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Seznam zkratek
AF-1

AF-2

AR

ARA

ARE

ARTA

BHP

bp

CAG
ccfDNA/RNA
CN

CNP

CNV

CRPC

CTCs

DBD

ddPCR

DHT

DMEM

dPCR
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DRE
DTT

aktivacni funkce 1

aktivacni funkce 2

androgenovy receptor

cyproteron acetat

z angl. androgen response element

z angl. androgen receptor targeting
benigni hyperplazie prostaty

par bazi, z angl. base pair

polyglutamin

volna cirkulujici DNA/RNA

pocet kopii, z angl. copy number

z angl. copy number polymorphism

z angl. copy number variant

z angl. castration-resistant prostate cancer
cirkulujici nadorové buriky

DNA-vazajici doména

z angl. droplet digital polymerase chain reaction
dihydrotestosteron

kultivacni médium z angl. Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

z angl. digital polymerase chain reaction
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

z angl. deoxyribonuclease

smés deoxyribonukleotidl

z angl. digital rectal examination
dichlordifenyltrichlorethan
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EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FBS fetalni bovinni sérum

fPSA volna forma prostatického specifického antigenu

Fw z angl. forward primer

gDNA genomova DNA

GGC polyglycin

HSPC z angl. hormone-senzitive prostate cancer

IGF z angl. insulin-like growth factor

kb kilobaze

KLK3 kalikrein 3

LBD ligand-vazajici doména

PAP prostaticka kysela fosfataza

PBS fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffer saline

PCa karcinom prostaty

PCA3 prostaticky rakovinny antigen 3

PCR polymerazova fetézova reakce

PERS peroxodisiran amonny

Pk pozitivni kontrola

proPSA prekurzor prostatického specifického antigenu

PSA prostaticky specificky antigen

gPCR kvantitativni PCR

RECIST z angl. response evaluation criteria in solid tumors

RNA ribonukleova kyselina

RNase A z angl. ribonuclease A

RPMI 1640 kultivacni médium, z angl. Roswell Park Memorial
Institute

RQ z angl. relative quantity

Rv z angl. reverse primer



TBE
TEMED

TNM

tPSA
TRUST
NCBI
NGS

NTD

tris-borat EDTA pufr
tetramethyllethylendiamin

z angl. Tumor, Nodes and Metastases Classification

vazana forma prostatického specifického antigenu
transrektalni ultrasonografie

z angl. National Center for Biotechnological Information
sekvenovani nové generace

N-koncova doména
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1 Uvod a cile

Karcinom prostaty se v poslednich letech stal vyznamnym medicinskym,
ale i spoleCenskym problémem. Po karcinomu plic a karcinomu tlustého stfeva je treti
nejéastjsi pri¢inou smrti na nadorové onemocnéni u muzi v Ceské republice.

Pro normalni i maligni rast prostaty je nezbytna androgenni signalizace (Heinlein
et al., 2004). Standardni IéEbou pokrocilého karcinomu prostaty je pfitom androgen
deprivacni terapie. Vétsina pacientl pozdéji ziska rezistenci a vznika u nich kastracné
rezistentni karcinom prostaty. Nejbézné&jsi mechanismus rezistence je amplifikace lokusu
AR. Predikce vzniku kastraéni rezistence a progrese do kone¢ného stadia onemocnéni
by mohla pomoci Iékaitim pfi vybéru vhodné terapie a pfipadném pouziti modernich I€Civ.
V disledku toho jsou vyhledavany biologické markery, které by usnadnily pfedpovéd
prubéhu IéCby a ucinnosti androgenové deprivace.

Jednim z modernich pfistupl je tekuta biopsie, ktera umoznuje neinvazivni

analyzu cirkulujicich nadorovych bunék a volné cirkulujici DNA (Sumiyoshi et al., 2019).

Cile diplomové prace byly nasleduijici:

e Vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.

e Kultivace a pfiprava bunécnych linii VCaP a LNCaP.

e l|zolace nukleovych kyselin z genomové DNA vybranych bunécénych linii.

e lzolace nukleovych kyselin z krevni plazmy pacientll s karcinomem prostaty
(cirkulujici nadorova DNA).

e Analyza poctu kopii v genomové DNA bunécnych linii a pacientskych vzorku
pomoci ddPCR.

11



2 TEORETICKA CAST
2.1 Prostata

Prostata, oznaCovana téz jako predstojna Zlaza, je neparovym, svalové zlaznatym
organem muzského pohlavniho Ustroji. Je ulozena pod moCovym méchyfem hluboko
vmalé panvi. U zdravého jedince odpovida prostata velikosti jedlého kastanu, je
symetricka, elasticka a neni bolestiva.

Stfedni Casti pfedstojné zlazy prochazi mocCova trubice z moCového méchyie
do penisu. Nad prostatou jsou uloZzeny semenné vacky, které do ni vstupuji spole¢né
se semennymi provazci z varlat. Jeji povrch je hladky, jez je tvofen tenkym vazivovym
pouzdrem. Sklada se z 30-50 rozvétvenych tubuloalveolarnich Zlazek, hladké svaloviny
a vazivového stroma. Horni, SirSi ¢ast prostaty (basis prostatae) naléha na hrdlo
mocového méchyfe. Spodni, Uzka Cast prostaty zvana hrot (apex prostatae) prfechazi
v zevni svéra¢ (Bezditkova, Slezakova, 2010; Dylevsky, 2006).

Z pohledu anatomického se prostata sklada z péti laloka: pravého, levého,
predniho, zadniho a stfedniho. V prabéhu Zivota sristaji a v dospélosti jiz zcela splynou.
V urologické praxi se proto pouziva rozdéleni prostaty podle McNeala (Obr. 1) na tfi zony:
periferni, centralni a tranzitorni (pfechodni) (McNeal, 1984). Tranzitorni zéna tvofi
pfiblizné 5 % prostaty a obsahuje slizni¢ni zlazky. U starSich muzi muze byt tranzitorni
oblast mistem vzniku benigni hyperplazie prostaty (BHP) (EliSkova, Narka, 2006).
Centralni (vnitfni) zéna se nachazi v oblasti kolem ejakulaénich vyvodu, pfedstavuje asi
25 % objemu Zlazy a vznika v ni asi ¢tvrtina karcinomu prostaty. Z pohledu velikosti je
nejrozSifenéjSi zéna periferni. Tvofi cca 70 % objemu. V této zoné vznika vétSina
karcinomU prostaty (Aaron et al., 2016).

Stézejnim ukolem prostaty je ochrana kvality spermatu a hraje tedy vyznamnou
roli pro muzskou plodnost. Prostata produkuje spermatickou tekutinu, mlééné zakaleny
fidky sekret s pH pfiblizné 6,4. Pfi ejakulaci dochazi k vypuzovani sekretu do uretry
atvofi asi 30 % celkového mnozstvi ejakulatu. Ten vznikne smisenim spermii
se spermatickou tekutinou pochéazejici z prostaty. Mnozstvi ejakulatu se pohybuje
v rozmezi od 2 do 6 ml a v 1 ml je obsazeno pfiblizné 40-250 milionu spermii. Ejakulat
zajistuje zejména vyzivu a pohyblivost spermii. DalSim dilezitym ukolem prostaty je,
Ze uzavira otvor mezi moCovym méchyfem a mocovou trubici pfi svém stahovani,
kdy dochazi k vstfikovani tekutiny do moc€ové trubice (EliSkova, Narka, 2006; Rokyta,
2015).

12



Sekret obsahuje fadu bilkovin, zejména imunoglobuliny kyselou fosfatazu,
protedzy (napf. prostaticky specificky antigen), polyaminy (spermin a spermidin),
prostaglandiny, kyselinu citronovou a zinek. VSechny tyto sloZzky sekretu maji vliv
na oplodnéni. Napfiklad proteazy =zajistuji, aby sperma bylo dostate¢né Fidkeé.
Pro zvySeni pohyblivosti u spermii je nezbytny spermin a spermidin a pro stimulaci
svaloviny délohy je dulezity pravé prostaglandin. Kyselina citronova slouzi jako pufr, ktery
udrzuje pH daného prostfedi. Pravé hormon testosteron dohlizi na vyvoj prostaty
v obdobi dospivani. Velka &ast testosteronu je tvofena ve varlatech, ovSem malé
mnozstvi testosteronu je také tvofeno v nadledvinkach. Soucasti prostatické tekutiny je
také vySe zmifiovany enzym PSA (prostaticky specificky antigen). Tento enzym zaijistuje
uvolhovani semene a transport spermie k vajicku pfi pohlavnim styku. Hladina PSA se
pfi patologickych zménach zvySuje. S rostoucim vékem u muzul je nezbytné sledovat
stav jejich prostaty. Je dulezité posoudit, zda se Zlaza nezvétSuje a nezpusobuje tak
obtizné moc€eni anebo nedochazi ke zhoubnému bujeni. Hodnoty PSA hraji velmi

vyznamnou roli pfi diagnostice pravé benigni hyperplazie prostaty ¢i rakoviny prostaty.

Obr. 1: Schématické znazornéni lidské prostaty ukazujici mo¢ovou trubici a mocovy méchyr
ve vztahu ke tfem hlavnim zlazovym zénam prostaty (centralni zéna, periferni zéna a prechodni
zoéna). Prevzato z Aaron et al., 2016.
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2.2 Karcinom prostaty
2.2.1 Definice a epidemiologie

Nador prostaty, odborné oznacovan karcinom prostaty predstavuje jednu z nejcastéjSich
forem rakoviny v muzské populaci. Karcinom prostaty (PCa, prostate cancer) je stale
vyznamnou pfiginou morbidity a mortality v Ceské republice (Obr. 2 a 3) i v rozvinutych
zemich svéta (Obr. 4). Postihuje zejména muze starSiho véku. (Jemal et al., 2011).

Po karcinomu plic a karcinomu tlustého stfeva je tfeti nejCastéjSi priCinou umrti
na zhoubné nadorové onemocnéni u muzd v Ceské republice (Dusek et al., 2014).
Adenokarcinomy tvofi pfevaznou vétsinu zhoubnych nadorl prostaty (v periferni zoné).
Mohou se Sifit lokalné a prorastat do seminalnich vackd. Do regionalnich uzlin putuje
prostfednictvim lymfatické cesty a do skeletu se Sifi krevni cestou. Nasledné jsou tvofeny
metastaze v plicich a jatrech. Obvykle se nadory prostaty Sifi pomalu, nékteré
vSak agresivné, zejména pak u mladsich jedinct (Nair et al., 2017; Slezakova, 2013).

U karcinomu prostaty existuje pomérné vysoka pravdépodobnost vylécCeni,
avSak musi byt zav€asu odhalen. S naruUstajicim vékem u muzl, obvykle po 50. roku
zivota, jsou velmi dilezité pravidelné kontroly u odborného lékare. Ve vétsiné pfipadd,
byva rakovina prostaty odhalena nahodné, a to z krevniho vzorku, kde jsou pozorovany
zvySené hladiny prostatického specifického antigenu. Riziko vzniku rakoviny prostaty
souvisi nejen s vékem, ale také s rodinnou anamnézou. Pokud se v rodiné vyskytuje otec
nebo bratr pacienta s karcinomem prostaty, riziko vzniku nadoru je témér dvojnasobné.
Existuje vSak fada dalSich faktorl (napf. rasa a narodnost, vyziva, koufeni), které se
mohou podilet na vzniku tohoto nadoru. Rakovina prostaty pfedstavuje nejen zdravotni,

ale i spoleCensky problém.
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Obr. 2: Casovy vyvoj incidence a mortality pro zvolenou diagnézu karcinomu prostaty u muzii v celé
populaci v letech 1977-2018. Prevzato z Dusek et al., 2018, dostupné z: www.svod.cz.
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Obr. 3: Casovy vyvoj indexu mortalita/incidence (pomér poétu zemrelych na diagnézu k poétu
novych pripadt) pro zvolenou diagnézu karcinomu prostaty v populaci muzl v letech 1977-2018.
Prevzato z Dusek et al., 2018, dostupné z: www.svod.cz.
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Obr. 4: Srovnani incidence v Ceské republice s ostatnimi zemémi svéta (poradi CR: 31). Pievzato
z Dusek et al., 2018, dostupné z: www.svod.cz.
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2.2.2 Etiologie

Etiologie karcinomu prostaty je doposud neznama. Vznik karcinomu prostaty
je multifaktorialné podminén, at’ uz se hovofi o genetické predispozici anebo pusobeni
zevniho prostfedi. Zakladni skupinu rizikovych faktorl nadoru prostaty tvofi genetické
vlivy, vék a rasa.

V prubéhu starnuti bunék dochazi ke vzniku viceCetnych mutaci gend,
které zpusobuji Fadu onkologickych onemocnéni prostaty. Mutace mohou vznikat
pusobenim rdznych mutagenu: biologickych, chemickych ¢&i fyzikalnich. Se vznikem
mutace nemusi vzdy dojit k maligni transformaci bunék. Hormony jako jsou androgeny,
estrogeny, inzulin, IGF (insulin-like growth factor) a dal$i, se mohou podilet na rozvoiji
karcinomu prostaty, ktery vznika v dusledku obezity (Dvoracek et al., 2005; Klein et al.,
2007). Geny, které souvisi s rozvojem karcinomu prostaty, jsou nejen geny BRCAl
a BRCA2, které jsou zodpovédné i za rozvoj nadoru prsu a vajecniku, ale také geny
RNAseL, ELAC2, MSR1 a fada dalSich (Simard et al., 2003).

Jak jiz bylo fe€eno, riziko vzniku karcinomu prostaty stoupa se zvySujicim vékem
pacienta (Obr. 5). DalSim rizikovym faktorem je etnicita. Je prokazano, Ze vyssi vyskyt
onemocnéni je v Severni Americe a Evropé, hlavné mezi Afroameri¢any, naopak nizky
vyskyt onemocnéni je v Japonsku a v Cin&. Na patogenezi ma vliv také rodinna
anamnéza, dietetické vlivy (pfedevSim obezita) a profesionalni vlivy (napf. pesticidy,

herbicidy nebo radioaktivni zafeni) (Tomasek, 2015; Nair et al. 2017).
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Obr. 5: Vékova struktura pacientli s karcinomem prostaty za obdobi 1977-2018. Pfevzato z Dusek
et al., 2018, dostupné z: www.svod.cz.
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2.2.3 Moznosti diagnostiky karcinomu prostaty

| pres stale zlepSujici se diagnostiku patfi karcinom prostaty k nejCastéjSim pfiCinam umrti
na maligni onemocnéni u muz v Ceské republice. Vzhledem k rostouci délce Zivota
jedincl je ¢asna detekce karcinomu prostaty velmi dilezita. Pravé ¢asna stadia jsou lépe
|éCitelna. V souCasné dobé neni mozné zabranit vzniku tohoto onemocnéni, neni tedy
mozna tzv. primarni prevence. Cilem tzv. sekundarni prevence je snaha zachytit
karcinom prostaty nejpozdéji ve 2. stadiu onemocnéni. Diky zavedeni vySetfeni
prostatického specifického antigenu (PSA) do klinické praxe se snaha detekovat
onemocnéni lokalizované na prostatu vesmés dafi. V Casném stadiu onemocnéni nemusi
byt vyvolany zadné pfiznaky, a proto je dllezité v€asné vySetfeni pacienta urologem
a sledovani hladin PSA. Pokud jsou pfiznaky jiz karcinomem vyvolany, jedna se obvykle
o pokrocilé stadium (Dvofacek et al., 2005).

K samotné diagnostice ¢asného karcinomu prostaty slouzi standardni klinické
testy, a to vySetfeni prostaty per rectum, stanoveni sérové hodnoty PSA pacienta
a biopsie prostaty pod kontrolou transrektalni ultrasonografie. V diagnostice karcinomu
prostaty dale hraji vyznamnou roli zobrazovaci metody (magneticka rezonance,
vypocetni tomografie, transrektalni ultrasonografie, scintigrafie a rentgen skeletu).
S vyuZzitim uvedenych metod Ize nejen v€as odhalit karcinom prostaty, ale také jej
podrobné charakterizovat a urcit rozsah nadorového postizeni podle TNM klasifikace
(Dvoracek et al., 2005; Kawaciuk, 2009).

Vysetfeni per rectum (DRE- digitalni rektalni vySetfeni) je v ambulanci snadno
proveditelné vySetfeni dostupné kazdému lékafi. Ma vyznamnou roli pfi screeningu
u muzu starsich 50 let. Nevyhodou je, Ze pomoci dané metody nelze zjistit pfitomnost
malych lézi. Za normalnich okolnosti je prostaticka tkan hladka, elasticka a ohranicena.
V pfipadé, Ze je pfi DRE na prostaté detekovano kulovité loZisko nebo tuhé casti
a neohrani¢ené okraje, jedna se o suspektni stav a u tohoto pacienta je indikovano
provedeni biopsie prostaty. Karcinom prostaty je nejcastéji lokalizovan v oblasti periferni
zény prostaty a Ize ho pomoci DRE detekovat pouze v pfipadé, pokud jeho velikost
prekracuje 0,2 ml (Adam et al., 2004; Gosselaar et al., 2008).

K diagnostice a sledovani karcinomu prostaty se vyuziva vySe zmifovany
prostaticky specificky antigen, kdy se hodnoti jeho hladina v krvi. Hladinu PSA v krvi
ovliviiuje produkce androgenu, karcinom prostaty, ale také nenadorové onemocnéni
prostaty. Je druhem organové specifickych, ale ne nadorové specifickych antigenu.

Koncentrace PSA v séru zdraveého jedince dosahuje hodnot od 2,5 ug/l (muZzi do 50 let)
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do 6,5 pg/l (nejstarsi vékova skupina). Obvykla koncentrace je udavana do 4 ug/l (ng/ml).
Hodnoty koncentrace PSA nad 10 ng/ml pfedstavuji pravdépodobny nalez karcinomu
po punkéni biopsii. Pokud jsou hodnoty koncentrace v tzv. Sedé zéné 4-10 ng/ml, tak
dal$i postup uréuje urolog na zakladé celé rady parametrd (Kawachi et al., 2010).

V krvi se PSA vyskytuje i ve volné formé (tzv. freePSA) a jeji stanoveni mize
pomoci pfi rozhodovani o provedeni punk¢ni biopsie. Pokud je procento volného PSA
(z celkové hladiny PSA) 225 %, je nador malo pravdépodobny, naopak pokud je procento
<25 %, riziko roste (Adam et al., 2004). V posledni dobé& je mozné vyuzit i komerc¢ni
stanoveni [-2]proPSA (prekurzoru PSA) nebo PCA3 v modi (prostate cancer associated
3), které mohou dale zpfesnit diagnostiku karcinomu prostaty (Luca et al., 2015).

Zakladnim urologickym vySetfenim je transrektalni ultrasonografie (TRUS).
Metoda vyuziva specialni ultrazvukovou sondu zavedenou do konecCniku a hodnoti
velikost prostaty, symetrii ¢i asymetrii lalokl a také ve znacné mife dokaze posoudit
extraprostatické Sifeni nadoru. Pfi hodnoceni loziskovych 1ézi u prostaty mize dochazet
k faleSné pozitivité i negativité. V pfipadé nejistého i podezfelého sonografického
obrazu, nasleduje odbér tkané k histologickému vysSetifeni. Pro histologické vysSetfeni
se odbér vzorkl z prostaty provadi transrektalni biopsii. Pro diagnostiku karcinomu
prostaty je v souasné dobé také ¢asto vyuzivana magneticka rezonance (Ahmed et al.,
2017).

2.2.4 Stadia onemocnéni

Pokud je karcinom omezen pouze na vilastni tkan, tedy na prostatu, jedna
se o lokalizovany karcinom. V pfipadé, Ze nador pronika do okolnich struktur,
do semennych vackld ¢ mocového méchyre, hovofime o lokalné pokrocilém karcinomu
prostaty. Pfi metastatickém typu karcinomu prostaty se rakovina prostaty Sifi do okoli

prostaty, ale téZ vytvari metastaze ve vzdalengjSich organech (Adam et al., 2004).
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Tab. 1: TNM klasifikace nadorti.

TNM klasifikace

T kategorie

TO Z&dné znamky tumoru.

T1 Nador je nahodnym histologickym nalezem.

Tla Ne vice nez tfi lozZiska karcinomu.

T1b Vice nez tfi loZiska karcinomu.

T2 Nador je pfitomen klinicky nebo makroskopicky, ohrani¢en na Zlazu.

T2a Nador do 1,5 cm s normalni tkani nejmeéné na tfech mistech.

T2b Nador vétsi nez 1,5 cm nebo vice nez v jednom laloku.

T3 Nador infiltruje apex prostaty nebo na druhé strané pouzdro prostaty nebo hrdlo méchyre
nebo semenné vacky; jesté neni fixovan k okoli.

T4 Nador je fixovan nebo infiltruje sousedni struktury, které pfi T3 nejsou postizeny.

N kategorie

NO Zadné metastazy do regionalnich uzlin.

N1 Metastazy v solitarni uzliné, 2 cm nebo mensi.

N2 Metastazy v solitéarni uzliné > 2 cm a < 5 cm nebo ve vice uzlinach a zadna > 5 cm.

N3 Metastazy v uzlinach prfevazné > 5 cm.

M kategorie

MO Zadné znamky metastazy.

M1 Vzdalené metastazy.

Grading

Gl Vysoce diferenciovany karcinom (s malou anaplazii jader)

G2 Mélo diferenciovany karcinom (s jednotlivymi kribriformnimi loZisky a s malou anaplazii
jader).

G3 Nediferenciovany karcinom (kribriformni a solidni karcinom se silnou anaplazii jader).

K popisu rozsahu nadoru slouzi tzv. TNM klasifikacni systém (Tab. 1). Rozsah

primarniho nadoru hodnoti T parametr. N parametr stanovuje rozsah postizeni

regionalnich lymfatickych uzlin. M parametr hodnoti pfitomnost nebo nepfitomnost

vzdalenych metastaz. Klasifikace umoznuje popsat velikost nadoru jeho vlastnosti

a Sifeni. S vyuzitim TNM Kklasifikace, Gleasonova skore a hladin PSA se stanovuje

klinické stadium onemocnéni a nasledna terapie (Becker, 2005).

2.2.5 Terapie karcinomu prostaty

Terapie karcinomu prostaty zavisi na zavaznosti onemocnéni a na faktorech, které urcuji

jeho progresi. VétSina diagnostikovanych PCa jsou adenokarcinomy. Ty se déli podle

klinického stadia na nadory lokalizované, lokalné pokrocilé a metastatické. Dale se PCa

rozdéluji podle hormonalni senzitivity na hormonalné-senzitivni (HSPC; hormone-
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senzitive prostate cancer) a kastraCné-rezistentni karcinom prostaty (CRPC; castration-
resistant prostate cancer).

Pfi terapii PCa rozliSujeme dvé varianty pfistupu k nemoci a to aktivni terapii
a odloZenou lécbu. Aktivni terapii nasledné délime na kurativni a paliativni. Kurativni
terapie je vyuzivana prfedevSim pro lokalizované karcinomy. ZabezpeCuje kompletni
odstranéni nebo zni€eni nadoru. Hlavni lé€ebnou metodou lokalizovanych nadorl
prostaty je operativni odstranéni (tzv. chirurgicka prostatektomie) prostatické Zlazy
spole¢né s pouzdrem prostaty a semennymi vacky. Vedle radikalni prostatektomie
je druhou moznosti radioterapie (IéCba zafenim). Tyto postupy Ize kombinovat u lokalné
pokroc€ilych karcinom( s hormonalni terapii. Odlozena terapie se pouziva predevsim
pro nizce rizikové karcinomy u starSich pacientl s oCekavanou kratkou dobou pfreziti
(Polakova et al., 2014).

Mezi nejvice pouzivanou léCbu pokrocilych nadoru patfi hormonalni terapie.
Hormonalni |é¢ba se zamé&fuje na snizeni tvorby hormont &i zablokovani jejich ucinku
na nadorovou tkan. Dusledkem mOze byt vznik apoptézy bunék zavislych
na androgenech. Hormonalni terapie zahrnuje androgenni deprivaéni |éCbu a podavani
antiandrogentl. Androgenni deprivace se docili bud chirurgickym oboustrannym
odstranénim varlat (orchiektomie) nebo medikamentoézni kastraci. U pacientd
s metastatickym karcinomem je medikamentézni kastrace prvni volbou terapie.
Je zalozena na aplikaci agonistu LHRH. Steroidnimi nebo nesteroidnimi antiandrogeny
dochazi k potlaeni ucinkud rezidualnich androgent (napf. z nadledvinek) (Podrazil et al.,
2016; Saad et al., 2015).

2.2.6 Kastracné rezistentni karcinom prostaty

Po 1é€bé hormon-senzitivnino onemocnéni adenokarcinomu prostaty se pacienti po 2-3
letech dostavaji do faze kastracné-rezistentniho karcinomu prostaty (CRPC, castration-
resistant prostate cancer). Dochazi k opétovnému zvySeni hladiny PSA v krvi, coz
je doprovazeno radiografickou nebo klinickou progresi (Hanu$ et al., 2015). CRPC
je definovan kastracni hladinou testosteronu <50 ng/dl v séru spole¢né s biochemickou
nebo radiologickou progresi. V pfipadé biochemické progrese dochazi k vzestupu
hladiny PSA v krvi tfikrat po sobé s odstupem minimalné jednoho tydne. Podminkou
pro potvrzeni radiologické progrese je vyskyt dvou nebo vice novych kostnich lézi
prokazatelnych na kostnim scanu nebo progrese |ézi mékkych tkani dle RECIST

(Response evaluation criteria in solid tumors) (Hotte et al., 2010; Shafi et al., 2013).
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Progn6za CRPC zavisi na ruznych faktorech (celkovy stav pacienta, bolest
ve skeletu nebo rozsah onemocnéni na kostnim scanu). Témér u 90 % muzti s CRPC
se objevuji kostni metastazy. Jsou velmi bolestivé a mohou vést ke zlomeninam
nebo utlumu kostni dfené. Anémie, Unava, Ubytek na vaze a zvySena nachylnost

k infekcim jsou Castymi projevy doprovazejici CRPC.
2.2.7 Terapie kastraéné rezistentniho karcinomu prostaty

CRPC je nejcastéji IéCen pomoci nové antiandrogenni IéCby (ARTA, androgen receptor
targetin), chemoterapie a radioterapie. Zakladem protinadorové lécby je chemoterapie,
ktera pro likvidaci nadorovych bunék vyuziva urCité chemické latky. V prvni linii IéCby
CRPC je mozné podavat docetaxel (75 mg/m?, intraven6zné jednou za tfi tydny)
v kombinaci s prednisonem (5 mg, per os dvakrat denné) v ramci systémové
chemoterapie u pacientll s CRPC s detekovatelnymi metastazami. Docetaxel je Siroce
pouzivanym cytostatikem a prodluzuje preziti onkologicky nemocnych pacientl o nékolik
mésicl. Zmirfiuje symptomy a zlepSuje jeho kvalitu Zivota (Hanus et al., 2015). Pfi 1éCbé
docetaxelem se mohou objevit vedlejSi uc€inky jako zvraceni, prijem, Unava, ztrata vlasuq,
alergické reakce nebo anémie. Po ukonceni IéEby docetaxelem, mize byt pacient IéCen
hormonalné anebo dalSimi chemoterapeutickymi I€ky (cabazitaxel).

Mezi nové hormonalni Iéky patfi pfedevsim enzalutamid a abirateron. Enzalutamid
je antiandrogen blokujici vazbu androgent na AR a vazby AR na DNA. Je podavan
peroralné bud u nemocnych bez, nebo s minimalnimi pfiznaky nadorového onemocnéni.
Navaly horka, bolest hlavy a unava jsou nej¢astéjSimi projevy toxicity. Muze také
dochazet k epileptickym zachvatim. U téchto pacientl byly identifikovany rizikové
faktory, napf. mozkové metastazy (Scher et al., 2010). Abirateron pusobi jako inhibitor
enzymu androgenni biosyntézy CYP17 (podili se na biosyntéze androgenu
v nadledvinach) (Potter et al.,1995). Je podavan peroralné stejné jako enzalutamid, ¢asto
v kombinaci s kortikosteroidy, kvdli u€inku na nadledviny. Abirateron snizuje hladinu

androgenu v krvi, zpomaluje rist nadord a metastaz.
2.3 Androgenovy receptor

Vyvoj a rlist normalni prostaty i PCa je fizen testosteronem a 5a - dihydrotestosteronem
(DHT) (Culig et al., 1998). Prostfednictvim vazby na AR tyto hormony uplatriuji své
biologické ucinky. Receptor se po vazbé na hormonalni ligand oddéluje od pomocnych

proteinu, translokuje do jadra a dimerizuje. Poté se vaze na “androgen response
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element” (ARE) umistény v promotorovych oblastech cilovych genu. Receptor pusobi
jako transkripCni faktor aktivovany ligandem (Dehm, Tindall, 2011).

Gen androgenoveho receptoru lezi na dlouhém raménku chromozomu X (na pozici
Xq12). Pro androgenovy receptor jsou zasadni tfi hlavnich domény: N-terminalni doména
(NTD, N-terminal domain), DNA vazebna doména (DBD, DNA-binding domain) a C-
koncova ligand-vazajici doména (LBD, ligand-binding domain). Genovy transkript plné
délky obsahuje osm exonu. N-koncova doména je kddovana exonem 1. DNA-vazebnou
doménu koduje exon 2 a 3. Oblast hinge (H) region je kédovana €asti exonu 4. Zbyvajici
Cast exonu 4 spolec¢né s exony 5, 6, 7 a 8 kdduji ligand vazebnou doménu (Gelmann,
2002).

VSechny tfi domény jsou nezbytné pro spravnou funkci receptoru. DBD vaze
androgenovy receptor do promotorovych a enhancerovych oblasti cilovych gent pfimym
navazanim k DNA. Diky této vazbé je aktivaCni funkce (AF-1, AF-2) z NTD a LBD
schopna stimulovat transkripci téchto genl. AF1 obsahuje dvé aktivacni jednotky
transkripce, Tau-1 a Tau-5 (Callewaert et al., 2006). AF-1 je v NTD permanentné aktivni,
zatimco AF-2 je zavisla na ligandu (Tan et al., 2015).

NTD doména je tvofena velkym mnozstvim CAG (polyglutamin) a GGC
(polyglycin) repetic, které se pravidelné opakuji. Sekvence jsou vysoce variabilni (Sasaki
et al., 2003). Na zakladé interakce s dalSimi transkripénimi faktory reguluje N-koncova
domeéna transkripci cilovych genda.

DBD je oblast bohata na cysteiny. Vytvafi dva komplexy. Kazdy z komplexu je
slozen ze dvou zinkovych prstl. Zinkovy prst je tvofen Ctyfmi cysteinovymi zbytky,
které koordinuji iont zinku. Soucasti prvniho zinkového prstu je P-box a diky nému je DBD
schopna rozpoznat DNA a navazat se na ni. Zatimco D-box je soucasti druhého
zinkového prstu. D-box zajistuje dimerizaci receptoru (Dehm, Tindall, 2011).

LBD se podili na utvareni vazebného mista pro ligand a je tvofena z jedenacti a-
Sroubovic a Ctyf kratkych B fetézcu tvoficich dva antiparalelni B-listy. (Jenster et al.,
1991).

Na AR se mohou vazat antiandrogeny, které blokuji funkci androgenového
receptoru. Antagonizuji plsobeni androgenu tim, Ze kompetuji o vazebna mista AR.
Antiandrogeny se déli na steroidni a nesteroidni. Do skupiny steroidnich antiandrogent
patfi cyproteronacetat. Kvlli ¢astym nezadoucim ucinkim steroidnich antiandrogenu,
byly vyvinuty nesteroidnich antiandrogeny. Toluididové derivaty, jako je flutamid
a bikalutamid, jsou pfikladem nesteroidnich antiandrogenl. Jedna se o antiandrogeny

bez androgennich vlastnosti, proto jsou vhodné pro Ié¢bu rakoviny prostaty (Singh et al.,
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2000). V posledni dobé se pouziva prfedevSim nova ARTA terapie (enzalutamid
nebo abirateron, viz vySe).

ZvySeni terapeutické rezistence u karcinomu prostaty muze byt zplusobeno
amplifikaci androgenového receptoru (Koivisto et al., 1997). Zjisténi této amplifikace

u pacientld s CRPC muze predpovidat selhani ARTA terapie.
2.3.1 Zesilovac¢ transkripce androgenového receptoru

Nadorové onemocnéni je charakteristické tim, Ze €asto dochazi k ovlivnéni procesl
regulace transkripce. Specifickou regulaci genl v pribé&hu vyvoje a v riznych typech
bunék zajistuje aktivita transkripCnich faktor(. Prostfednictvim vazby proteinovych
transkripénich faktort (aktivatory, represory) na regulaéni oblast genu (promotory,
zesilovac transkripce) je uskuteénéna regulace transkripce. Sekvence zesilovacu jsou
regulacni DNA sekvence aktivujici promotory. Na zakladé vazby transkripéniho faktoru
na zesilovac je ovlivnéno to, zda dojde ke genové expresi a v jaké mife v urcitém Case
a daném typu buriky bude exprese probihat. Pisobenim zesilovacu dochazi ke zménam
chromatinu a nasledné ke zpfistupnéni promotoru nebo také mohou usnadnovat vazbu
RNA polymerazy (Sadler, 2011).

Naopak represory zabranuji genové expresi béhem diferenciace nebo progrese
bunécného cyklu (Li et al., 2011). NejCastéji je vazba AR studovana na lokusu genu
kallikrein-3 (KLK3, alias PSA). AR spole¢né s jeho regulatory je v reakci na androgeny
rekrutovan do cis prvkl pfed promotorem (ARE | a ARE Il) (Pang et al., 1995; Cleutjens
et al., 1996) a oblasti zesilovace (ARE lll) (Cleutjens et al., 1997) genu KLKS3.

Rovnéz exprese samotného AR muze byt regulovana pomoci zesilovacu
transkripce. Ke sledovani aktivnich promotord a zesilovacu transkripce mulze byt
pouzivana sekvenace oblasti s acetylovanymi histony (H3K27ac ChlP-seq; Takeda et al.
2018). Recentni prace zjistila pfitomnost nového aktivovaného zesilovace AR pouze
u CRPC pacientl a nikoli u hormonalné sensitivnich nadora. Tento zesilovac je umistén
650 kb centromericky k AR. Podobné jako samotny AR muize byt amplifikovan,

¢imz dochazi k rezistenci na hormonaini IéCbu (Takeda et al. 2018).
2.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) pochazi z anglického nazvu Polymerase Chain
Reaction. Jedna se o molekularné genetickou metodu rychlého a snadného zmozeni
(amplifikace) vybraného useku DNA. PCR metoda je zalozena na podobném principu,

podle kterého dochazi k syntéze DNA v prabéhu replika DNA v burice. Usek DNA,
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ktery je enzymaticky amplifikovan, je ohranicen tzv. primery (forward a reverse). Tyto
oligonukleotidy jsou obvykle dlouhé 20-25 nukleotid a vy&lenuji usek templatu, ktery ma
byt amplifikovan. Na zakladé komplementarity bazi, primery specificky nasedaji na DNA
a v dalSim kroku termostabilni enzym DNA polymeraza zprostfedkovava syntézu DNA
ve sméru 5°-3" podle sekvence nukleotidll v templatu. NejCastéji pouzivanym enzymem
pro PCR je Taq polymeraza, ktera je izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Umoznuje
opakované zahrati az na teplotu 95°C, kdy dochazi k denaturaci dvouSroubovice DNA.
Cyklickym opakovanim zakladnich tfi krokl, denaturace, nasednuti primerd a syntéza

novych vlaken DNA, je dosazeno mnohonasobné amplifikace (Smarda et al., 2005).

30 - 40 cycles of 3 steps :

mwmwww % f Step 1 : denaturation

‘ 1 minut 94 °C
mm ILLALARRTRIRRRAIAN i (T

g g sty g AL gttty -

& ‘ : 2
’ T T TITQIITTHITTATT 3 Step 2 : annealing

T > 3 Ly s
[ \ kY
Us y l ) 45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

' 3 Step 3 : extension

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vierstraete 1999)

Obr. 6: Princip polymerazové retézové reakce. Dostupné z: https: //users.ugent.be/~avierstr/
principles/pcr.html

Kromé vzorku DNA obsahujici zkoumany usek, syntetickych primeru
a termostabilniho enzymu obsahuje PCR reakce i dalSi nezbytné slozky jako jsou
deoxynukleotidtrifosfaty (adenin, guanin, cytosin, thymin), Mg?* ionty a PCR pufr. Pravé
hofeCnaté ionty zajiStuji optimalni podminky pro aktivitu polymerazy. Samotna PCR
reakce probiha v termocycleru, v zafizenim s vhodnymi teplotnimi podminkami (Smarda
et al., 2005). Existuji zakladni 3 generace PCR metod: I. generace - tradicni PCR

s detekci produktd pomoci elektroforézy, Il. generace - kvantitativni PCR (quantitative
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PCR, qPCR) s fluorescencni detekci v realném Case, lll. generace - digitalni (droplet
digital PCR, ddPCR).

Polymerazova fetézova reakce ma velky rozsah vyuziti, velky pokrok pfinesla
zejména v oblasti |ékafské a diagnostické aplikace, kde umoznuje odhalit rizna dédi¢na
onemocnéni, onkologicka onemocnéni, infekéni nemoci v€etné nemoci zapfi¢inéné
bakteriemi nebo viry. PCR se vyuziva také ve forenzni védé a vyzkumu. Diky svym
vyhodam jako je jednoduchost, rychlost, vysoka citlivost a vykonnost patfi k pfedné

pouzivanym technikam (Mendel et al., 2020).
2.4.1 Kvantitativni PCR s fluorescencni detekci v realném case

Kvantitativni PCR v realném Case, oznaCovana téz jako real-time PCR je metoda,
ktera je zaloZzena na principu klasické PCR. Vyuziva specialniho cycleru, ktery v priibéhu
PCR kontinualné zaznamenava mnozstvi amplifikovaného produktu DNA v prubéhu
jednotlivych cykld reakce. Na rozdil od klasické PCR, kde se s vyuzitim gelové
elektroforézy urCuje pfitomnost nebo absence specifického produktu, u kvantitativni PCR
|ze ziskat pfesnou informaci o mnozstvi produktu. Mnozstvi DNA je méfeno na zakladé
pritomnosti fluorescenéniho signalu. Pro detekci se pouZivaji bud interkalaéni barviva
(napf. SybrGreen) nebo specifické sondy (TagMan sondy, Molecular Beacon sondy,

Scorpion sondy nebo Fret sondy) (Bustin, 2004; Penka et al., 2011).
2.4.2 Digitalni PCR

V porovnani s kvantitativni PCR s fluorescenc¢ni detekci v realném ¢ase umoznuje ddPCR
pfesnéjSi kvantifikaci bez potfeby uZziti kalibraéni kfivky. Metodu lze vyuzit v riznych
oblastech napf. biomedicinské aplikace, forenzni genetika, autentizace rostlin
nebo analyza potravin.

Principem ddPCR je rozdéleni kopii DNA ze vzorku do jednotlivych kapicek
(droplets), ve kterych probiha vlastni amplifikace. Touto reakci se muze vytvofit az 20
000 kapicek. Systém nasledné vyhodnoti pocet fluorescenéné pozitivnich a negativnich
kapiCek (Fialova et al., 2019). Slozeni reakéni smési pro digitalni PCR je stejné
jako pro kvantitativni PCR. Obvykle jsou v jedné reakci sledované dva cile, jejichz

odliSeni umoznuji rozdilné fluorescencni znacky (FAM a HEX) (Fialova et al., 2019).
2.5 Tekuta biopsie

Tekuta biopsie na rozdil od klasické biopsie umoZniuje neinvazivni analyzu nadorovych

komponent z krevnich vzorkd, pfipadné i z jinych télnich tekutin. Tento pfistup je mozny
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dle potfeb provadét i opakované v jakémkoliv zdravotnickém zafizeni nejen
na specializovanych klinikach. Casto jsou tekuté biopsie provadény v ramci
multicentrickych klinickych studii (Hocking et al., 2016). Kromé cirkulujicich nadorovych
bunék (CTC, circulating tumor cells) se stale Castéji analyzuji i volné nukleové kyseliny
(cfRNA/DNA, cell-free), pfipadné proteiny i metabolity. Zavedeni techniky NGS
napomaha ke zvyseni vytéznosti tekuté biopsie (Palmirotta et al., 2018). Vysledky jsou
pouzivany pro ucely diagnostiky, prognézy a sledovani rezistence vuci IéCivym
pfipravkim. Prozatim tekuta biopsie nepatfi k rutinnim metodam v Kklinické praxi,
i kdyZz stale narlstaji dukazy o jejich vyhodach pro detekci mutaci a dalSich nadorovych
parametrech v realném Case (Kubaczkova et al., 2017; Palmirotta et al., 2018).

Studie poslednich let identifikovaly opakujici se somatické mutace, zmény poctu
kopii a chromozomalni pfesmyky z metastatickych mist CRPC (Beltran et al., 2013;
Robinson et al., 2015; Wyatt et al., 2017). Tkan PCa, ktera metastazuje do kosti, neni
snadné ziskat. | spravné odebrany vzorek nemusi vzdy obsahovat dostate¢né mnozstvi
nadoru a neni poté vhodny pro genetické studie. ProtoZze CRPC je vysoce heterogenni
onemocnéni, tak biopsie jednoho mista nemusi odrazet molekularni charakteristiky vSech
nadorovych mist (Sumiyoshi et al., 2019). Naopak cirkulujici biomarkery mohou byt

uvolhovany z vice lozisek a byt dostupné pro analyzu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a materialy

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla provedena s vyuzitim uvedenych pfistroj

a materiald.

3.1.1 Pristrojové vybaveni

Automaticky generator kapiCek (Bio-Rad)

Centrifuga 5430 (Eppendorf)

Centrifuga 3K30 (Sigma)

Centrifuga MR 22i (Jouan)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® TetraCell (Bio-Rad)
Flow-box Aura vertical SD4 (Bio-Air)

Flow-box s vertikalnim proudénim vzduchu MSC-Advantage (Thermo Scientific)
Inkubator Class 100 HEPA (Thermo Scientific)

Inkubator HERA cell (Heraeus)

Light cycler® 480 (Roche)

Magneticka michacka MR 1000 (Heidolph Instruments)
Master cycler Pro S (Eppendorf)

Minicentrifuga Blue (Labnet)

Minicentrifuga EPP Minispin plus (Eppendorf)

Pronikatelné tepelné tésnici folie, kat. €. 1814040 (Bio-Rad)
PX1™ PCR zatavovac desek (Bio-Rad)

QX200™ ¢tecka kapicek (Bio-Rad)

Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Svételny mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

T100™ Touch™ thermal cycler (Bio-Rad)

Termoblok TS-100C (Biosan)

UV transiluminator G:Box (Syngene)

Vodni lazen TW8 (Julabo)

Vortex (IKA)

27



Vyrobce/stat

Bio-Air (ltalie), Bio-Rad (USA), Biosan (Loty$sko), Eppendorf (Némecko), Heidolph
Instruments (Némecko), Heraeus (Némecko), IKA (Némecko), Julabo (USA), Jouan
(USA), Labnet (USA), Nikon (Japonsko), Roche (Némecko), Sigma (USA), Syngene
(Indie), Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.2 Spotiebni material a dalSi pomtcky

Automatické pipety (Eppendorf)

Burkerova komurka

DG32™ kazety automatického generatoru kapicek , kat. ¢. 1864108 (Bio-Rad)
Kultivaéni lahve (Thermo Plastic Products, TPP)

LoBind kolonky (Qiagen)

Mikrozkumavky 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf)

Namrazovaci stojan na 96 jamkovou desticku (Roche)

PCR desti¢ka ¢ira, Semi-Skirted, kat. €. 12001925 (Bio-Rad)
PCR 8 zkumavkové stripy (Bio plastics)

Petriho misky

Pinzeta

QIAamp Mini spin kolonky (Qiagen)

QlAamp sbérné zkumavky (Qiagen)

RNeasy Midi spin kolonky (Qiagen)

RNeasy MinElute spin kolonky (Qiagen)

Spicky s filtrem (Eppendorf)

96 jamkové destiCky + félie (Roche)

Vyrobce/stat

Bio plastics (Nizozemsko), Eppendorf (Némecko), Qiagen (Némecko), Thermo Plastic

Products (Svycarsko)

3.1.3 Chemikalie a roztoky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly uplatnény nasledujici chemikalie a roztoky.

ddPCR olej na ¢teni kapicek, kat. €. 1863004 (Bio-Rad)
ddPCR supermix pro sondy (no dUTP) 2x, kat. €. 1863023 (Bio-Rad)
Deionizovana voda
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DNAfree voda

DNase | Amp Grade (kit obsahuje enzym DNase | Amp Grade, 10x DNase reakéni
pufr, 25mM EDTA pH 8.0) (Invitrogen)

DNase | Reaction Buffer 10x (Invitrogen)

Dichlordifenyltrichlorethan; DTT 0,1M (Invitrogen)

Ethylendiamintetraoctova kyselina; EDTA 25 mM (Thermo fisher scientific)
Ethanol 96% (Lachema)

First strand Buffer 5x (Invitrogen)

Led

LightCycler 480 Probe Master Mix 2x (kit obsahuje 2x koncentrovany Master Mix,
25mM MgCI2, PCR vodu) (Roche)

Olej pro sondy v automatickém generatoru kapicek, kat. €. 186-4110 (Bio-Rad)
PrimePCR pro ddPCR mutaéni detekcni assay 20x; (EGFR T790M wt kat. €.
10031249, EGFR T790M mut kat. ¢. 10031246, EGFR Exon 19 Deletions
Screening Kit kat. ¢. 12002392) (Bio-Rad)

Protector RNase inhibitor (Roche)

Pufr pro restrikéni enzym NeBuffer 10x (BioLab)

Restrikéni enzym Xbal (BioLab)

RNAfree voda

Smeés deoxyribonukleotidd 10 mM (dNTP, Top-Bio s.r.0.)

Specific primers 10 uM (smés rv primeru)

Spike | (TATAA Universal RNA Spike I, Probe FAM a primermix) (TATAA
Biocenter)

Spike Il (TATAA Universal RNA Spike Il, Probe FAM a primermix) (TATAA
Biocenter)

SuperScriptTM |ll Reverse Transkriptase (kit obsahuje enzym SuperScript™ Il
(200 U/pl), 5x first strand pufr (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375mM KCI, 15mM
MgClI2), 0,1M DTT) (Invitrogen)

Pasaz bunék
* Dimethylsulfoxid 10%; DMSO (Sigma-Aldrich)
* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DMEM (Invitrogen)
* Fetalni bovinni sérum 10%; FBS (Invitrogen)

* Glutamax (Sigma-Aldrich)
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* L-glutamin 2 mM (Sigma-Aldrich)

* Penicilin 1U/ml (Sigma-Aldrich)

* Phosphate buffered saline PBS 1x (sterilni fosfatovy pufr)
» Pyruvat sodny 1 mM (Sigma-Aldrich)

*  RPMI médium 1640 (Sigma-Aldrich)

+ Streptomycin 1U/ml (Sigma-Aldrich)

* Trypsin EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich)

Izolace DNA z pIné nesrazlivé krve kitem QlAamp DNA Blood Mini
*  QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)
=  Eluéni AE pufr
= Lyzacni AL pufr
» Qiagen proteaza
= Promyvaci AW1 pufr
= Promyvaci AW2 pufr
* RNaza A (Qiagen)

e Elektroforeticka separace
» Akrylamid/Bisakrylamid 30%, 29:1 (Serva)
+ GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000x (Biotium)
* N, N, N', N' tetramethylethylendiamin; TEMED (Serva)
* Peroxodisiran amonny 10%; PERS (Serva)
« Standard molekulové hmotnosti HyperLadder 25 bp (Bioline)
» Tris borat EDTA pufr; TBE pufr 5x (445 mM Tris (NH2C(CH20H)3), 445
mM kyselina borita (H3BO3), 10 mM EDTA, pH 8,2-8,4)

e Izolace ccfDNA/RNA z krevni plazmy pomoci QIAmp kitu (Qiagen)
+ Ethanol 100% (Lachema)
* Ethanol 80% (Lachema)
* Isopropanol
*  RPE pufr
*  RPL pufr
*  RPM pufr
*  RPP pufr

*  RWT pufr
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Vyrobce/stat

Bioline (ltalie), BioCenter (Rakousko), Bio-Rad (USA), Biotium (USA), Invitrogen (USA),
Lachema (CR), Qiagen (Némecko), Roche (Némecko), Serva (Némecko), Sigma-Aldrich
(USA), Top-Bio s.r.o. (CR)

3.1.4 Primery, préoby a komeréni testy

V experimentalni Casti diplomové prace byly uplatnény nasledujici primery, proby

a komercni testy.

e Primer forward (10 uM) ARenh8_fw (GeneriBiotech)

e Primer forward (10 uM) ARenh14_fw (GeneriBiotech)

e Primer reverse (10 uM) ARenh8_rv (GeneriBiotech)

e Primer reverse (10 uM) ARenh14_rv (GeneriBiotech)

e Probe UPL8 (10 pM) kat. ¢. 04685067001 (Roche)

e Probe UPL14 (10 uM) kat. &. 04685130001 (Roche)

e Tagman Copy Number Assay pro AR (20x), Assay ID: Hs04107225
(ThermoFisher Scientific)

e Tagman Copy Number Reference assay pro RNaseP (20x), Assay ID: 4403326
(ThermoFisher Scientific)

Tab. 2: Charakteristické vlastnosti primertl pro komercni test probe UPLS.

Primer Délka Start stop Sekvence
Left 18 323 340 GAAGGCCAGGTGGTTTTG
Right 27 390 416 CAATTCCCTTACACTTTCTTGTTATCT

Tab. 3: Charakteristické vlastnosti primerd pro komeréni test probe UPL14.

Primer Délka Start stop Sekvence

Left 20 1336 1355 TGTCTTTTGACCCCTGTTGG

Right 20 1380 1399 AAGTGGGTCCCTGACACTTG
Vyrobce/stat

GeneriBiotech (CR), Roche (N&mecko), ThermoFisher Scientific (USA)
3.1.5 Biologicky material

Experimenty byly provedeny na bunéénych liniich VCap a LNCaP odvozenych

od karcinomu prostaty. Obé buné&cné linie byly zakoupeny od American Type Culture
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Collection (ATCC, USA). Déle byly pouzity bunééné linie DU145a, LAPC4, PC3, DUCaP,
RWPE-1a, C4-2a, WPMY-1a, EP156T, které byly poskytnuty pani Mgr. Janou Khnillovou,
Ph.D (Ustav klinické a molekularni patologie, Olomouc). Jednotlivé bun&éné linie maji
specifické pozadavky na kultivaci. VeSkeré Ccinnosti byly vykonany ve sterilnich
podminkach ve flow-boxu s vertikalnim proudénim vzduchu (Thermo Scientific, USA).
Pro experimenty byla rovnéz pouzita plna krev pacientd (N=10) s karcinomem

prostaty, ktera byla odebrana na Onkologické klinice Fakultni nemocnice v Olomouci.
3.1.6 Pocitacové programy

e program pro ddPCR: Quanta Soft version 1.7.4.0917 (Bio-Rad)
e program pro qPCR: Lightcycler 480Software release 1.5.1.62SP3 (Roche)

Vyrobce/stat

Bio-Rad (USA), Roche (Némecko)
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3.2. Metody
Pro vypracovani experimentalni ¢asti diplomoveé prace byly pouzity nize uvedené metody.
3.2.1 Kultivace a priprava bunéénych linii

Nadorové buriky linie VCaP rakoviny prostaty byly kultivovany v médiu DMEM obsahuijici
10% fetalni bovinni sérum, 2 mM L-glutamin, antibiotika penicilin (1 U/ml) a streptomycin
(1 U/ml). Buiiky LNCaP rakoviny prostaty byly kultivovany v médiu RPMI 1640
obohacené o 10% FBS, 2 M L-glutamin, 1 mM pyruvat sodny a pfislusna antibiotika
penicilin (1 U/ml) a streptomycin (1 U/ml).

Kultivace bunéénych linii byla provedena v kultivanich lahvich v inkubatoru
pfi teploté 37°C v atmosféfe s obsahem 5% oxidu uhli¢itého a 100% vlhkosti. Pasaz
bunék byla uskuteCnéna dle potfeby bunék. K pasazovani obou nadorovych linii byl
pouzit 0,25% trypsin-EDTA. Pomoci Birkerovy komurky byl stanoven poc¢et bunék. Byly
pripraveny suspenze téchto bunéénych linii (smés bunék 90 000 LNCaP a 10 000 VCaP,
smés bunék 100 000 LNCaP a 1 000 VCaP, smés bunék 100 000 LNCaP a 100 VCaP,
smés bunék 100 000 LNCaP a 10 VCaP). Vzorky byly skladovany pfi -80°C.

3.2.2 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena s vyuZzitim QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) za pfesné
dodrzeného stanoveného postupu vyrobce tohoto kitu. Vzorky byly nejprve rozmrazeny
a centrifugovany (30s, 1 000 RPM). Ke kazdému vzorku bylo pfidano 180 pl 1x PBS, 20
pl proteasy, 4 pyl RNAsy A, 200 pl AL lyzaéniho pufru. Mezi jednotlivymi pfidavky byly
vzorky vzdy kratce vortexovany (15s) a centrifugovany (30s ,1 000 RPM).

Vzorky byly inkubovany 10 minut pfi teploté 56°C a nasledné byly kratce
vortexovany (15s) a centrifugovany (30s ,1 000 RPM). Bylo pfidano 200 ul 96% ethanolu
a vzorky byly kratce vortexovany (15s) a centrifugovany (30s ,10 000 RPM).

Lyzat byl pfenesen na QIAamp Mini kolonku umisténou ve sbérné zkumavce
a centrifugovan (90s ,1 000 RPM). QlAamp Mini kolonka byla pfemisténa do Cisté sbérné
zkumavky. Pro promyti bylo na kolonku napipetovano 500 ul promyvaciho pufru AW1
a kolonka byla centrigugovana (90s, 1 000 RPM). Nasledné byla kolonka pfemisténa
do Cisté sbérné zkumavky. Pro dalSi promyti bylo napipetovano na kolonku 500 pl
promyvaciho pufru AW2 a kolonka byla centrigugovana (90s, 1 400 RPM). Kolonka byla
pfemisténa do Cisté sbérmé zkumavky a pro uplné vysuSeni membrany byla
centrifugovana (3 min, 1 400 RPM). Poté byla kolonka pfenesena do Cisté
mikrozkumavky a bylo pfidano 50 ul eluéniho AE pufru. Pro zvySeni vytéZku DNA byly
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vzorky inkubovany pfi pokojové teploté 1 min a nasledné centrifugovany (3 min, 1 400
RPM).

Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena pomoci Nanodropu. Vyizolovana
DNA byla skladovana pfi -20£4°C.

3.2.3 Kvantitativni real-time PCR

Podle Tab. 4, 5, 6 byl pro jednotlivé vzorky pfipraven premix, jehoz objem odpovidal
mnozstvi pouZitych vzorkd. Celkovy objem tohoto premixu v kazdé jamce 96 jamkového
panelu Cinil 16 yl. DNA byla nafedéna na koncentraci 20 ng/pl. Do jednotlivych jamek
s premixem byly pfidany 4 ul nafedéné DNA. Pro pozitivni kontroly byla pouzita DNA
bunécnych linii (VCaP a LNCap, 1:1). Jako negativni kontrola byla pouzita voda, kdy bylo
do smési pfidano 5 ul PCR vody namisto nafedéné DNA.

Panel byl pfelepen folii a centrifugovan (2 min, 1200 RPM). Pomoci LightCycleru®
480 s nastavenym programem dle Tab. 7 byla provedena real-time qPCR. Po ukonceni
procesu byla provedena analyza dat. Poté byly vysledky vyexportovany v textové

I grafické formé.

Tab. 4: Komponenty real-time qPCR reakéni smési (ARenh 8, ARenh 14).

Komponenty PCR reakce Objem slozky
pro 1 reakci [pl]
PCR voda 4,6
Master mix (2x konc.) 10,0
Primer Fw (10 uM) 0,6
Primer Rv (10 pM) 0,6
Proba UPL (10 uM) 0,2
DNA (5 ng/ pl) 4,0
Celkovy objem 20,0

Tab. 5: Komponenty real-time qPCR reakéni smési (AR, RNaseP).

Komponenty PCR reakce Objem slozky
pro 1 reakci [pl]

PCR voda 50

Master mix (2x konc.) 10,0

Assay (20x konc.) 1,0

DNA (5 ng/ ) 4,0

Celkovy objem 20,0
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Tab. 6: Komponenty real-time gPCR reakéni smési (smés assay AR+RNaseP).

Komponenty PCR reakce Objem slozky
pro 1 reakci [pl]
PCR voda 4,0
Master mix (2x konc.) 10,0
CNV assay (20x konc.) 1,0
Referenéni assay (20x konc.) 1,0
DNA (5 ng/ ul) 4,0
Celkovy objem 20,0

Tab. 7: Reakéni podminky pro real-time gPCR.

Program Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Preinkubace 95 10 min 1
Denaturace 95 15s
1 Annealing 60 30s 45
Extenze 60 30s
Chlazeni 40 30s 1

3.2.4 Uréeni poctu kopii gen pomoci kvantitativni PCR v realném case

Pomoci softwaru Lightcycler 480Software release 1.5.1.62SP3 byla shromazdéna data
v realném Case. V kanale FAM byly Ct hodnoty vztaZzeny k AR assay a v kanale HEX byly
Ct hodnoty vztazeny k RNAseP assay. Vypocet byl proveden podle doporuceni vyrobce
komercCnich testll (ThermoFisher Scientific). Tab. 8 zobrazuje pfiklad z firemni
prezentace pro gen CYP2D6 na chromozomu 22. Z Ct hodnot byly vypocitany primérné
hodnoty ACt (Ctcyr2pe - CtrNAseP), AACH, relative quantity (RQ, relativni mnoZstvi) 2-24Ct
a copy number (CN, pocet kopii) 2 x RQ (Tab. 8). Gen pro androgenovy receptor je
na chromozomu X, ktery je u muzl pfitomen v jedné kopii. Proto v nasem pfipadé pocet
kopii urcuje jiz hodnota RQ.

Tab. 8: Priklad vypoétu pro stanoveni poc¢tu kopii (copy number) (Prevzato z Liew et al., 2005,
dostupné z: https://tools. thermofisher.com/content/sfs/posters/cms_042195.pdf).

pramér RQ CN
DNA ID ACt AACt (222 (2 x RQ)
NA17120 -1,22 0 1,00 2
NA17104 -1,84 -0,62 1,54 3
NA17107 -0,38 0,84 0,56 1
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Tab. 8 zobrazuje pfiklad vypoctl, na zakladé kterych se urc¢i pocty kopii gent. ACt
se vypocita ode¢tenim Ct RNaseP od Ct CYP2D6 (v nasem pfipadé AR) pro kazdy
replikat. Primérna hodnota ACt se vypocita z 2 replikatl. Vzorek NA17120 byl pouzit
jako kalibrator (jeho AACt po kalibraci je 0). Hodnota ACt ze vSech ostatnich vzorkd DNA
byla normalizovano na NA17102 k uréeni AACt. Relativni mnozZstvi (RQ) je 2 4t a pocet
kopii (CN) je 2 x RQ.

3.2.5 Kontrola produktti PCR reakce pomoci gelové elektroforézy

K ovéfeni specifity amplifikace byla pouzita elektroforeticka separace PCR produktd.
Nejdfive byla sestavena elektroforeticka aparatura Mini PROTEAN® TetraCell. Byla
pouzita 1,5 mm skla, ktera odpovidala tloustce gelu. Na zakladé poctu zpracovanych
vzorkl byl pouzit pFislusny hiebinek. Byla pfipravena smés 6% polyakrilamidového gelu
smichanim: 22,96 ml deionizované vody, 7 ml 30% smési Arylamid/Bisakrylamid, 3,5 ml
5x TBE pufru, 400 pl 10% PERS a 22,5 yl TEMED. S pomoci magnetické michacky MR
1000 byla smés promichana a napipetovana do elektroforetické vany mezi dvé sestavena
skla. Po napipetovani smési byl vioZzen mezi skla pfislusny hiebinek. Smés tuhla po dobu
45 minut.

Po ztuhnuti gelu byly hfebinky vytazeny, skla byla vioZzena do elektroforetické
komory a zalita 700 ml 0,5 x TBE pufru. Do prvni jamky byly aplikovany 3 yl markeru
molekulové hmotnosti HyperLadder o velikosti 25 bp pro kontrolu molekulové hmotnosti.
Vzorky pro naneseni na gel byly pfipraveny smichanim 10 pyl PCR produktu a 1 pl
nanasejiciho pufru. Takto pfipravené vzorky byly napipetovany do jednotlivych jamek.
Bylo pipetovano vzdy 10 pyl smési do jamky. Elektroforeticka separace PCR produktu
probihala pfi 100 V 60 minut. Po skonceni elektroforézy byl na 45 minut gel vlozen
do barviciho roztoku GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000x a nasledné byl vloZen
do deionizované vody. Pomoci UV transilluminatoru G:Box byla provedena vizualizace

separovanych PCR produktu.
3.2.6 Digitalni PCR

Podle Tab. 9 pro jednotlivé vzorky byl pfipraven premix, jehoz objem odpovidal mnozstvi
pouzitych vzorkd. Poc&ty vzorkd byly pfipraveny vzdy v nasobku 8. Celkovy objem tohoto
premixu Vv kazdé jamce 96 jamkového panelu Ccinil 17 ul. DNA byla nafedéna
na koncentraci 20 ng/pl. K 17 pl pfipravené smési bylo pfidano 2,5 pl pufru specificky
pro Xbal a 0,5 pl endonukleazy Xbal, kterou bylo zajiSténo nastépeni DNA.

Do jednotlivych jamek s premixem bylo pfidano 5 yl nafedéné DNA. Pro pozitivni kontroly
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byla pouzita DNA bunécnych linii (VCaP a LNCap, 1:1). Jako negativni kontrola byla
pouzita voda, kdy bylo do smési pfidano 5 yl PCR vody na misto nafredéné DNA.

Tab. 9: Komponenty digitalni PCR reakéni smési (smés assay AR+RNaseP).

Komponenty PCR reakce Objem slozky
pro 1 reakci [pl]
PCR voda 4,0
ddPCR supermix (2x konc.) 11,0
CNV assay (20x konc.) 1,0
Referenéni assay (20x konc.) 1,0
DNA (5 ng/ pl) 5,0
Celkovy objem 22,0

Panel byl prevrstven folii a ta byla upevnéna pomoci PX1™ PCR zatavovace
desek. Takto pfipraveny panel byl vortexovan (5s, v kazdém rohu a na 2 pozicich
uprostfed) na silném vortexu. Nasledné byl panel centrifugovan (2 min, 1200 RPM). Poté
byl panel vlozen do automatického generatoru kapicek, ktery umoznil pridavkem
specifického oleje tvorbu kapicek, ve kterych pozdéji probihala samotna PCR reakce.
Byla provedena vyména folie s vyuzitim PX1™ PCR zatavovace desek. Pomoci cycleru
T100™ thermal cycler s nastavenym programem dle Tab. 10 byla provedena ddPCR.
Z cycleru byla destiCka premisténa do CteCky kapi€ek QX200. Po ukonceni procesu byla

provedena analyza dat.

Tab. 10: Reakéni podminky pro ddPCR.

Program Faze Teplota [°C] Cas Poéet cykld
Preinkubace 95 10 min 1
Denaturace 95 15s
1 Annealing 60 30s 45
Extenze 60 30s
Chlazeni 40 30s 1

3.2.7 Pacientské vzorky

Vstupnim materialem pro izolaci DNA byla plna krev od pacientd (N=10) s karcinomem
prostaty. Pacienti podstoupili I1é€bu na Onkologické klinice ve Fakultni nemocnici
v Olomouci, ktefi podepsali informovany souhlas pro anonymni analyzu nadorovych

markeru.
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3.2.7.1 Zpracovani krevni plazmy

Odebrané krevni vzorky pacientu byly sto¢eny (20 min, 908 RPM) pfi pokojové teploté.
Byla ziskana plazma s vysokym obsahem krevnich desticek. Nasledné byly vytvoreny
alikvoty (1000 pl) do 2 ml mikrozkumavek. Jednotlivé mikrozkumavky se vzorky byly

fadné popsany a uchovany pfi teploté -80 °C.
3.2.7.2 Izolace ccfDNA/RNA z krevni plazmy

Pro izolaci ccfDNA/RNA z krevni plazmy pacienti byl pouzit QlAamp ccfDNA/RNA kit
(Qiagen). Ke 2 ml vzorku krevni plazmy pacientt byl pfidan RNA spike | (1pl/1ml) a RPL
pufr (300 pl/Aml). Vzorky byly vortexovany (5s) ainkubovany 3 minuty pfi pokojové
teploté. Poté byl pfidan RPP pufr (100 pl/Aml). Vzorky byly vortexovany (>20s),
inkubovany 3 minuty na ledu a centrifugovany 3 minuty (11 300 RPM). Ke vzorkim byl
pfidan 1 objem vychlazeného isopropanolu a smés byla vortexovana (5s).

Vzorky byly pfeneseny na RNeasy Midi spin column a centrifugovany 1 minutu
(7300 RPM). Na kolonku byly napipetovany 4 ml RWT pufru. Kolonky byly centrifugovany
1 minutu (7 300 RPM). Pfidanim 2,5 ml RPE pufru na kolonku bylo zakon¢eno promyvani
a opétovné nasledovala centrifugace 5 minut (7 300 RPM). Kolonka byla pfenesena
do nové 15 ml zkumavky a na stfed kolonky bylo napipetovano 200 ul RNase-free vody.
Nasledovala inkubace vzorkua 1 minutu pfi pokojové teploté a eluce vzork( 1 minutu (7
300 RPM).

Po samotném piecisténi vzorku (cleanup) bylo pfidano 200 ul RPL pufru ke 200 ul
eluatu a 800 pl 100% ethanolu. Vzorky byly vortexovany (5s) a nasledné pfeneseny
na RNeasy MinElute spin column . Byla provedena centrifugace 30s (9 200 RPM).
Na kolonku bylo pfidano 500 uyl RPE pufru a kolonka byla centrifugovana 30s (9 200
RPM). Poté bylo na kolonku pfidano 500 ul 80% ethanolu a kolonka byla centrifugovana
30s (9 200 RPM). Nasledné byla kolonka pfenesena do nové 2 ml mikrozkumavky a opét
centrifugovana 5 minut (14 000 RPM). Kolonka byla vioZzena do LoBind 1,5 ml
mikrozkumavky a na stfed kolonky bylo naneseno 20 pl RNase-free vody. Nasledovala
inkubace vzorkl 1 minutu pfi pokojové teploté a centrifugace (1 min, 14 000 RPM).
K eluatu s obsahem ccfDNA/RNA byly pfidany 2 ul RNA spike Il. Vzorky byly skladovany
pfi -80 °C.

3.2.7.3 Analyza poctu kopii v genomové DNA pacientskych vzorkt pomoci ddPCR

U DNA ziskané izolaci z ccfDNA/RNA, ktera byla ziskana z krevni plazmy pacientl
s pokroCilym karcinomem prostaty, byla provedena ddPCR. Digitalni PCR byla
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provedena stejnym postupem, jako u bunécnych linii podle kapitoly 3.2.6 Poté byly
vysledky vyexportovany v textové i grafické formé. U jednotlivych pacientt byly stanoveny
hodnoty poctu kopii (CN - copy number) genll a zaroven byla hodnocena i amplifikace

androgenového receptoru v genomové DNA jednotlivych pacientd.
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3.3 Vysledky
3.3.1 Kultivace a priprava bunéénych linii

Pro prvni Cast experimentd diplomové prace byla dulezita kultivace bunécnych linii
(VCaP, LNCaP) a pfiprava jejich smési s rliznym zastoupenim bunék jednotlivych linii.
U bunécné linie VCaP je pfitomna amplifikace androgenového receptoru, naopak
bunécna linie LNCaP reprezentuje normalni stav (Sumiyoshi et al., 2019).

Linie byly kultivovany za pfesné stanovenych podminek ve specifickych médiich
a podle potfeby pasazovany. Pro ucCely ovéreni citlivosti PCR vySetreni (viz nize) byly
pripraveny smési VCaP bunék na pozadi LNCaP linie. Tyto smési byly pfipraveny jednak
z bunék (10% a 1%) a jednak z izolované DNA (50%, 10%, 1% a 0,1%). Napfiklad vzorek
“VCaP 10% linie” obsahoval 10 000 bunék linie VCaP a 90 000 bunék LNCaP a vzorek
“VCaP 50% DNA” byl pfipraven smichanim DNA obou linii v poméru 1:1.

3.3.2 Navrh primeru pro zesilovac¢ transkripce androgenového receptoru

Pro optimalizaci |é€by pacientu s kastraéné rezistentnim karcinomem prostaty mize mit
vyznam nejen stanoveni amplifikace androgenového receptoru, ale i jeho zesilovace
transkripce. To bylo sice recentné popsano pomoci sekvenovani (Takeda et al., 2018),
ale nebylo zatim vySetfovano pomoci PCR. Autofi pfesné popsali oblast zesilovace
transkripce na chromozomu X (9 024 bp v pozici 66 118 920 - 66 127 943) a mohli jsme
si tuto sekvenci stahnout z verejné databaze NCBI (National Center for Biotechnological
Information; AL139276.17 Human DNA sequence from clone RP11-30M20
on chromosome Xql11.2-13.1). Pro experimenty této diplomové prace jsme navrhli dvé
sady primeru s pfislusnymi UPL probami (€. 8 a 14; oznaceni vysledkl nize ARenh8
a ARenh14) pomoci online nastroje (Universal Probe Library System Assay Design,
Roche).

3.3.3 Ovéreni poctu kopii androgenového receptoru u linii a vybér testu

pro zesilovaé transkripce

Komeréni testy pro stanoveni AR a referenCniho genu RNAseP byly pouzity
podle recentni japonské prace (Sumiyoshi et al., 2019). Analyza byla provedena
na pfipravenych bunécnych liniich, kdy hodnoty z linie LNCaP byly pouzity jako tzv.
kalibrator (viz Metody). Byla potvrzena vyrazna amplifikace androgenového receptoru
u linie VCaP, a to jak pfi spoleéné PCR reakci pro AR a RNAseP (cca 15 kopii genu),

tak pfi oddélenych reakcich v samostatnych zkumavkach (cca 25 kopii genu) (Obr. 7,
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vpravo). Amplifikace oblasti zesilovaCe transkripce nebyla pozorovana a vysledky obou
testl byly srovnatelné (Obr. 7, vpravo). PCR kfivky pro ARenh14 vykazovaly lepSi
parametry oproti ARenh8 (Obr. 8), a proto byl pro dalSi experimenty pouzivan pravé
ARenh14.
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Copy number
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LNCaP VCaP LNCaP VCaP LNCaP VCaP LNCaP VCaP
ARenh 14 ARenh 14 ARenh8  ARenh8 AR+ AR+ AR AR
RNaseP RNaseP

Bunécné linie s prislusSnym genem

Obr. 7: Graf znazoriujici po€ty kopii (copy number) v genomové DNA bunéénych linii LNCaP
aVCaP. PCR probihala v samostatnych zkumavkach (ARenh14, ARenh8, AR a RNAseP) nebo
ve spolecné reakci (AR+RNAseP).
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Obr. 8: Krivky kvantitativni PCR pro zesilovac transkripce (ARenh14 a ARenh8) u gDNA bunéénych
linii VCaP a LNCaP.

41



Velikosti jednotlivych produktd PCR reakce byly ovéfeny také pomoci gelové
elektroforézy. Z divodu lepSich rozliSovacich schopnosti byl pouzit polyakrylamidovy gel.
Dominantni signaly odpovidaly oCekavanym velikostem u jednotlivych testl a pro AR
a ARenhl14 nebyly pozorovany zZadné nespecifity (Obr. 9). V dalSich pracich jsme
pro zesilovac transkripce pokracovali s testem ARenh14.
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100 = - ‘
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20 S0 e ——
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Obr. 9: Kontrola produktti PCR reakce pomoci gelové elektroforézy (vlevo LNCaP a vpravo VCaP).
Vzorky byly naneseny v nasledujicim pofradi a v zavorce jsou uvedeny velikosti PCR produktt: 1 —

marker, 2 — ARenh14 (64 bp), 3 — ARenh8 (94 bp), 4 — smés assay AR a RNAseP, 5 — AR (101 bp), 6
— RNAseP (87 bp).

3.3.4 Ovéreni citlivosti PCR vySetieni poctu kopii androgenového receptoru

Analyza AR a RNAsyP pomoci qPCR byla zprvu testovana s vyuzitim bunécnych linii
VCaP a LNCaP. Obr. 10 znazorfiuje pocty kopii AR a RNAsyP u VCaP a LNCaP
fedénych i nefedénych vzorkl. Nejvice kopii androgenového receptoru bylo pfitomno
v Cisté VCaP linii. Amplifikace androgenového receptoru byla detekovana v gDNA Ccisté
nefedéné linii VCaP, zatimco v LNCaP nikoliv. Byla ovéfena pravdivost naseho
predpokladu. Rovnéz byla amplifikace androgenového receptoru detekovana ve vzorku
VCaP 50% DNA a VCaP 10% DNA, zde byla amplifikace podstatné nizSi. Se snizujici

se koncentraci vzorku klesala amplifikace androgenového receptoru.
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Obr. 10: Graf znazornujici pocty kopii (copy number) v genomové DNA bunéénych linii VCaP
a LNCaP. (LNCaP - DNA linie LNCaP, VCaP - DNA linie VCaP, VCaP 10% linie - DNA s obsahem 10
000 bunék VCaP + 90 000 bunék LNCaP, VCaP 1% linie - DNA s obsahem 1 000 bunék VCaP + 100
000 bunék LNCaP, VCaP 50% DNA — DNA VCaP naredéna s DNA LNCaP v poméru 50% VCap + 50%
LNCaP, VCaP 10% DNA — DNA VCaP nafedéna s DNA LNCaP v poméru 10% VCap + 90% LNCaP,
VCaP 1% DNA — DNA VCaP narfedéna s DNA LNCaP v poméru 1% VCap + 99% LNCaP). PCR
probihala ve spole¢né reakci AR+RNAseP.

3.3.5 Analyza poc¢tu kopii v genomové DNA bunéénych linii pomoci qPCR

Nasledné byla provedena analyza AR a zesilovace transkripce pomoci qPCR u dalSich
bunécnych linii a to u DU145a, LAPC4, PC3, DUCaP, RWPE-1a, C4-2a, WPMY-1a
a EP156T (Obr. 11, 12). Pfitomnost amplifikace androgenoveho receptoru byla zjisténa
pouze u linii VCaP a DUCaP. U linie VCaP s AR+RNAseP bylo detekovano cca 14 kopii
a u linie DUCaP 24 kopii genu (Obr. 11). U linii DU145, LAPC4 a RWPE-1 byl pozorovan
nizsi signal androgenového receptoru (Obr. 12). Analyza ARenh14 u testovanych
bunécnych linii (Obr. 13) nezaznamenala pfitomnost amplifikace zesilovace transkripce.

U linii DU145, LAPC4, PC3 a RWPE-1 byl pozorovan nizsi signal zesilovace transkripce.
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Bunécné linie se smési assay AR+RNAseP

Obr. 11: Graf znazorinujici pocty kopii (copy number) v genomové DNA bunéénych linii VCaP
a DUCaP s pfitomnou amplifikaci androgenového receptoru (LNCaP - kalibrator). PCR probihala
ve spole¢né reakci AR+RNAseP.
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Obr. 12: Graf znazoriujici po€ty kopii (copy number) v genomové DNA bunéénych linii DU145a,
LAPC4, PC3, RWPE-la, C4-2a, WPMY-1a, EP156T bez pritomné amplifikace androgenového
receptoru (LNCaP - kalibrator). PCR probihala ve spoleéné reakci AR+RNAseP.
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Bunécné linie s ARenh14

Obr. 13: Graf znazornujici poc¢ty kopii (copy number) zesilovace transkripce v genomové DNA
bunéénych linii LNCaP, VCaP, DU145a, LAPC4, PC3, DUCaP, RWPE-1a, C4-2a, WPMY-1a, EP156T
(LNCaP - kalibrator). PCR probihala s ARenh14.

3.3.6 Analyza poctu kopii androgenového receptoru v bunéénych linii pomoci
ddPCR

V nasledujicim experimentu byl hodnocen androgenovy receptor ve vzorcich s riiznym
obsahem DNA bunééné linie VCaP ve smési s LNCaP (VCaP 50% DNA, VCaP 10%
DNA, VCaP 1% DNA a VCaP 0,1% DNA). Pfed samotnou ddPCR byly vzorky nastépeny
endonukleazou Xbal, ktera nezasahuje do amplifikované sekvence, ale oddéluje kopie
androgenového receptoru z jednoho viakna DNA. Jednotlivé kopie pak mohou byt
detekovany v separovanych kapkach pfi ddPCR. Experiment byl proveden se dvéma
sadami vzorku s obsahem DNA 2 nebo 20 ng. V pfipadé niz§iho mnozstvi DNA byly pocty
pozitivnich kapek nedostateéné (Obr. 14). Bylo zde detekovano pouze 73 pozitivnich
kapek pro AR (shluk kapek modré barvy) a 24 kapek pro RNAseP (shluk kapek zelené
barvy) ze vSech testovanych vzorkd. PFi pouziti 20 ng DNA byly vysledky témér optimalni
(Obr. 16).
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Obr. 14: 2D graf ddPCR znazoriujici mnozstvi kapek s pozitivnim a negativnim signalem pro geny
AR a RNAseP u vzorkl(i DNA bunéénych linii s koncentraci 2 ng/u (kvadrant A - Ch1+Ch2-: 73
kapek, kvadrant B - Ch1+Ch2+: 0 kapek, kvadrant C - Ch1-Ch2-: 134 068 kapek, kvadrant D - Ch1-
Ch2+: 24 kapek).

2D graf (Obr. 15) ddPCR zobrazuje 4 kvadranty, které jsou barevné odliSeny a dva
kanaly (channel 1 - FAM, channel 2 - HEX). V prvnim kvadrantu A (modra barva)
je graficky znazornéno mnozstvi kapek s pozitivnim signalem pro AR. Ve druhém
kvadrantu B (oranzova barva) byly zachyceny obé sondy jak pro AR
tak pro RNAseP. V dalSim kvadrantu C jsou negativni kapky. V poslednim kvadrantu D
(zelena barva) je graficky znazornéno mnozstvi kapek s pozitivnim signalem
pro RNAseP. 2D graf ddPCR by se mél v idealnich podminkach zobrazovat tak,
aby jednotlivé shluky tvofily ¢tverec. Optimalizace muze byt provedena zménou reakeni

teploty i zménou mnozstvi pouzité DNA.
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Obr. 15: 2D graf ddPCR znazoriujici mnozstvi kapek s pozitivhim a negativhim signalem pro geny
AR a RNAseP u vzorkil DNA bunéénych linii s koncentraci 20 ng/p (kvadrant A - Ch1+Ch2-: 10 583
kapek, kvadrant B - Ch1+Ch2+: 738 kapek, kvadrant C - Ch1-Ch2-: 114 657 kapek, kvadrant D - Ch1-
Ch2+: 6 976 kapek).

Pocty kopii androgenového receptoru jednotlivych vzorkl, které byly méreny
v duplikatu, zobrazuje obr. 16. Absolutni pocty pozitivnich kapek pro oba geny

v jednotlivych reakcich jsou poskytnuty v obr. 17.
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Obr. 16. Hodnoty poctu kopii jednotlivych vzorkii DNA bunéénych linii namérené pomoci ddPCR

(copy number - pocet kopii, sample - jednotlivé vzorky: PK - pozitivni kontrola, 10% - VCAP 10%
DNA, 1% - VCaP 1% DNA, 0,1% - VCaP 0,1% DNA, voda; vzorky s obsahem 20ng DNA).
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Vzorek VCaP 50%, ktery obsahoval 50% DNA VCaP bunék a 50% DNA LNCaP
bunék, byl pouzit jako PK. U néj byla potvrzena pfitomnost amplifikace a byla pozorovana
nejvétsi hodnota CN. U dalSich vzorkd hodnoty CN postupné klesaly se snizujicim
se fedénim. Vzorek VCaP 10% DNA mél primérny pocet kopii 4,84. Pro vzorek VCaP
1% DNA vySla primérna hodnota 1,1 a pro vzorek VCaP 0,1% DNA 1.
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Obr. 17: Sloupcovy graf znazornujici mnozstvi pozitivnich signalli pro AR a referenéni gen RNAseP
u bunécnych linii VCap a LNCaP (events - pocet pozitivhich kapek, sample - jednotlivé vzorky).
Modie zbarvené sloupce oznacuji mnozstvi pozitivhich kapek pro AR a zelené zbarvené sloupce
oznacuji mnozstvi pozitivnich kapek pro RNAseP.

Stejné vzorky (nastépené endonukleazou Xbal) byly analyzovany i pomoci
gPCR. Paralelné byly zhodnoceny i vzorky bez $tépéni a vysledky byly srovnatelné
(Obr. 18).
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Bunécné linie se smési assay AR+RNAseP

Obr. 18: Graf znazornujici pocty kopii (copy number) v genomové DNA rfedéné bunééné linie VCaP
Stépené endonukleazou Xbal a v genomové DNA fedéné bunééné linie VCaP nestépené
endonukleazou Xbal (VCaP 10% DNA — DNA VCaP nafedéna s DNA LNCaP v poméru 10% VCap +
90% LNCaP, VCaP 1% DNA — DNA VCaP nafedéna s DNA LNCaP v poméru 1% VCap + 99% LNCaP,
VCaP 0,1% DNA — DNA VCaP narfedéna s DNA LNCaP v poméru 0,1% VCap + 99,9% LNCaP).
PCR probihala ve spoleéné reakci AR+RNAseP.
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3.3.7 Analyza poctu kopii androgenového receptoru v cirkulujici DNA pacientu

s pokrocilym karcinomem prostaty

V poslednim experimentu byly hodnoceny pocty kopii u 10 pacientu. Jednotlivé vzorky
byly oznaCeny zkratkou pl jako plazma (pl 218, pl 219, pl 220, pl 221, pl 222, pl 223, pl
224, pl 225, pl 227, pl 228). Na zakladé pfedchoziho experimentu, kdy byla vybrana
vhodnéjSi koncentrace pro analyzu, byly pacientské vzorky pro ddPCR pfipraveny
v jednotném mnozstvi DNA 20 ng na reakci. 2D graf (Obr. 19) ddPCR zobrazuje

uspokojivé rozdéleni kapek do jednotlivych kvadrantu.
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Obr. 19: 2D graf ddPCR znazoriujici mnozstvi kapek s pozitivhim a negativhim signalem pro geny
AR a RNAseP u vzorkil DNA pacientli s koncentraci 20 ng/uy (kvadrant A - Ch1+Ch2-: 73 kapek,
kvadrant B - Ch1+Ch2+: 0 kapek, kvadrant C - Ch1-Ch2-: 134 068 kapek, kvadrant D - Ch1-Ch2+: 24
kapek).

Pocty kopii androgenového receptoru u jednotlivych vzorkd, které byly naneseny

v triplikatu, zobrazuje obr. 20. Primérné hodnoty jsou nasledné znazornény na obr. 21.
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Obr. 20. Hodnoty poétu kopii jednotlivych vzorkii DNA pacientli naméfené pomoci ddPCR (copy
number - po€et kopii, sample - jednotlivé vzorky pacienta).
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Obr. 21. Primérné hodnoty poctu kopii jednotlivych vzorkii DNA pacientd namérené pomoci
ddPCR (copy number - pocet kopii, sample - jednotlivé vzorky pacientti).

U zadného pacienta nebyla nalezena amplifikace androgenového receptoru.
Posledni graf (Obr. 22) znazorfuje absolutni mnozstvi pozitivnich signald AR

a referencniho genu RNAseP u jednotlivych pacienta.
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Obr. 22: Sloupcovy graf znazoriujici mnozstvi pozitivnich signalti pro AR a referenéni gen RNAseP
u pacientskych vzorkl (events - pocet pozitivnich kapek, sample - jednotlivé vzorky pacienta).
Modie zbarvené sloupce oznacuji mnozstvi pozitivnich kapek pro AR a zelené zbarvené sloupce
oznacuji mnozstvi pozitivnich kapek pro RNAseP.

Vzorky pl 225 a pl 228 mély velké mnozstvi pozitivhich kapek diky své vysokeé
koncentraci. Ve vzorku pl 225 bylo detekovano pro RNAseP 2 679 pozitivnich kapek
a ve vzorku pl 228 pro RNAseP bylo 3 813 pozitivnich kapek. U ostatnich pacientl byly
pozitivni signaly pro RNAseP podstatné nizSi. Rovnéz u pacientl pl 225 a pl 228 bylo

detekovano vice pozitivniho signalu pro AR oproti ostatnim pacientam.
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3.4 Diskuse

Diplomova prace byla zaméfena na optimalizaci metody pro detekci poctu kopii
androgenového receptoru a zesilovace transkripce androgenového receptoru. Delece,
inzerce, duplikace a komplexni varianty na vice mistech, jsou vSechny oznaCovany
jako variace poctu kopii (CNV) nebo polymorfismy poctu kopii (CNP) a jsou pfitomny
u v8ech lidi (Fredman et al., 2004; Feuk at al., 2006). Lidsky genom i u zdravych osob
obsahuje velké mnoZstvi variabilnich oblasti poc¢tu kopii. Asi 10% lidského genomu
je ovlivnéno poctem Kkopii genl (Zarrei et al., 2015). CNV vyznamné pfispivaji
ke genetické diverzité a také ovliviiuji fenotypové vlastnosti daného jedince (Beckmann
et al., 2007).

Nadory jsou obecné oznaCovany jako geneticky podminéné onemocnéni, které se
rozviji vlivem kumulativniho poSkozeni DNA, zejména v disledku ziskanych somatickych
mutaci. Na rozdil od vrozenych mutaci se mutace somatické vyskytuji v jednotlivych
télnich burikach a ne v bunkach zarodec¢né linie (Slaby et al., 2015). Dochazi tak k aktivaci
protoonkogenu, inaktivaci nadorovych supresorl i ovlivnéni dalSich genu a procesu,
které souvisi s komplexnimi zménami u nadord (Hanahan, Weinberg, 2011).
U primarnich karcinomu prostaty jsou inaktivovany zejména nadorové supresory p53
a PTEN a vétSina bunék je zavisla na androgenové signalizaci (Armenia et al. 2018).
Proto v prvni fazi dobfe odpovidaji na hormonalni IéEbu (chirurgicka nebo chemicka
kastrace). Nicméné po Ié€bé hormon-senzitivniho onemocnéni adenokarcinomu prostaty
se pacienti po 2-3 letech dostavaji do faze kastracné-rezistentniho karcinomu prostaty.
Dochazi k opétovnému zvySeni hladiny PSA v krvi, coZ je doprovazeno radiografickou
nebo klinickou progresi. Tato progrese muize byt fizena amplifikaci AR, ktera se vyskytuje
az u 50% CRPC (Armenia et al. 2018). Vy3ssi hladiny AR mohou zajistit dostateénou
stimulaci nadorovych bunék i v pfitomnosti nizkych hladin androgent. Ty mohou byt
produkovany nadledvinkami nebo i samotnymi nadory (Neuvirt et al. 2020). Progrese
CRPC mohou rovnéz fidit i AR mutace, které jsou vS§ak méné ¢asté. Tyto mutace mohou
zménit vazebnou afinitu ligandu v dusledku ¢ehoz muze dochazet k aktivaci
androgenového receptoru i v pfitomnosti antiandrogent (Sumiyoshi et al., 2019).
Zkoumani mechanismU rezistence na terapie cilené na AR byla zapocata identifikaci
bodové mutace v LBD v LNCaP linii (Veldscholte et al., 1990). Toto zjisténi bylo pozdé&ji
validovano u pacientd s CRPC (Suzuki et al., 1993).

Analyza poctu kopii byla provedena dvéma zakladnimi metodami, a to kvantitativni

PCR s fluorescencni detekci v realném Case a digitalni PCR. Pro hodnoceni pfesného
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poCtu kopii genomové oblasti se nyni jako zlaty standard pouziva ddPCR. Pfi ddPCR
se souCasné uskutec€nuji tisice izolovanych reakci uvnitf malych kapicek. Vzhledem
k vysokému poctu provedenych reakci je experiment ddPCR vysoce pfesny. Hlavni
nevyhodou ddPCR je to, Ze poCet méfenych oblasti na experiment je omezeny vzhledem
k dostupnosti pouze dvou fluorescenénich detekénich kanalu (Eisfeldt et al., 2018).

Pro samotnou praci byla stézejni kultivace vybranych bunéénych linii VCaP
a LNCaP, které jsou odvozené od pokrocilého karcinomu prostaty. Jiz dfive provedené
studie odhalily u bunécné linie VCaP amplifikaci androgenového receptoru a u bunécéné
linie LNCaP potvrdily normalni stav (Sumiyoshi et al., 2019). V nasi praci jsme amplifikaci
androgenového receptoru u VCaP potvrdili a LNCaP byla pouzita pfi vypoctu poctu kopii
jako tzv. kalibrator. Vyrazna amplifikace androgenového receptoru u linie VCaP byla
pozorovana jak pfi spole¢né PCR reakci pro AR a RNAseP, kde bylo detekovano cca 15
kopii genu, tak pfi oddélenych reakcich v samostatnych zkumavkach, kde bylo
detekovano cca 25 kopii genu. DalSi testovani bylo provadéno ve spole¢né reakéni smési
pro oba geny, protoze stejny postup byl planovan i pro digitalni PCR. Pocty kopii
androgenového receptoru byly stanoveny nejen u Cistych bunécnych linii VCaP a LNCaP,
ale také u jejich narfedénych smési. Amplifikace androgenového receptoru byla
detekovana v gDNA (isté nefedéné linie VCaP a rovnéz ve vzorcich VCaP 50% DNA
a VCaP 10% DNA. Se snizujici se koncentraci vzorku klesal i po€et kopii androgenového
receptoru, kdy 1% DNA linie VCaP jiz nebylo mozné odliSit od referencni DNA linie
LNCaP.

Recentni prace zjistila u CRPC pfitomnost nového zesilovaCe transkripce AR,
ktery také pfispiva k rezistenci na hormonalni lécbu (Takeda et al. 2018). Stanoveni
androgenového receptoru i tohoto zesilovate muze mit klinicky vyznam a pfedpovidat
selhani tzv. ARTA terapie (enzalutamid a abirateron) (Dang et al. 2020). Autofi vyvinuli
metodu pro cilené sekvenovani, které je vSak financné nakladné. Proto jsme se rozhodli
navrhnout PCR test pro jednoduss$i a dostupnéjsi analyzu tohoto lokusu.

Podle informaci plvodni prace Takeda et al. (2018) jsme ziskali relevantni
sekvenci a navrhli dvé sady primer s pfislusnymi UPL probami (€. 8 a 14; ARenh8
a ARenh14). Podle ziskanych dat byl vybran jako vhodnéjsi ARenh14, nebot’ jeho PCR
kfivky vykazovaly lepSi parametry oproti ARenh8 a pfi ovéfeni na polyakrylamidové
elektroforéze nebyly pfitomné Zzadné nespecifity. Ty byly pozorovany u ARenh8
a RNAseP. Komerc¢ni test pro tento referencéni gen byl vSak pouzit i v dalSich pracech

a rozhodli jsme se s nim pokra€ovat (Sumiyoshi et al., 2019; Kohli et al. 2018).
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Pocet kopii androgenového receptoru a zesilovace transkripce bylo hodnoceno
i u dalSich bunécnych linii a to u DU145, LAPC4, PC3, DUCaP, RWPE-1, C4-2, WPMY-
1 a EP156T. Pouze u linie VCaP a DUCaP byla detekovana amplifikace androgenového
receptoru. Obé tyto linie jsou odvozené z metastaz u stejného pacienta (VCaP z obratle
- vertebrae; DuCaP z dura mater) (Sobel, Sadar, 2005). U linii DU145, LAPC4 a RWPE-
bunécnych linii nezaznamenala pfitomnost amplifikace zesilovace transkripce. U linii
DU145, LAPC4, PC3 a RWPE-1 byl pozorovan nizsi signal zesilovace transkripce
androgenového receptoru. Tyto zmény mohou souviset s chromozomalni nestabilitou
u nadorovych bunécénych linii. Napfiklad linie DU145 je vétSinou triploidni, avSak mohou
se vyskytovat i tetra a hexaploidni klony (Beheshti et al. 2001). Pokles ploidity
chromozomu X byl také pozorovan u radiorezistentnich klonu této linie (Seifert et al.
2019).

Pocty kopii AR byly stanoveny u bunécné linie VCaP ve smési s LNCaP také
pomoci digitalni PCR. Tento experiment byl proveden se vzorky, jez obsahovaly 2 ng
DNA a 20 ng DNA. V pfipadé nizS§iho mnozstvi DNA byly pocty pozitivhich kapek
nedostate¢né, a proto pro dalsi analyzu bylo pouzito vzdy 20 ng DNA. Systém potvrdil
amplifikaci androgenového receptoru u Cisté linie VCaP i u nafedénych vzork VCaP 50%
DNA a 10% DNA. Podle hodnot pro VCaP 10% DNA se jako mirné citlivéjSi jevi digitalni
PCR (cca 5 kopii AR, Obr. 16) ve srovnani s qPCR (2-3 kopie AR, Obr. 10 a 18).

Poslednim experimentem této prace bylo provedeni ddPCR u pacientskych vzorku
plazmy za ucelem zjisténi pfitomnosti amplifikace androgenového receptoru. U Zadného
z doposud analyzovanych pacient, nebyla detekovana amplifikace androgenového
receptoru. Pravdépodobné se u téchto nemocnych pacientl s karcinomem prostaty zatim
nevytvari rezistence. Tento pilotni soubor byl pouzit pro prvni ddPCR a byl vybran pouze
podle koncentrace izolované DNA z plazmy. Klinické informace byly zatim zaslepeny

a budou analyzovany po vysSetfeni vétsiho souboru pacientu.
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4 Zaveér

Diplomova prace byla zaméfena na analyzu poctu kopii gentl androgenového receptoru
a zesilovaCe transkripce androgenového receptoru. Pocty kopii byly analyzovany
jak na bunécnych liniich VCaP, LNCaP a jejich nafedénych smési, tak u palety dalSich
bunéCnych linii. Rovné&Zz byly analyzovany plazmatické krevni vzorky pacientu
s pokrocilym karcinomem prostaty (N=10), z nichZ byla izolovana ccfDNA.

Pro praktickou Cast byla stézejni pfedevsSim kultivace vybranych bunécnych linii
a nasledné ovéreni pfitomnosti amplifikace androgenového receptoru u VCaP linie.
Experimentalni ¢ast byla provedena pomoci zakladnich molekularné genetickych metod.
S vyuzitim kvantitativni PCR v realném &ase byly naméfeny Ct hodnoty pro jednotlivé
geny. Na zakladé ziskanych Ct hodnot byly stanoveny pocty kopii (CN, copy number)
v genomové DNA u bunéc&nych linii i pacientskych vzorku. Velikosti jednotlivych produktu
PCR reakce byly ovéfeny pomoci gelové elektroforézy. Prostfednictvim digitalni PCR
byly ovéfeny hodnoty CN u pacientd s karcinomem prostaty, pficemz ddPCR stanovila
pocty kopii pfimo. Ze ziskanych CN byla hodnocena amplifikace jednotlivych vzorku
bunécnych linii i pacientd. V pfipadé pacientskych vzorkd nebyla zatim detekovana
amplifikace androgenového receptoru ani u jednoho z analyzovanych pacientu
s karcinomem prostaty. Tato vySetfeni, v€etné analyzy zesilovace transkripce, budou
pokraCovat na vétSim souboru pacientl a zhodnoceny spole¢né z klinickymi informacemi,

zejména s ohledem na typ IéCby a agresivitu onemocnéni.
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