ m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
33 | Fus i | kolonoskopie | amrafend tkari | 1l 3 108 | Mo | m operace |amratens tkan| IV 1 B [ sais [ m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
3 | F116 | m | kolonoskopie v 1 109 | Ml | m operace |smrazens tkan| IV 1 34 | sos | i FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
3 | 7 | m v 3 110 | M2 | m operace |zmratens tan| IV 2 35 | st9 | = FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
3% | Fs | m amrazend tét | IV 4 11 | mees | ¢ operace |zmratens téa| IV 6 36 | stze | : FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
37 | F122 | m | kolonoskopie | smrazenatkan | il 1 12 | mees | ¢ operace |amratens tkan| IV 2 37 | st | = FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
38 | F124 | m amratend kati | IV 3 13 | M7 | m operace |zmrazens tkan| IV 3 3 [ sus1 |z FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
39 | ri26 3 amrazend én | IV 1 114 | mees |z operace |zmratens téa| IV 5 39 [ s | m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
40 | F129 i | kolonoskopie | amratend tati | IV 1 115 | M9 | m operace |smratens tkan| IV 1 0 [ sum | m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
41 | 7130 | m | kolonoskopie | amratena tkar | 1l 2 116 | Mo | m operace |smraens tkan| IV 2 41 | sug6 | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
2 | F3 | m amrazend tan | IV 1 17 | M36 | m operace |zmrazena tkaa| IV 7 2 | sus% | m FNBEUS |cytologickéskio] IV 1
43 | 13 B amrazend tén | IV 1 18 | M7 | m operace |zmratens tcéa| IV 2 43 | sus7 |z FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
44 | 7139 | m |kolonoskopie | amratena tkar | i 1 119 | M m operace |amratens tkan| IV 6 44 | ste6 | m FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
45| i | kolonoskopie | amrafena tar | 1 1 120 | mes | ¢ operace |smrazens tkan| IV 2 45 [ sue7 | m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
26 | F1as B amrazend tan | IV 1 21 | Ma | m operace |zmratens tan| IV 6 46 | sun | = FNBEUS |cytologickéskio| IV 1
a7 | F46 | m amrazend tét |1 2 122 | mers | ¢ operace |zmratens téa| IV 2 47 | sz | = FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
48 | F151 | m | kolonoskopie | amrafena tkar | IV 1 123 | Kkl i operace |amratens tkan| IV 4 8 | sus [ m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
2 | 152 B amratend kéti | IV 1 124 | kK3 ™ operace |zmrazend tkan| IV 2 49 [sum [ m FNBEUS | cytologickéskio| IV 1
S0 | F153 | m amrazend an | IV 1 125 | KKka ™ operace _|zmratens tan| IV 4 50| sus | = FNBEUS | cytologickéskio| IV 1

st | Fis4 | m amrazend an |l 1 126 | KKs 7 operace _|zmratens tan| IV 1 Nemalobun&ény Karcinom plic (NSCLC)

52 | Fis7 B amrazend tét |1 3 127 | Kke ™ operace |zmratens téa| Il 4 1 PCL i cytologickésklo] IV 1
53 | Fl61 | m | kolonoskopie | mrazendtkan | IV 1 128 | kK7 ™ operace |amratens tkan| _IIl 4 2 82 %z [bronchoskopie| cytologické skio| IV 1
54 | F63 | m amratend tkéni | IV 1 129 | kK9 7 operace |zmrazena tkaa| 1l 4 3 w3 i cytologickésklo| IV 1
55 | Fie4 | m amrazend tén |1 1 130 | kK10 | ™ operace |zmratens taa| Il 4 4 104 m cytologickésklo] IV 1
56 | Fies i | kolonoskopie | amratend tari | 1l 1 B1 | Kkl | ™ operace |amratens tan| Il 5 5 SES % [bronchoskopie| cytologickéskio| IV 1
57 | F169 | m | kolonoskopie | zmrazena tkan | il 1 132 | kK2 | W operace |smratens tkan| Il 4 6 1H6 %z [bronchoskopie| cytologickéskio| IV 1
53 | Fin 3 amrazend tan |l 1 133 | kK13 7 operace |zmrazena tkaa| 1l 4 7 M7 i ie| cytologické skio| IV 1
59 | F3 | m amratend tén | IV 1 134 | kK17 | ™ operace |zmratens téa| IV 2 3 VP8 [ cyologickésklo]| IV 1
60 | F174 | m | kolonoskopie | smrazenstkan | il 1 135 | KkKas | ™ operace |amratens tkan| IV 1 9 819 m__[bronchoskopie| cytologické skio| IV 1
61 | Fi76 | m | kolonoskopie | mrazenatian | IV 1 136 | kK20 | ™ operace |smrazens tkan| IV 1 10 | SVi0 | m |bronchoskopie|cytologickéskio] IV 1
2 | f77 B amrazend tké in 1 137 | kK36 | ™ operace |zmratens taa| Il 3 1 | k2 | 3 cyologickésklo] IV 1
63 | Fi7s | m amrazend tén |1 1 138 | Kkkal | ™ operace |zmratens tén| IV 2 2| ki3 i cytologickésklo] IV 1
64 | Fir9 i | kolonoskopie | amrafend tari | IV 1 139 | KKkae 7 operace |amratens tkan| IV 3 13| saw %z [bronchoskopie| cytologickéskio| IV 1
65 | F182 | m amratens t % 1 120 | k4 | ™ operace |zmrazena tkan| IV 2 14 | ka5 | m cytologickésklo| IV 1
66 | Fi84 | m amrazend tén |1 1 141 | KkKs5 | ™ operace |zmratens téa| IV 1 5 | K8 | m cytologickésklo]| IV 1
67 | F185 | m | kolonoskopie | mrazendtkén | IV 1 142 | kK57 7 operace |smratens tkan| IV 3 16 | cs19 | m |bronchoskopie|cytologickéskio] IV 1
68 | F186 | m | kolonoskopie | mrazenatkan | IV 1 143 | kK8 | ™ operace |smraens tkan| IV 3 17 | M22 | m |bronchoskopie|cytologickéskio] IV 1
69 | Fi88 | m amratens tkén | IV 1 1w | k9 | ™ operace |zmrazena tkaa| IV 1 18 | k23 | e cytologické sklo| IV 1
70 | M2 % operace | amratendtian | IV 3 15 | Kkke2 | ™ operace |zmratens tcaa| Il 3 19 | 64 | m cytologickésklo] IV 1
7 Mc3 p operace | amratena tian | IV 2 146 | Kkes 7 operace |amratens tkan| IV 2 20 | R % [bronchoskopie| cytologickéskio| IV 1
72 M m operace | smratend tkani | IV 10 147 | Kkt | ™ operace |smrazens tkan| IV 3 21 | vwer | : cytologickésklo] IV 1
7 Mc6 m operace | amratend tkari | IV 16 18| Kko2 7 operace |zmraens taa| IV 2 2 | ss28 7 cyologickésklo] IV 1
7 | Mo m operace | amratendtian | IV 6 149 | Kke6 7 operace |smratens tén| IV 4 3 | a® [ m cytologickésklo] IV 1
75 Mc8 m operace | amratena tati | IV 2 150 | kkitg | operace _|zmratens tkan| IV 2 24 | V30 | _m_[br cytologickéskio| IV 1
25 [Lcoo2pil _m _[bronchoskopie| cytologickéskio| IV 1
2% |02 | m M 1
27 | coss | : v 1
28 | co2% | m W 1
29 [icoos P m v 1
30 | Lot 7 cyologickésklo] IV 1
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4.2 lzolace DNA

4.2.1 lzolace DNA ze vzorkli nadoru

Pristroje
e Biohazardni box s UV svétlem (Merci Biohazard, Francie)
e Inkubacni blok s regulaci teploty (VWR, USA)
e Minitfepacka UV3 (VWR, USA)

e Centrifuga s regulaci ¢asu a otacek, 24 x 2 ml mikrozkumavky (Gyrozen, Korea)

Chemikalie:
JETQUICK Tissue DNA Spin Kit (Genomed, Némecko)
e proteinase K (proteinaza K)
e T1 buffer (lyza¢ni pufr T1)
e T2 buffer (lyza¢ni pufr T1)
e TX buffer (promyvaci pufr TX)
e T3 buffer (promyvaci pufr T3)
e Bezvody ethanol (Penta, Ceska republika)

e PCR Ultra H,0 (voda pro molekularné biologické aplikace) (Top-Bio, Ceska republika)

Veskeré prace jsem provadéla ve sterilnim biohazardnim boxu a s roztoky jsem
manipulovala pomoci sterilnich Spicek s filtrem. V pfipadé, Ze ziskana DNA nebyla ihned

pouzita k potfebnym analyzam, skladovala jsem ji pfi -20°C.

Izolace DNA z tkanovych vzorkt pomoci kitu JETQUICK Tissue DNA Spin Kit

Do 1,5 ml zkumavky jsem vloZila vzorek tkané, pridala 200 pl roztoku T1 a 25 pl
proteinazy K (20 mg/ml), smés jsem peclivé promichala a nechala inkubovat pfes noc pfi
56°C. Druhy den jsem pfidala 200 pl roztoku T2, peclivé promichala a nechala inkubovat pfi
70°C 10minut. Nasledné jsem pridala 200ul ledového etanolu a ihned jsem vzorek dlkladné
protiepala. Po promichdni jsem smés opatrné prenesla na kolonku a centrifugovala (11000xg
1 min). Poté jsem na kolonku napipetovala 500 pl promyvaciho pufru TX, kolonku vloZila opét
do centrifugy a za stejnych podminek stocila. Nasledné jsem pfidala 500 pl promyvaciho
pufru T3 a stocila (13000xg 3min). Nakonec jsem na membranovou kolonku nanesla 200 ul

eluc¢niho roztoku (ultra cista PCR voda) a centrifugovala (11000xg 1 min).
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Izolace DNA z cytologickych sklicek pomoci kitu JETQUICK Tissue (Genomed)

Sklicko jsem si poloZila na sterilni podloZzku v biohazardnim boxu a pomoci sklapelu
jsem uvolnila burfiky v oznacené oblasti ze skla. Do 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala
200 pl roztoku T1, z toho jsem odebrala 20 ul a nanesla na skli¢cko, promichala s uvolnénym
materidlem a Spickou prenesla zpét do zkumavky, ke smési jsem pridala 25 pl proteinazy K,
promichala a nechala inkubovat 1 hodinu pfi 56°C. Po inkubaci jsem pfidala 200 ul vazebného
pufru T2 promichala a dala inkubovat 10 minut pfi 70°C. Dalsi postup je shodny s izolaci

z tkdnového vzorku. DNA jsem eluovala 80 ul ultra Cistou PCR vodou.

4.2.2 Optimalizace izolace cfDNA
Pristroje
e Biohazardni box s UV svétlem (Merci Biohazard, Francie)
e Inkubacni blok s regulaci teploty (VWR, USA)
e Minitfepacka UV3 (VWR, USA)
e Centrifuga s regulaci ¢asu a otacek, 24 x 2 ml mikrozkumavky (Gyrozen, Korea)

Pfed samotnou izolaci ctDNA jsem plazmu rozmrazila. Veskeré prace jsem provadéla
ve sterilnim bioharadnim boxu, sroztoky jsem manipulovala pomoci sterilnich Spicek
s filtrem. V pfipadé, Ze jsem ziskanou ctDNA ihned nevyuZila k potfebnym analyzam,
skladovala jsem ji pfi -20°C. Vzhledem k velice nizkym vytézkiim izolované ctDNA a pro
zachovani dostatecného mnoistvi pro nasledné analyzy jsem neprovadéla ovéreni jeji

koncentrace a kvality.
Izolace cfDNA z plazmy pomoci kolonkového kitu QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit

Chemikalie
QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, Némecko)
e proteinase K (proteinaza K)
e ACB buffer (lyza¢ni pufr ACB)
e ACL buffer (lyza¢ni pufr ACL)
e ACWI1 buffer (promyvaci pufr ACW1)
e ACW2 buffer (promyvaci pufr ACW2)
e Bezvody ethanol (Penta, Ceska republika)

e Isopropanol 100% (Lach:ner, Ceskd republika)
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e PCR Ultra H,0 (voda pro molekularné biologické aplikace) (Top-Bio, Ceska republika)

Do sterilni 2 ml zkumavky jsem napipetovala 600 pl rozmrazené plazmy, posléze jsem
pridala 480 ul pufr ACL a 60 pl Proteindzy K. Smés jsem fadné promichala a inkubovala pfi
60°C 30 minut. Po inkubaci jsem zkumavku kratce zcentrifugovala a pridala 1080 ul pufru
ACL, promichala a inkubovala 5 minut na ledu. Ndsledné jsem Ilysat prenesla na
membranovou kolonku a centrifugovala (8600xg 1 min.), tento krok jsem opakovala, dokud
nebyl cely prefiltrovan. Po kompletnim prefiltrovani lyzatu jsem na kolonku nanesla 600 pl
promyvaciho pufru ACW1 a centrifugovala (8600xg 1 min.), posléze jsem pfridala
750 pl promyvaciho pufr ACW2 a opét centrifugovala za stejnych podminek jako u roztoku
ACW1. Poslednim roztokem byl bezvody etanol a to v objemu 750 pl, opét jsem kolonku
centrifugovala (8600xg 1 min), nasledné jsem provedla opétovnou centrifugaci (14 000xg
3min.). Na konec jsem pfesunula kolonku do Cisté, radné oznacené 1,5 ml zkumavky a na

membranu kolonky napipetovala 30 ul elué¢niho roztoku a centrifugovala (14000xg 1 min).
Izolace cfDNA z plazmy pomoci kolonkového kitu NucleoSpin® Plasma XS

Chemikalie
NucleoSpin® Plasma XS (Machery Nagel, Némecko)
e proteinase K (proteinaza K)
e Binding buffer BB (vazebny pufr BB)
e Wash buffer WB (promyvaci pufr WB)
e Proteinase buffer PB (fedici pufr PB pro proteinazu K)

e PCR Ultra H,0 (voda pro molekularné biologické aplikace) (Top-Bio, Ceska republika)

Do sterilni 2 ml zkumavky jsem napipetovala 600 pl rozmrazené plazmy a 30 pl
proteindzy K, smés jsem dukladné promichala a nechala inkubovat pti 37°C 10 minut.
Poté jsem ke smési pridala 900 pl pufru BB, zkumavku jsem 3x pretocila, dikladné
promichala na vortexu a kratce zcentrifugovala. Nasledné jsem prenesla lyzat na kolonku a
centrifugovala (4600xg 30 s), poté jsem otacky na centrifuze pfenastavila a centrifugovala
(10700xg 5 s), tento krok jsem opakovala, dokud nebyl lyzat kompletné prefiltrovan. Poté
jsem napipetovala 500 ul promyvaciho pufru WB a centrifugovala (10700xg 30 s), opét jsem
pridala 250 pl promyvaciho pufru WB a centrifugovala (10700xg 3 min). Po centrifugaci jsem

kolonku vlozila do sterilni 1,5ml zkumavky, na membranu jsem napipetovala 30 pl elué¢niho
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roztoku a centrifugovala (10700xg 30 s). Aby doSlo k odstranéni prebyte¢ného etanolu,

nechala jsem elu¢ni frakci inkubovat 8 min pfi 90°C, poté jsem doplnila frakci elu¢nim

roztokem do plvodniho objemu 30 pl.

Izolace ctDNA z plazmy pomoci cobas® cfDNA Sample Preparation Ki)

Chemikalie

Cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (Roche, Némecko)

proteinase K (proteinaza K)

pufr DNA PBB

Izopropanol 100% (Lach:ner, Ceskd republika)
pracovni roztok WB |

pracovni roztok WB I

PCR Ultra H,0 (voda pro molekuldrné biologické aplikace) (Top-Bio, Ceska republika)

Do 15 ml zkumavky jsem napipetovala 2 ml plazmy, 250 pul Proteindzy K a 2 ml pufru

DNA PBB a inkubovala 30 min pfi laboratorni teploté. Poté jsem ke smési pfidala 500 pl

isopropanolu prenesla lyzat do oznacené jednotky HPEA FT (50 ml kénickd zkumavka se

zabudovanou kolonkou) a centrifugovala (4000xg 5 min). Po dokonceni centrifugace jsem

vyjmula kolonku a vlozila do sbérné zkumavky. Ndasledné jsem pridala 500 ul pracovniho

roztoku WB | a centrifugovala (8000xg 1 min), poté napipetovala 500 ul roztoku WB Il a

centrifugovala (8000xg 1 min). Po vyméné sbérné zkumavky jsem kolonku opét

centrifugovala (20000xg 1 min), aby doslo k vysuSeni membrany kolonky. Nakonec jsem

presunula kolonku do ¢isté, rddné oznacené 1,5 ml zkumavky a napipetovla na membranu

100 pl eluéniho roztoku a zcentrifugovala (8000xg 1 min).

Izolace ctDNA z plazmy pomoci kolonkového kitu QlAamp DNA Blood Mini Kit

Chemikalie

QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Némecko)

proteinase K (proteinaza K)

AL buffer (lyzac¢ni pufr AL)

AW1 buffer (promyvaci pufr AW1)

AW?2 buffer (promyvaci pufr ACW2)
Bezvody ethanol (Penta, Ceska republika)
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e PCR Ultra H,0 (voda pro molekularné biologické aplikace) (Top-Bio, Ceska republika)

Do sterilni 2 ml zkumavky jsem napipetovala 600 pl rozmrazené plazmy, 600 ul pufru
AL a 50 pl Proteindzy K. Smés jsem fadné promichala a inkubovala 10 min 56°C. Poté jsem
zkumavku kratce centrifugovala a pridala 600 pl ledového etanolu, smés jsem promichala a
kratce centrifugovala, lyzat prenesla na membrdnovou kolonku a opét centrifugovala
(8000xg 1 min), tento krok jsem opakovala, dokud nebyl kompletné prefiltrovan. Nasledné
jsem na kolonku nanesla 500 ul promyvaciho pufru AW1 a centrifugovala (8000xg 1 min),
posléze jsem pridala 500 upl promyvaciho pufr AW2 a opétovné centrifugovala
(14000xg 3 min). Nakonec jsem kolonku vloZila do sterilni, fadné oznacené 1,5 ml zkumavky

a na membranu nanesla 30 pl elu¢niho roztoku a centrifugovala (8000xg 1 min).

4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)
P¥istroje

e Sterilni box PCR Cabinet (ESCO, Rakousko)

e Minitfepacka UV3 (VWR, USA)

e Minicentrifuga Mini Star (VWR, USA)

e Termocyklér C1000 ™ Touch a C1000™ (Bio-Rad, USA)
Chemikalie

e PPP Master Mix + Mg2+ (Top-Bio, Ceska republika)

e Primer left (Sigma Aldrich, Némecko)

e Primer right (Sigma Aldrich, Némecko)

e PCR Ultra H20 (voda pro molekuldrné biologické aplikace) (Top-Bio, Ceska

republika)

Pripravila jsem si PCR reakcéni smés sestavajici se ze smési fluorescen¢né znaceného
primeru, neznaéeného primeru, Master Mixu obsahujiciho hof¢ik, Tag DNA polymerazy,
dATP, dCTP, dGTP a dTTP a rozpipetovala do 0,2 ml mikrozkumavek pomoci sterilnich Spicek
s filtrem. Stanovené mnoZstvi DNA jsem pridavala za poufZiti sterilnich Spicek s filtrem ve
sterilnim boxu. Pfi kazdé reakci jsem kromé neznamych vzork( amplifikovala i tfi kontrolni
produkty, kde jsem jako templat pouzila DNA neobsahujici mutaci ve sledovaném useku (tzv.
negativni kontrola), DNA se zndmou mutaci (tzv. mutantni, neboli pozitivni kontrola) a PCR

H,O (tzv. blank kontrola). Pripravenou PCR smés jsem opatrné promichala, kratce
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zcentrifugovala, vioZila do termocykléru a spustila ptislusny program. Vysledné PCR produkty

jsem detekovala pomoci DCE.

4.3.1 PCR z nadorové DNA

Ptfi PCR nadorové DNA jsem amplifikovala vybrané uUseky protoonkogend a tumor

supresorovych gent, ve kterych se u daného nadorového onemocnéni nejc¢astéji vyskytuji

somatické mutace (tzv. markery) (Tab. 4). PCR podminky pro jednotlivé markery jsou

uvedeny v Tab. 5.
Tab. 4

Vybrané useky gent pro jednotliva nddorova onemocnéni

analyzované nadorova
gen exon marker i ..
kodény onemocnéni
KRAS 2 KRAS 18-20 KK, PDAC
5 APC1 170-187
P53 6 APC2 187-224 KK
7 APC3 225-261
8 APC4 262-307
TP53-ex5 854-896
APC 15 TP53-ex6 1275-1308 KK
TP53-ex7 1290-1335
TP53-ex8 1389-1446
BRAF 15 BRAF 583-612 KK
19 EGFR-ex19 729-761
EGFR 21 EGFR-ex20 824-875 NSCLC
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Tab.5

Primery a amplifikacni podminky pro jednotlivé markery

sekvence primeru

slozky amplifikaéni smésy

podminky teplotniho cyklovani

marker o ) . . o . . pocet teplota
levy primer (na 5’obsahuje znacku Fl nebo Tamra) |pravy primer slozka objem . .
Teplota ¢as | cyklG | annealingu
KRAS ATGACTGAATATAAACTTGTG CGCCCGCCGCGCCCCGLGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGTACCTCGCTTAGTGCTCCCT 54°C
APC1 CAGCCTCAAAAGGCTGCCACT CGGGCGGGGGCGGCGGGACGEGCGCGGEGCGCGGCGGGCGTTTATTTCTGCTATTTGCAGG] 54°C
APC2 CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGCTGTTCAGGAGACCCCACTCATGT [TCTCTTTTCAGCAGTAGGTGCTT 54°C
APC3 CAGACGACACAGGAAGCAGA (G66CGEE6GGEIGEGAGEGEIGIGEGECGGGGGGIGTGCTGaATTTGETTCTAGGG | PPP Master Mix + Mg2+ | 5 ul (95°C 5min 1x 62°C
APC4 TCTGTCAGTTCACTTGATAGTTTTGA (G66CGEGEGCEEIGEGAGEGIGIGEEEIGIGGIGGGIGAGCTGTTTGAGGAGGTGGTG|  Primer levy (5umol) 1 (94°C 30s 62°C
TP53-ex5 CTCTGTCTCCTTCCTCTTCC CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGTGCAGCTGTGGGTTGATT Primer pravy (5umol) 1 pl |viz teplotaannealingu | 30 § 35x 66°C
TP53-ex6 GGCCTCTGATTCCTCACTGA CGGGCGGGEGGCGGCGGEGACGGGCGCGGGEGCGCGGCGGGCGCCAGAGACCCCAGTTGCAAA] PCR ultra H20 2ul |72°C 1min 61°C
TP53-ex7 TTGGGCCTGTGTTATCTCCT CGGGCGGEGGECGGCGGEGACGGGCGCEGGEGCGCGGCGGGCGGTGTGCAGGGTGGCAAGT DNA templat 1ul |72°C 10min| 1x 61°c
TP53-ex8 CGCCCGCCGCCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGTGAGGCTCCCCTTTCITG ATCCTGAGTAGTGGTAATCT 15°C oo 1x 61°C
BRAF TTCATGAAGACCTCACAGTAAAAA CGGGCGGGGGCGGCGGGACGEGCGCGGGECGCGGCGGGCGCCACAAAATGGATCCAGACA 59°C
EGFR-ex19 |caTGTGaCAccATCTCACA CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGCGCCATGGCCATCTACAAG 60°C
EGFR-ex21  |teccTectTerGeaTaGTAT CGCCCGCCECGCCCCGLGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGAGCCAGGAACGTACTGGTGA 60°C
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4.3.2 Optimalizace amplifikacnich podminek pro cfDNA

PFi optimalizaci amplifikace ctDNA jsem ménila vstupni objemy templatové DNA a

celkovy objem PCR reakce (Tab. 6).

Tab. 6
Prehled objem reagencii
objem
reagencie 10 pl 20l

PPP Master Mix + Mg2+ 5ul 5ul 10 ul 10 pl
Primer levy 1ul 1ul 2 ul 2 ul
Primer pravy 1l 1ul 2 pl 2ul
PCR Ultra H20 2ul oul 4 ul ol
DNA templat (ctDNA) 1ul 3l 2 ul 6 pl

4.3.3 PCR za pouziti cfDNA jako templatu

Amplifikaci cfDNA jsem u kazdého pacienta provadéla pouze u toho markeru,
ve kterém jsem detekovala mutaci v DNA z nddorové tkané. Tu jsem pouzila jako pozitivni

kontrolu se znacenym primerem fluorescencni znackou TAMRA.
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4.4 Tvorba heteroduplexti s naslednou separaci pomoci denaturacni
kapilarni elektroforézy (DCE)

Ptistroje
e Teplotni cyklér C1000 ™ Touch a C1000™ (Bio-Rad, USA)
e DNA analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)
e Minicentrifuga Mini Star (VWR, USA)Centrigufa Universal 32 s regulaci ¢asu a otacek

(Hettich, Némecko)

Chemikalie
e Demineralizovand voda (Watrex, Ceska republika)
e Kontrolni PCR produkty (Genomac, Ceska republika) (Tabulka 4.7)
e CE Running Pufr (Carolina Biosystems, Ceska republika)

e POP-7™ polymer (Carolina Biosystems, Ceska republika)

Pocitacovy program

e Data Collection Version 2.0 (Applied Biosystems, USA)

Po skonéeni amplifikacniho programu jsem na teplotnim cykléru nastavila parametry pro
tvorbu heteroduplext (Tab. 7) a spustila. Za téchto podminek dochazi k denaturaci
dvouretézcovych molekul a k jejich nasledné pomalé reasociaci a to bud' za tvorby plivodnich
molekul (tzv. homoduplex() a nebo tvorby tzv. heteroduplext, tedy molekul slozenych ze

dvou rliznych jednoretézcl (s mutaci a bez mutace) (viz Obr. 5b kap. 2.2.3).

Tab. 7
Teplotni profil heteroduplexniho programu

teplotni profil heteroduplexniho programu
Teplota ¢as ramp pocet cykld
95°C 8 min
o i 1x
65°C 30 min 0,10°C/s
15°C o0
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4.4.1 DCE analyza PCR produkti z nadorové DNA

PCR amplifikaty neznamych vzorkU, pozitivnich, negativni kontrol a blank kontrol jsem
10x naredila do jednotlivych jamek v 96-ti jamkové desti¢ce za pomoci deionizované vody
do celkového objemu 10 pl. Do vSech jamek obsahujicich nafedéné PCR produkty jsem pfidala
1 ul standardni pfislusné pozitivni kontroly znaCené Tamrou a pomoci Spi¢ky promichala.
Nasledné jsem desticku kratce zcentrifugovala, aby doslo k odstranéni pfipadnych bublin a
davkovala na DNA analyzator dle parametrd uvedenych na Obr. 14., kdy kazdy marker ma své
specifické teplotni podminky (Tab. 8).

Tab. 8
Nastaveni teploty pro jednotlivé markery na DNA analyzatoru

nazev markeru| teplota
KRAS 51°C
APC1 48°C
APC2 48°C
APC3 52°C
APC4 48°C
TP53-ex5 58°C
TP53-ex6 52°C
TP53-ex7 52°C
TP53-ex8 56°C
BRAF 48°C
EGFR-ex19 53°C
EGFR-ex21 56°C
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Obr. 14
Nastaveni DNA analyzatoru vyjma teploty (Oven Temperature) uvedené v Tab. 8
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4.4.2 Optimalizace DCE analyzy PCR produktti z cfDNA

Optimalizaci DCE

jsem provadéla na PCR amplifikdtu genu KRAS z cfDNA a to

za ménicich se podminek davkovani, konkrétné casu (injection time) a napéti (injection

voltage) (Tab. 9). Ostatni parametry separacnich podminek zUstaly zachovany (Obr. 14).

Tab. 9
Pfehled testovanych nastaveni na DNA analyzatoru

parametry pfistroje

injection voltage | 3kV 3kV 4kV 4kv 4kV 4kV 5kV 5kV 5kV 6kV 6kV 8kV 10kV
Injection time 10s 20s 20s 30s 40s 50s 30s 40s 50s 50s 70s 80s 100s
teplota 51°C

4.5 Vyhodnoceni vysledku
4.5.1 Vyhodnoceni elektroferogrami

Pocitacovy program

e Gene Marker ®, verze 4.2.2 (SoftGenetics, USA)

V pripadé, ze elektroferogram ukazoval ptitomnost pouze jednoho piku (homoduplex

wt), vzorek jsem vyhodnotila jako negativni, to znamena, Ze nebyla pfitomna mutace

v detekovaném Useku daného genu. V pripadé, Ze byly na elektroferogramu viditelné &tyfi piky

(homoduplex wt, homoduplex mutant, 2 x heteroduplex), vzorek jsem vyhodnotila jako

pozitivni. (Obr. 15)
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Obr. 15

Ukazka vysledku elektroferogramy genu KRAS
15a — negativni vysledek
15b — pfitomnost mutace v genu KRAS = pozitivni vysledek
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4.5.2 Stanoveni citlivosti zachytu mutantni alely

evvs

ve vzorku jsem schopna detekovat optimalizovanymi postupy. Provadéla jsem to na komercné
doddavanych kontrolnich vzorcich o znamém procentualnim podilu mutované frakce (Tab. 10).

Test byl proveden na tfech vybranych markerech (KRAS, EGFR exon 19 a 21).

Tab. 10
PouZité standardy
KRAS EGFR exon 19 EGFR exon 21
mutantni nazev vzorku mutantni nazev vzorku mutantni nazev vzorku
frakce (dodavatel) frakce (dodavatel) frakce (dodavatel)
25% 25% 25%
10% standard KRAS 10% 10% standard L858R
0 (Horizont) 9 0 (Horizont)
2% 2% delEGFR 19 (Biocept) 2%
1% 1% 1%
0,60%
0,20%

4.5.3 Stanoveni procentualniho zastoupeni mutantni frakce (PMF)

Pocitacovy program

e Gene Marker ®, verze 4.2.2 (SoftGenetics, USA)

Na zakladé vysledkd DCE jsem zhodnotila procentualni zastoupeni mutantni frakce
(PMF), pro tento krok jsem poutZila vzorec zohlednujici plochy detekovanych pik( (Rovnice 1).

Rovnice 1
Vypocet procentualniho zastoupeni mutované frakce (PMF)
Vypocet PMF je zaloZen na odectu plochy piku z elektroferogramu. Anommur odpovida detekovanému

mutovanému homoduplexu a Anomwr homoduplexu nemutovanému. Aneti @ Anetz zastupuji detekované
heteroduplexy. Cela rovnice je vynasobena cislici 100, aby vysledek odpovidal procentim.

Ahetl + AhetZ

Anom muT + 2
PMF = * 100

Ahom muT + AhomWT + Ahetl + Ahetz
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4.5.4 Zhodnoceni radikality resekce

Radikalita operace byla uréena patologem na zdkladé zhodnoceni resekénich okraju
histologického preparatu. Jako RO byla oznacena uplna resekce bez pritomnosti
makroskopického ¢i mikroskopického zbytku tumoru. Minimalni vzdalenost nddorovych
bunék od resekéni linie byla v pripadé RO resekce > 0 mm. Makroskopicky nedplné resekce
byly oznaceny jako R2 (LEFEBURE a kol. 2010). Radikalita resekce byla korelovana
s pritomnosti ctDNA pred operaci a po operaci u pacientl s diagnézou KK, u kterych byly

operovany jaterni metastaze.

4.5.5 Zhodnoceni preziti

Pocitacovy program

e MedCalc® Statistical sowtvarev 12.1.4

Progndézu onemocnéni jsem analyzovala u pacientd s diagnézou PDAC s pozitivnim
nalezem mutace v genu KRAS v ctDNA. Abych mohla tuto analyzu provést, bylo nutné ziskat
informace o preziti, na zakladé dostupnych dat jsem vytvofila skupiny 21 pacientl s pozitivni
KRAS mutaci vctDNA a 22 pacientl s negativnim ndlezem KRAS v ctDNA. Pomoci
Kaplan-Meierovy metody jsem sestrojila kfivky preZiti a porovnala pomoci log-rank testu za

vyuziti softwaru MedCalc. Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty P < 0.05.
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5  Vysledky

5.1 Optimalizace metodiky

Optimalizaci metodiky analyzy ctDNA jsem chtéla docilit co nejcitlivéjSiho zachytu
mutantni frakce ve vzorku plazmy. Prvnim krokem bylo vybrat jednu ze tyf izola¢nich souprav
s co nejvyssim vytézkem cfDNA a zaroveni i co nejvyssim zastoupenim ctDNA (mutované alely).
Nasledné jsem optimalizovala amplifika¢ni podminky vybranych usek( protoonkogent a
tumor supresorovych gend, a to modifikaci objem( templatové DNA a celé reakéni smési. Dale
jsem optimalizovala detekci PCR produktli pomoci DCE. Vtomto pfipadé jsem ménila
nastaveni parametr(l pristroje pro zvyseni citlivosti analyzy. Nakonec jsem provedla test

citlivosti celé metodiky na vzorcich o zndmych zastoupenich mutantni frakce.

5.1.1 Optimalizace izolace ctDNA

Optimalizaci jsem provadéla na ¢tyfech vzorcich plazmy pacient s pokrocilym KK,
jejichz tkarovy vzorek byl pozitivni na pfitomnost mutace v genu KRAS. Ctyfmi komeréné
dodavanymi soupravami jsem vyizolovala cfDNA, provedla analyzu genu KRAS exonu 2 a
vyhodnotila zastoupeni mutantni frakce DNA. Izolaéni kit, pomoci kterého byla ziskana DNA s

nejvyssim zastoupenim mutantni frakce, byl hodnocen jako nejlepsi (Tab. 11).

Tab. 11
Vysledky optimalizace izolacnich kit(

oznaceni procentudlni zastoupeni mutantni frakce
nazev izolacniho kitu izolaéniho kitu| vzorek¢.1 vzorek €. 2 vzorek €. 3 vzorek €. 4
QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit K1 29% 30% 19% 0%
NucleoSpin® Plasma XS K2 25% 27% 14% 0%
Cobas® cfDNA Sample Preparation Kit K3 27% 28% 19% 0%
QlAamp DNA Blood Mini Kit K4 0% 0% 0% 0%

Nejvyssi zastoupeni mutantni frakce bylo dosazeno pomoci izolacniho kitu K1. V
pripadé kitu K4 nebyla detekovana nadorova frakce viibec a u kitu K2 a K3 bylo sice ziskano
celkové mnozstvi DNA srovnatelné s kitem K1, ale pomér mutantni DNA byl nizsi. Pro dalsi

postupy jsem vybrala kit K1.
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5.1.2 Optimalizace amplifikacnich podminek

Vzhledem k obecné velmi nizkym vytézkim izolované cfDNA z hlediska koncentrace i

celkového objemu bylo tfeba nalézt takové podminky, pfi kterych dochazi k amplifikaci

evvs

produktu a zaroven je spotfeba vzorku co nejnizsi. PFi optimalizaci jsem tedy pouZila dva rlizné

objemy reakéni smési (10 a 20 pl) a dva objemy templatové DNA pro kazdou reakéni smés —

1a3 ula3abé6pl Test jsem provedla na Sesti vzorcich cfDNA izolovanych kitem K1. Vysledky

jsem vyhodnotila opét na zakladé poméru mutované frakce (Tab. 12 a Obr. 16).

Tab. 12

Vysledky optimalizace amplifikacnich podminek

Procentudlni zastoupeni mutantni frakce

objem PCR 10pl 20l

objem ctDNA do reakce 1l 3ul 2ul 6l
vzorek €. 1 37% 37% 36% 36%
vzorek ¢. 2 26% 35% 30% 41%
vzorek €. 3 28% 26% 27% 31%
vzorek €. 4 24% 36% 20% 44%
vzorek €. 5 18% 25% 25% 29%
vzorek €. 6 16% 18% 16% 25%

Na zékladné vypoctené mutantni frakce jsem vyhodnotila jako optimalni reakéni objem

20 ul a objem templatové DNA 6 pl.

57



vzorek €. 2

s L s vou o <n - o -

o 1001/ 1pl; PMF = 28%
= \ A A

| — iy, = n = £ c— ' rA—
| 1001/3p; PMF = 26%
- | |

|

e e = e
n i 2001/ 2ul; PMF = 27%

- I3

' s ——" - 34 =
- 2001/6l; PMF = 31%
s J

L 1 =2 a = —

16a
vzorek €. 4

: 4 10pl/2ul; PMF = 24%

Pl ORI W 1 P SR .-') -~ e b titnd
- A 101/3uf; PMF = 36%
 Comm 5 B MMM Summese st i SENERSY SRS Ses—" - (27 \0f SE—
g 2041/24l; PMF = 20%

- 1

i i e | Bt Tl S s
- 204l/6u; PMF = 44%

o fl

- | |

- |

T T - T2 — R —

16b

Obr. 16
Ukazka elektroferogram( dvou vybranych vzork(l s rozdilnymi vytézky cfDNA za rGznych amplifikacnich

podminek (objem reakéni smési/objem templatové DNA), 1- homoduplex wild type, 2 — homoduplex mutant, 3,

4 — heteroduplexy.
16a vzorek C. 2 (vySsi vytéZek cfDNA)
16b vzorek €. 4 (nizsi vytéZek cfDNA)
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5.1.3 Optimalizace podminek DCE

Pro co nejvyssi zachyt ctDNA, kterd se ve vzorku z plazmy vyskytuje v naprosto

minoritnim zastoupeni oproti ostatni cfDNA a bunécné DNA, bylo potieba docilit co nejvyssi

citlivosti detekéni metody. Toho jsem docilila zvySenim dvou ddvkovacich parametr na DNA

analyzatoru, kterymi byly ¢as a napéti. Optimalizaci jsem provedla na Sesti vzorcich cfDNA

pozitivnich na pfitomnost mutace a jednom vzorku bez mutace izolovanych za vyse vybranych

podminek. Vtomto pripadé jsem pfi vybéru optimalnich podminek kromé zastoupeni

mutantni frakce zohlednila také Citelnost elektroferogramu, kterd se pfi vysokych hodnotach

vybranych parametr( zhorSovala (Tab. 13 a Obr. 17).

Tab. 13

Vysledky optimalizace davkovacich parametrt DNA analyzatoru

procentualni zastoupeni mutantni frakce
nazevvzorku | 3kv10s | 3kv20s | 4kv20s | 4kv30s | 4kv40s | 4kv50s | 5kv30s | 5kv40s | 5kv50s | 6kV50s | 6kvV70s | 8kV 80s |10kV 100s
vzorek¢. 1 33,20% | 33,92% | 33,86% | 34,38% | 3835% | 44,76% | 43,00% | 46,12% | 47,89% | 40,32% | 39,60% | nevyhodnotitelné
vzorek €. 2 30,90% | 31,08% | 31,04% | 31,77% | 32,18% | 40,84% | 38,08% | 42,32% | 4567% | 49,82% | 39,61% | nevyhodnotitelné
vzorek¢.3 20,19% | 21,55% | 21,34% | 21,14% | 24,78% | 26,65% | 2565% | 29,40% | 32,04% | 24,03% | 24,01% | nevyhodnotitelné
vzorek . 4 34,73% | 36,40% | 35,23% | 38,02% | 34,43% | 3517% | 3559% | 3548% | 34,79% | 32,82% | 32,88% | nevyhodnotitelné
vzorek €. 5 28,33% | 33,21% | 33,91% | 33,97% | 33,04% | 28,14% | 27,57% | 30,07% | 28,05% | 26,04% | 26,15% | nevyhodnotitelné
vzorek ¢. 6 17,47% | 18,43% | 18,15% | 18,97% | 20,73% | 17,41% | 17,18% | 18,37% | 17,84% | 16,41% | 1548% | nevyhodnotitelné

Na zakladné vypoctenych hodnot mutantni frakce a zhodnoceni elektroferogram( jsem jako

optimalni ddvkovaci parametry zvolila 5kV a 50s.
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Obr. 17

Ukazka elektroferogram tfi vzorkd o rozdilné koncentraci cfDNA.

1-homoduplex wild type, 2-homoduplex mutant, 3, 4-heteroduplexy

17a vzorek €. 2 (vyssi koncentrace), ¢erveny ramecek ohraniCuje oblast, kde se nachazeji primery, pti vyssich
hodnotach davkovacich parametr tato oblast zasahuje do oblasti amplifikacnich produktd

17b vzorek €. 4 (niZsi koncentrace)

17c vzorek €. 7 (vyssi koncentrace, bez mutace)
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5.1.4 Test citlivosti zachytu mutantni alely

Citlivost zachytu mutantni alely jsem proved|a na tfech markerech (KRAS exon 2, EGFR

exon 19 a 21) a rlznych vzorcich se zastoupenim mutantni frakce 25 % — 0,2 %. U genu KRAS

vvzs

exonu 2 a EGFR exonu 21 jsem jako nejnizsi mutantni frakci detekovala 5 % a u genu EGFR

exonu 19 frakci 0,6 %. Vysledky shrnuje Tab. 14 a ukazka vysledku je na Obr. 18.

Tab. 14
Vysledek citlivosti zachytu mutantni alely

KRAS exon 2 EGFR exon 19 EGFR exon 21
mutantni mutantni mutantni
frakce VYSLEDEK frakce VYSLEDEK frakce VYSLEDEK
25% detekovana mutace 25% detekovana mutace 25% detekovana mutace
10% detekovana mutace 10% detekovana mutace 10% detekovana mutace
5% detekovana mutace 5% detekovana mutace 5% detekovana mutace
1% nedetekovana mutace 1% detekovana mutace 1% nedetekovand mutace
0,60% |detekovana mutace
0,20% |nedetekovana mutace
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Obr. 18
Ukazka elektroferogramu citlivosti zachytu mutantni alely v genu KRAS exonu 2.
1- homoduplex wild type, 2 — homoduplex mutant, 3, 4 - heteroduplexy
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5.2 Analyza ctDNA ve vzorcich pacientu

Pti analyze klinickych vzork( jsem nejprve stanovila mutacni profil DNA izolované
z nadorové tkané pacienta a nasledné jsem nalezenou mutaci analyzovala ve vzorcich plazmy.
K detekci mutaci u nadorovych vzorkl pochdzejicich od pacientld s KK jsem vyuZila panel
nejcastéji mutovanych lokusl v genech KRAS, TP53, APC a BRAF, pro vzorky z PDAC gen KRAS
exon 2 a na vzorcich od nemocnych s diagnézou NSCLC gen EGFR, exony 19 a 21. Detekci
mutaci jsem provadéla pomoci PCR s tvorbou heteroduplext a naslednou DCE separaci
za konstantni teploty optimalni pro konkrétni PCR produkty. Zachyt ctDNA jsem korelovala se
stddiem onemocnéni a hladinami tumorovych markerd a radikalitou chirurgického
vykonu. Ddle jsem oveéfila mozZnost vyuZiti detekce ctDNA v plazmé v ¢asném zachytu navratu

(rekurence) ¢i odhadu prognézy onemocnéni.

5.2.1 Analyza ctDNA u kolorektalniho karcinomu
Mutace v naddorové DNA a cfDNA

U vSech vzorkd nddoru (150) se mi podafilo ziskat dostate¢né mnozstvi DNA pro
nasledné analyzy. Alespon v jednom markeru byla mutace u 122 vzork( (81 %), u 70 pacientu
byla detekovana mutace v genu KRAS (47 %), u 39 v genu APC (26 %), u 54 v genu TP53 (36 %)
a u 6 vgenu BRAF (4 %). U pacientl pozitivnich na pfitomnost mutace ve vzorku nadoru jsem
vySetfila ctDNA v dostupnych vzorcich plazmy a ziskala 115 validnich vysledk(, které jsou

shrnuty v Tab. 15.

Tab. 15
Vysledky analyzovanych pacient(

pozitivni ctDNA
pacienti s KK pocet vzorki pocet /%
vsichni analyzovani pacienti (lll. i IV. stadium) 115 57/49%
pacienti lll. stddium onemocnéni 34 11/32%
pacienti V. stddium onemocnéni 81 46 /57 %
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CtDNA a radikalita resekce

Abych mohla porovnat vysledky ctDNA s radikalitou resekce nadoru, musela jsem
analyzovat dostupné pooperacni odbéry, které byly k dispozici od 21 pacient(l s pozitivnim
nalezem ctDNA pred operaci. Z 15 pacientd s RO resekci byla u 14 vyhodnocena pooperacni
ctDNA negativita (93 %) a z 6 pacientl s R2 resekci byla zaznamendna pooperacni ctDNA

pozitivita u vSech (100 %). Pfehled vysledku je zobrazen v Tab. 16.

Tab. 16
Korelace ctDNA s radikalitou resekce
Pozitivni ndlez v ctDNA je znacen jako X negativni jako O

Cislo - pozitivita ¢i
. radikalita resekce .

pacienta negativita ctDNA
F 168 RO o
F 204 a RO 0
F204 b RO o)
F 216 RO 0
F 223 RO o]
F 243 RO o
KK 86 RO X
Mc6a RO o)
Mc 6 b RO 0
Mc 21 RO o)
Mc 36 RO 0
Mc 37 RO o)
Mc 39 RO o
Mc 68 RO o]
Mc 70 RO o)
F 120 R2 X
F124 R2 X
F 201 R2 X
F 202 R2 X
F 246 R2 X
F 276 R2 X

Ndvrat onemocnéni — porovndni zobrazovacich metod, tumorovych markeri a ctDNA

U 20 pripadd, ke kterym se mi podafilo ziskat potfebna data, jsem sledovala nédvrat
onemocnéni. Jednalo se opét o soubor operovanych pacientli, kdy jsem mezi sebou
porovnavala ucinnost zobrazovacich metod (ZM), hladiny tumorovych markert (TM) a
zjiSténou pozitivitu ctDNA. V 10 pripadech (50 %) byla rekurence zachycena vSemi tfemi
metodami. Samotna pozitivita ctDNA byla zaznamenana ve dvou ptipadech (10 %), pozitivita
ctDNA a jedné ze dvou dalSich metod (ZM nebo TM) v 6 pfipadech (33 %). CtDNA negativita

pfi pozitivnich ZM a TM byla zaznamendna pouze 1 x (5 %). Vysledky jsou uvedeny v Tab. 17.
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Tab. 17

Ptehled vysledkid porovnani 3 metod v diagnostice rekurence onemocnéni

Pozitivni nalez je oznacen +, negativni -. U nékterych pacient doslo k ndvratu onemocnéni vicekrat za sebou,
v tabulce je tedy uvedené poradové Cislo rekurence.

&islo pofadové Eislo , pozitivita tumorovych
: ctDNA zobrazovaci metody o
pacienta rekurence markerd

Mc 75 1 +
Mc 74
Mc 74
Mc 70
Mc 68
Mc 68
Mc 6
Mc 6
Mc 2
Mc 19
Mc 1
F 243
F 202
F 168
Mc 63
Mc 6
Mc 6
Mc 31
Mc 7
Mc 23

+ |+ |+ [+ [+

Eo o R S S S S R B IR e e o S

P e B N o e e e R A R A A R e e

Rlr[Rr|lw[N|RrRr|RRr[(R|Rr|Rs R[NP RN -

Dlouhodobé sledovani stavu pacienta (tzv. follow-up)
U jednoho pacienta jsem provedla podrobny follow-up s pravidelnym

zaznamendavanim hladin ctDNA, TM a vysledkl zobrazovacich metod (Obr. 19).
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Obr. 19

Znazornéni pribéhu detekce ctDNA u dlouhodobé sledovaného pacienta.

Cervené Sipky vyznacuiji situace, kdy byla detekovana pozitivni ctDNA zatimco zobrazovaci metody 7adné loZisko
zatim neodhalily, ¢ervené krouzky znazornuji chirurgicky nebo RFA vykon.

U tohoto pacienta doslo béhem vice nez tfiletého sledovani celkem ke ¢tyfem rekurencim, které byly pomoci
ctDNA zachyceny ve vSech pfipadech, dvakrat za negativity zobrazovacich metod.
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5.2.2 Analyza ctDNA u karcinomu pankreatu

Mutace nddorové DNA a cfDNA

U vSech cytologickych natérd (50) se mi podafilo ziskat dostate¢né mnozstvi DNA pro
naslednou amplifikaci genu KRAS exonu 2, kdy pozitivitu na mutaci jsem zaznamenala u 45
vzorkd (90 %). U vSech pacientl jsem provedla vysSetieni na pritomnost ctDNA ve vzorcich
plazmy a ziskala 100 % validnich vysledku, kdy pozitivita ctDNA byla detekovana ve 22 vzorcich
(48 %).
CtDNA a progndéza onemocnéni

Porovnanim celkového preziti pacientll pozitivnich na pfitomnost ctDNA (ctDNA KRAS
mut) a negativnich na pritomnost ctDNA (ctDNA KRAS wt) bylo dosaZzeno statisticky
vyznamného rozdilu (p=0,0421, Obr. 20). PreZiti pacientl s pozitivitou ctDNA signifikantné

koreluje s horsi progndzou a to bez ohledu na zpUsob IéCby pacient(.
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Obr. 20
Kaplan-Maierova analyza preZiti u pacientd s pozitivnim a negativnim nalezem ctDNA v plazmé.

5.2.3 Analyza ctDNA u nemalobunécného karcinomu plic

Ze 139 analyzovanych pacient(l byla pozitivita v genu EGFR exonech 19 ¢i 21 zachycena
v 17 pripadech (12 %). Plazmu jsem ziskala od 30 pacientd, na kterych jsem provedla analyzu
ctDNA nezavisle na vysledku z nddorové DNA. Pozitivitu na ctDNA jsem zaznamenala u 7
vzorkl (23 %) z ¢ehoz 2 pozitivni vysledky jsem prokazala u pacientll bez dostupného vzorku

tumoru.
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6 Diskuze

V této praci jsem chtéla prokazat prinos analyzy ctDNA u onkologickych pacientt. Aby
toto vySetfeni mohlo byt klinicky vyuZitelné, museli jsme zavést a standardizovat postup, ktery
by byl jednoduse aplikovatelny na klinickd i laboratorni pracovisté, vyuzitelny pro vétSinu
nadorovych onemocnéni a nebyl by finan¢né néakladny.

Optimalizace podminek pro vysetreni ctDNA

Prvnim a podstatnym krokem bylo vybrat izolaéni soupravu, pomoci které by bylo
mozno z plazmy vyextrahovat co nejvice volnych nddorovych DNA fragmentl na pozadi vysoké
koncentrace nenddorové DNA. V tomto kroku jsem porovndvala ctyfi komeréné dodavané
izolaéni soupravy, kdy tfi z nich byly pfimo urceny pro izolaci cfDNA a jedna, standardné v nasi
laboratofi vyuZivana, na izolaci genomové DNA. Nebylo nijak prekvapivé, Ze pfi pouZiti
posledni z testovanych souprav nedoslo k izolaci ctDNA, jelikoZ se jednd predevsim o kratké
fragmenty, na které tento izolac¢ni kit, na rozdil od téch uréenych pfimo na cfDNA, neni
koncipovan. StéZejnimi parametry téchto kit(i jsou optimalni vlastnosti silikagelové membrany
na kolonce a vazebného pufru, ktery zajistuje navazani preferovanych fragmentd DNA na tuto
membranu (KUMAR 2006). Nejlepsi tyto vlastnosti pravdépodobné dosahuji soupravy
oznacené jako K1 a K3. Nepatrny rozdil mezi vytézky mutantni frakce mezi témito dvéma
soupravami by mohl vést k zamysleni, zda nedoslo k chybé pfi hodnoceni vysledku, ale
prednost kitu K1 jsem dala zejména kv(li pozadovanému mnozstvi vstupniho objemu plazmy,
ktery je u K1 3x nizSi nez u K3. Nizsi vstupni objem plazmy je vyhodny proto, Ze ne vzdy je
mozné od onkologicky nemocného pacienta ziskat potfebné mnozstvi plazmy odpovidajici vice
nez péti mililitram.

Optimalizace amplifikace produktl v cfDNA byla zaloZzena na modifikaci objemi
templatové DNA a celkového reakéniho objemu. Z vysledki, kde nejvétsi vytézek mutantni
frakce byl pfi obou nejvyssich objemech, odpovida tomu, Ze ¢im vyssi celkové mnozstvi urcité
minoritni alely v PCR smési je, tim je nizsi pravdépodobnost, Ze dojde k jevu zvanému allelic
drop-out, neboli preferenéni amplifikaci majoritni alely. Vyssi objem reakéni smési napomaha
k celkové lepsi amplifikaci, tedy i minoritni alely (GAINES a kol. 2002). Pro zvyseni detekéni
citlivosti jsem ménila podminky na DNA analyzatoru. Dalo by se fici, Ze vyhodné by bylo pouzit
maximalni mozny ¢as i napéti, ale vzorek neobsahujici mutaci pfi pfili§ vysokych hodnotdch

obou parametrd jiz nebyl dostatecné jasné zhodnotitelny z ddvodu prekryvu piki
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predstavujicich homoduplex nemutované alely a primery. Za poufZiti vybranych parametri Ize
pfi jedné analyze ve vice kapilarach analyzovat vzorky o riznych koncentracich cfDNA véetné
téch, které obsahuji pouze nemutovanou alelu, a pfipadné nejasné vzorky znovu analyzovat
s nastavenim vysSich parametra.

Na zavér jsem otestovala citlivost detekce mutantni alely. U markeru EGFR 21 a KRAS,
jsem detekovala pfitomnost 5% mutantni alely ve vzorku, ale u markeru EGFR 19 jsem byla
schopna zachytit mutantni alelu v zastoupeni az 0,6 %. To by mohlo byt kromé rozdilnych
prvnich dvou markertd jsem pouzila komeréné doddvany uméle pripravenych DNA standard,
ktery nemusi splfiovat veskeré vlastnosti ptirozené cfDNA. Naproti tomu citlivost u markeru
EGFR 19, kterou jsem testovala na genomové DNA pochdzejici z nddorové tkané, ve které byl
pocet mutantnich kopii ovéfen pomoci NGS, odpovidala ocekdvanym hodnotdm nizSim nez
1 %, tedy srovnatelnym s citlivosti komercénich IVD CE souprav (napfiklad Cobas® EGFR
Mutation Test od spolecnosti Roche) (THRESS a kol. 2015).

V porovnani s bézné vyuzivanymi metodami pro detekci ctDNA jsou vyhodou nasi
metodiky jednak velmi nizké naroky na vstupnim mnozZstvi templatové DNA (0,06 ng), oproti
jinym (10 — 50 ng) (VOLIK a kol. 2016, FUJII a kol. 2017) a jednak samotny princip detekce
mutaci. U vétSiny metod, kromé NGS, je postup zaloZen na alelicky specifické amplifikaci, kdy
jeden amplikon odpovida jedné mutaci. To predpoklada pfesnou znalost detekované mutace,
coz neni vidy mozné, zejména u tumor supresorovych gend, kde se mliZze vyskytovat velké
mnozZstvi rliznych nezndmych mutaci. V nasi metodice neni tfeba znat sekvenci mutace,
amplifikuje se cely exon nebo jeho ¢ast a detekuje se jakakoliv mutace, ktera je pfitomna
v amplifikovaném Useku. Dalsi velkou vyhodou této metodiky je minimalni ¢asova, pfistrojova
i finan¢ni narocnost. Cely postup kromé izolace cfDNA zahrnuje pouze PCR a naslednou detekci
pomoci standardniho kapildarniho analyzatoru. Napfiklad ve srovnani s metodami BEAMing
nebo ddPCR, které sice vykazuji vyssi citlivost zachytu ctDNA, ale vyZaduji specidlni velice
nakladné pfristrojové vybaveni (pristroj pro vytvoreni emulsni suspenze a pratokovy cytometr)
(www.sysmex-inostics.com, HINDSON a kol. 2011), jsou vesSkeré naroky na provedeni DCE
analyzy minimalné o rad nizsi. To je pro vyuziti v rutinni klinické praxi zcela zdsadni a umoznuje

to tak zafazeni vySetreni ctDNA touto metodou jako dopliikového vysetfeni.
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Vysetreni klinickych vzorki

U vzorkd nadoru jsem vysSettila panel gen(, kde zjisténé procentudlni zastoupeni
genovych variaci odpovidd hodnotdam uvedenym v databazich a publikacich
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). U pacientl s KK ve Ill. a IV. stadiu s tkanémi pozitivnimi
na nékterou ztestovanych mutaci jsem analyzovala vzorky plazmy, kdy zachyt ctDNA
dosahoval 49 %. To je sice o néco nizsi nez primérné hodnoty uvddéné v literature, které se
pohybuji od 30 % - 95 % dle pouzité metody (THIERRY a kol. 2014, VENDRELL a kol. 2017) , ale
tento fakt mize byt zplsoben tim, Ze ve vétsiné praci se analyzuje pouze protoonkogen KRAS.
Ja jsem v této praci vySetiovala i hGfe detekovatelné mutace v tumor supresorovych genech
(TP53, APC). V pripadé, Ze bych pocitala pouze pozitivni ndlez v genu KRAS, zvysil by se zachyt
na 57 % a v pfipadé pacientd ve IV. stadiu onemocnéni az na 70 %. U pacientd s PDAC byl
zachyt ctDNA 48 %, coz odpovida udajim z literatury (HADANO a kol. 2016) a u pacientl s
NSCLC jsem detekovala ctDNA v 23 %, kdy shodny vysledek mezi vzorkem nddoru a plazmou
byl nalezen pouze v péti pfipadech ze 17. To je ve srovnani s literaturou, kterd uvadi rozmezi
36 % —97 % (NORMANNO a kol. 2017), velice nizka hodnota a pravdépodobné souvisi s nizkym
poctem vysetienych pacient(.

Klinicka aplikace

Pfi porovnani pozitivity ctDNA s radikalitou operace, zobrazovacimi metodami a
tumorovymi markery se da na zakladé ziskanych vysledkd usoudit, Ze ctDNA by mohla byt
vyuZita jako vhodné doplikové vySetfeni k uvedenym metoddm a to obzvlasté u téch
pacientd, u kterych byla zjisténa pozitivita ctDNA v dobé diagndzy. V takovém pfripadé, jak
jsem ukdzala na prikladu dlouhodobého sledovani jednoho z pacientl s pokrocilym KK, Ize
pomoci detekce hladiny ctDNA nejen ovéfit, zda bylo loZisko zcela odstranéno, ale také vcas
zachytit rekurenci nddoru nebo progresi onemocnéni a to i v pfipadé, kdy zobrazovaci metody
nebo tumorové markery dévaji negativni vysledky.

Vzhledem k93 % pfitomnosti mutované formy genu KRAS u PDAC, lze ctDNA
vysetfovat témér u vsech pacientl(. Drive bylo popisovano, Zze mutace v genu KRAS je
negativnim prediktorem u tohoto onemocnéni (TADA a kol. 1991), ale pozdéji byly tyto
vysledky vyvraceny (BOECK a kol. 2013, KINUGASA a kol. 2015), k ¢emuz ziejmé pfrispél vliv
zvyseni citlivosti dostupnych molekularné biologickych technik a priikaz, Ze se mutace v tomto
genu vyskytuje témér u vSech pacientt (BIANKIN a kol. 2012). Otazka ale byla, zda se na nasem

souboru pacientll potvrdi prognosticka role pritomnosti ctDNA v plazmé pacientli s PDAC, jak
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bylo publikovdno EARLEM a kol. (2015). Pomoci Kaplan-Meierovy metody, kdy medidn
celkového preziti pacientd s pozitivni ctDNA byl 97 dni, zatimco u pacient(l s negativni ctDNA
az o0 100 dni delsi, jsem prognostickou roli u nasich pacient(i zaznamenala také. Zda se tedy,
Ze pozitivita ctDNA by mohla slouZit jako pomocny prognosticky marker v managementu
racionalniho lékarského pristupu zajistujiciho co nejdelsi dobu preziti pacienta pfi zachovani
dobré kvality Zivota.

Posledni aplikaci klinického vyuzZiti detekce ctDNA byla predikce odpovédi na cilenou
biologickou |é¢bu u nemocnych s NSCLC. Z vysledk( korelace nalez(i mutaci v nddorové tkani
a plazmy, kterd dosahovala pouhych 23 %, vyplyva, Ze toto vysSetfeni nemuZe nahradit
vySetieni tkané, ale ma své vyznamné misto tehdy, kdy tkan neni dostupna. To jsem ukdazala
na pripadech dvou pacientl s nedostupnym tkanovym vzorkem, kdy byla v plazmé prokazana
mutace vgenu EGFR a tento nalez umoznil indikovat cilenou biologickou lé¢bu tyrozin
kindzovymi inhibitory jiz v 1. linii |éCby, coZ by bez tohoto ndlezu nebylo moiné

(VYZULA a kol. 2017).
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7 Souhrn

Optimalizovala jsem laboratorni postup pro detekci ctDNA za Géelem rutinniho vyuziti
v laboratofi s naslednym ovérenim postupu na klinickych vzorcich. Ty pochazely od pacientd,
u nichZz bylo diagnostikovano jedno ze tfi nadorovych nemocnéni (kolorektdlni karcinom,
karcinom pankreatu, nemalobunéény karcinom plic).

1. Pro optimalizaci izolace ctDNA jsem vyuzila 4 komercné dodavané soupravy a

na zadkladé vyhodnocenych parametr(l jsem vybrala soupravu od spolecnosti Qiagen
QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit.
Amplifikaci cfDNA jsem uskutecnila pomoci PCR s tvorbou heteroduplex( s naslednou
detekci na DCE. Reakéni objem PCR byl 20 pl s 6 pl vyizolované templatové cfDNA a
nastaveni DNA analyzatoru pro zvyseni citlivosti detekce jsem zhodnotila jako nejlepsi
5kV 50s.

2. U 339 pacientl jsem analyzovala nejcastéji se vyskytujici somatické mutace, tento
soubor se skladal ze 150 pacientl s diagndzou KK, 139 pacienttd s NSCLC a z 50 pacientu
s PDAC. U pacientl pozitivnich na pfitomnost mutace ve vzorku nadoru jsem vysetfila
dostupné vzorky plazem. Pozitivita ctDNA byla zaznamenana u 57 pacientd
s diagndzou KK (49 %), u 22 s PDAC (48 %) a u 7 s NSCLC (23 %).

Na 15 vzorcich jsem porovnala radikalitu resekce metastatického KK s pritomnosti
ctDNA. U 20 pfipadu jsem porovnala pfitomnost ctDNA se zobrazovacimi metodami a
hladinou tumorovych markertd a u jednoho pacienta jsem sledovala dlouhodoby vyvoj
metastatického KK s hladinami ctDNA.

U PDAC jsem pomoci Kaplan-Meierovy analyzy zjistila vztah ptritomnosti ctDNA a
prognézy onemocnéni a u NSCLC jsem stanovovala pfitomnost mutaci v genu EGFR

v ctDNA.

Na zakladé ziskanych vysledk( se mi podafilo optimalizovat finan¢né nenakladny

postup pro rutinni analyzu ctDNA v laboratofi.
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