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1 Uvod

Podle aktualizované¢ databaze Globocan zkoumajici incidenci a umrtnost nadorovych
onemocnéni bylo v roce 2020 odhaleno 19,3 milionti novych piipadii rakoviny a téméi 10
miliond lidi na ni zemfelo (Sung et al., 2021). Rakovina tlustého stfeva a kone¢niku (CRC,
z anglického terminu ,,Colorectal Cancer®) je celosvétové tietim nejcastéji vyskytujicim se
nadorovym onemocnénim a druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti na rakovinu (Bray et al., 2018).
V Ceské republice incidence CRC V poslednich letech vyznamné stoupala a patiila k nejvy$sim
na svété (Zastera et al., 2010). Zasadnim problémem 1é¢by a nasledného pieziti pacientd je
diagnostika karcinomu az v pokro¢ilém stadiu s postizenymi lymfatickymi uzlinami a

vyskytem vzdalenych metastaz (Cardoso et al., 2020).

Rozsiteni nadorovych bunék do vzdalenych organt a tvorba metastaz jsou jedny z hlavnich
pii¢in amrti pacienti s CRC (Biller & Schrag, 2021). CTCs (CTCs, z anglického terminu
,Circulating Tumor Cells*) jsou buiiky uvolnéné z primarniho ¢i metastatického nadoru a volné
cirkulujici v krevnim fecisti. Jsou znamy pro svoji schopnost zakladat sekundarni nadory,
metastazy (Lozar et al., 2019). Detekce CTCs byla v poslednich letech pfedmétem zajmu
mnohych vyzkumu (Habli et al., 2020). Bylo ptedstaveno mnoho technologii zalozenych na
fyzikdlnich, morfologickych ¢i  molekularnich vlastnostech CTCs detekovanych
prostiednictvim pestré Skaly analyzatorli. Vyznam jejich detekce spociva predevsim ve v€asné
diagnostice, vybéru vhodné 1é¢by ¢i terapie, ¢imzZ se vyznamné muize zlepSit progndza pacienta
(Linetal., 2021).

V této bakalatské praci byla zoptimalizovana a nasledné validovana metoda piimé detekce
CTCs u pacienti s CRC systémem CytoTrack CT11™ zaloZzenym na imunohistochemickém
znaceni a nasledné semiautomatické detekci nadorovych bun¢k (Ferreira et al., 2016). Nasledné
byla metoda zavedena v rutinni analyze krevnich vzorkii pacienti s CRC pro vySetieni

ptitomnosti CTCs.



2 Cile prace:

1. Provést literarni reSerSi v oblasti cirkulujicich nddorovych bun€k u pacientii s
kolorektalnim karcinomem.

2. Ziskat teoretické a praktické znalosti metod detekce cirkulujicich nddorovych bunék se
zaméfenim na technologii CytoTrack CT11™,

3. Zoptimalizovat a validovat metodu piimé detekce cirkulujicich nadorovych bunék v
periferni krvi u pacientd s kolorektdlnim karcinomem za pouziti systému
CytoTrack CT11™,

4. Vysettit vzorky periferni krve pacienti s kolorektalnim karcinomem na pfitomnost

cirkulujicich nddorovych bunék.



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Kolorektalni karcinom

3.1.1 Obecna charakteristika kolorektalniho karcinomu

CRC je heterogenni onemocnéni a na zdklad¢ klinickych a molekularnich charakteristik
rozliSujeme né€kolik podtypu s typickymi molekularné morfologickymi zménami (Nguyen &
Duong, 2018). Pocatek rozvoje CRC je spojen se vznikem benignich polypt (adenomit) z bunék
sliznice tlustého stieva, které prochazeji bunéénymi zménami vedoucimi k formaci karcinom.
Ten postupné prorustd do okolnich tkéani, coz se projevuje poruchou traveni. Dusledkem je
krvacivost nebo stievni neprichodnost (Rosty et al., 2013). Rozvoj CRC je dlouhodoby proces,
proto je vhodny pravidelny kolorektalni screening, diky kterému lze odhalit karcinom vcas

(Nguyen & Duong, 2018).

Mezi ovlivnitelné rizikové faktory patii Spatné stravovaci ndvyky a témét zadnd fyzicka
aktivita. Bylo zjiSténo, Ze povétSinou obézni lidé, ktefi maji sedavy zplsob zaméstndni a
minimalni fyzickou aktivitu maji az 70% pravdépodobnost vzniku CRC (Martinez-Useros &
Garcia-Foncillas, 2016). Fyzicka aktivita zvySuje rychlost metabolismu, a pfedev§im motilitu
stfev, diky které je umoznéno efektivni traveni potravy (Robertson, 2012). Dalsim rizikovym
faktorem pii vzniku CRC je koufeni a nadmérné piti alkoholu. Bylo naptiklad zjisténo, ze
nikotin se dostava do stfev a ve vétSsim mnozstvi mize piispivat k tvorbé polypu, které se

mohou vyvinout v karcinom (Rawla et al., 2019).

Pokud je u pacienta diagnostikovan CRC pfistupuje se V zavislosti na stddiu onemocnéni k
endoskopickému ¢i chirurgickému odstranéni nadoru v kombinaci s chemo — a radioterapii, u

vys$8ich stadii pfipadné k paliativni 1é¢bé (Kala, 2018). Nejbéznéjsi chirurgickou 1écbou je

laparoskopie coz je endoskopicka opera¢ni metoda dutiny biisni (Keck et al., 2022).

Protinadorova chemoterapie je metoda, ktera piimo cili na nadorové bunky (Bukowski et al.,
2020). Cytostatika jsou 1éky, které jsou zacilené na bunéény cyklus burniky a zabranuji jejimu
déleni. Cytostatika podavana pied operaci se nazyvaji neadjuvantni, jejichz cilem je zmenSeni
nadoru pied dalSim lécebnym postupem. Naopak chemoterapie podavana po operaci,
adjuvantni, ma za cil zniit zbyvajici nadorové bunky (Barchitta et al., 2019). Adjuvantni nebo
neadjuvantni radioterapie je velmi Gi¢inna metoda 1é¢by karcinomu (Voegeli & Wicki, 2018).
Je zde vyuzivano ionizujiciho zéafeni, které ni¢i nddorové buiky. Velmi Casto se radioterapie
spojuje s chemoterapii a vytvari tak chemoradioterapii, ¢imz se zvySuje ucinek 1é¢by karcinomu

(Zhang et al., 2019). I kdyz chemo-i radioterapie cili na nador, zafeni vétSinou zasahne i okolni
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tkan, ¢imz se mohou dostavit vedlejsi ucinky (Liu et al., 2021). U chemoterapie se vyuziva
chemickd latka k zahubeni nddorovych bunék navozenim apoptdézy. Chemickd latka ovSem

pusobi i na nenadorové bunky, které také podstupuji apoptézu (Lash & Gilman, 2013).

3.1.2 Klasifikace kolorektalniho karcinomu

CRC se déli na tfi zakladni formy. Mezi Castéji se vyskytujici fadime karcinom sporadicky,
ktery tvoii 70 % ptipada (Whiffin et al., 2014) a vznika z adenomt (polypi) z bungk sliznice
tlustého stieva. Nejcastéji se vyskytuje v distalnim tracniku u pacientl ve stfednim veéku
(Zauber et al., 2012). U této formy nelze prokazat dédi¢ny charakter, ale ptevlada zde velky
podil exogennich faktord (Yamagishi et al., 2016). Vyssi vyskyt byl prokazan u pacientt
s diabetem a pacientd, ktefi trpi metabolickymi poruchami (Tsang, 2014). Casto u tohoto typu
dochézi k akumulaci mutaci v tumor supresorovych genech a onkogenech. Piikladem tumor
supresorového genu je gen adenomatdzni polypdzy tlustého streva (APC, z anglického terminu
,,Adenomatous Polyposis Coli*). Dalsimi doprovodnymi mutacemi jsou mutace genit KRAS (z
anglického terminu ,,Kirsten Ret Sarcoma Viral Oncogene Homolog*), TP53 (z anglického
terminu ,,Tumor Protein 53*) a DCC (z anglického terminu ,,.Deleted in Colon Cancer®)

(Yamagishi et al., 2016).

Naproti tomu rozliSujeme hereditarni formu CRC, ktera se vyskytuje méné Casto a vznika
na zaklad¢é dédicné mutace v konkrétnim genu ¢i genech. Dédi¢nost této formy se piedava po
autozomalné¢ dominantni alele. Znamena to, Ze je 50% pravdépodobnost predani této alely
Z rodicl na potomky. U této formy se vyskytuji typické genetické syndromy, mezi které se fadi
hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC z anglického terminu ,,Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Cancer) a familiarni adenomatozni polypdza (FAP) (Jasperson et
al., 2010). Tito pacienti vétSinou potiebuji vice specifikovany 1é¢ebny postup naproti pacientim
se sporadickou formou CRC (Maet al., 2018). Pokud neni znama geneticka pti¢ina mutovaného
genu, jedna se o familiarni typ CRC, u néhoz je postizeno vice ¢lenti rodiny, ktefi maji vrozenou

predispozici k vyskytu karcinomu (Campos, 2014).

3.1.3 Molekularné-patologicka podstata onemocnéni

Rozvoj CRC je vicestupnovy proces, ktery zahrnuje vznik benignich adenomut vlivem
genetickych ¢i epigenetickych zmén v onkogenech a tumor supresorovych genech, které Casto
vyusti v maligni transformaci bun¢k a tkané (Miiller et al., 2016). U CRC na zaklad¢ zmén
rozlisujeme tfi molekularni rysy, konkrétné strukturni zmény chromozomi oznacované jako
chromozomalni nestabilita (CIN, z anglického terminu ,,Chromosomal Instability*), mutace
v DNA opravnych mechanismech vedouci k tzv. mikrosatelitni nestabilit¢ (MSI, z anglického
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terminu ,,Microsatellite Instability) a genovou hypermethylaci spojenou s inhibici tumor
supresorovych geni a oznaCovanou jako CpG ostrovni methylatorovy fenotyp (CIMP,

z anglického terminu ,,CpG Island Methylator Phenotype*) (Aghagolzadeh & Radpour, 2016).

3.1.3.1 Mutace genii kolorektalniho karcinomu

Vyznamnou roli ve sporadickych, ale i hereditarnich typech CRC hraje gen APC. Je dulezity
V bunééné proliferaci, migraci, opravé DNA, Vv apoptdze a fizeni bunééného cyklu (Liu et al.,
2021), a v kontextu CRC je znam pro vysoky vyskyt mutaci (Zhao et al., 2017). Nasledek
mutace APC genu muze byt zkraceni APC proteinl a tim ztraty jejich tumor supresivniho
ucinku (Berger et al., 2011). Bylo prokéazano, ze vysoké hladiny B-kateninu, produktu genu
CTNNBL1 (z anglického terminu ,,Catenine Beta 1), souvisi se Spatnou progndzou pacientil
s CRC (Bruun et al., 2014). B-katenin je protein, ktery se spojuje s APC a tvoti kadherinovy
komplex, ktery udrzuje adhezi dvou bung¢k a reguluje genovou transkripci (Pai et al., 2017). Pti
mutaci dochazi k nadmérné expresi f-kateninu, ktery unika do jadra a indukuje transkripci gent
a proliferaci bunky. B-katenin je stabilizovan v cytoplazmé a pfesouvan do jadra v disledku
dysfunkce degrada¢niho komplexu, ktery je zpisoben nadregulaci Wnt signaliza¢ni kaskady
(Pai et al., 2017).

Gen KRAS je nejbéznéji mutovany onkogen CRC kodujici G-protein K-Ras. Ten se nachazi
na vnitini strané¢ bunééné membrany a je soucasti signdlni drahy receptoru pro epidermalni
rastovy faktor (EGFR, z anglického terminu ,,Epidermal Growth Factor Receptor). EGFR je
transmembranovy receptorovy protein pienasejici signaly z vnéjsku dovniti bunky (Li et al.,
2020).

Je-li inaktivace K-Ras znemoznéna v dusledku mutace KRAS, dochazi k abnormalni a
kontinudlni signalizaci pfi soucasné absenci vazby ligandu na EGFR. Disledkem toho mize
byt nekontrolovatelna proliferace bunék, a tedy rast tumoru (Timar & Kashofer, 2020). Gen
TP53 je dulezity tumor supresorovy gen kodujici protein pS3. Protein p53 je transkripéni faktor,
ktery kontroluje ptechod z G1 do S faze buné¢ného cyklu skrze monitorovani poskozeni DNA
(Lietal., 2019). Pokud je DNA poskozena dochazi k uvolnéni proteinu p53 ze svého pienasece
MDMZ2, ¢imz se stava aktivni a skrze gen p21 indukuje zastaveni buné¢ného cyklu (Liu et al.,
2015). Somatické mutace a vyskyt polymorfismi genu TP53 jsou pfi¢inou vzniku sporadické
formy CRC (Naccarati et al., 2012).

DCC je tumor supresorovy gen, pro n¢hoz je u CRC typicka ztrata heterozygozyty. DCC

koduje protein s receptorovou funkci, na ktery se vaze ligand Netrin-1. Svym ucinkem dokaze
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ovlivnit st a smér axonl. Axon je dlouhy vybézek nervové bunky, ktery prenasi informaci
mezi neurony a jinymi bunikami v lidském téle (Castets et al., 2012). Pfi snizeni koncentrace
Netrin-1 dochazi k d&jtim, které maji za nasledek ztratu prenosu vnéjsiho signalu mezi vnitinimi
bunkami a organelami. Pii mutaci DCC receptory nejsou schopny navazat Netrin-1, coz

zpusobi inhibici apoptdzy a stalou proliferaci buriky, ktera mize vyustit v rozvoj tumoru

(Duman-Scheel, 2012).

Tabulka 1: Piehled nejcastéji mutovanych gend u kolorektalniho karcinomu a jejich dasledky

ZKkratka genu Niazev genu Funkce genu Aberace Disledky
Tumor supresorovy Ztréta tumor
APC Adenorr)atoug gen, kontrola Zkraceni APC proteint Supr?S,l th(.) ucinku,
polyposis coli o o stala proliferace
bunéénych procest N
bunky
Gen ko proten Nepretrita
CTNNB1 Catenine beta 1 catenin, Keery Nadmérna exprese transkripce cilovych
udrzuje bunéénou .
. - gentl
regulaci a adhezi
Kirsten rat sarcoma Onkogen, kéduje Intracelulérni signalizace Nadmérna
KRAS virus protein s GTP4zovou prostiednictvim vazby signalizace,
aktivitou ligandu na EGFR nadmérna proliferace
Tumor supresorovy
P53 P53 tumor protein gen, kodu;e prote.m Prechoiivz 91 do S faze Zastava buné¢ného
p53, ktery reguluje bunééného cyklu cyklu
bunécné déleni
Tumor supresorovy
gen, pomoci ligandu Inhibi .
. . . nhibice apoptozy a
DCC Deleted in colorectal Netrin-1 prenos Ztrata vazby Netrin-1 stala proliferace

cancer

informace mezi

i o bunky
vnejsim a vnitrnim
prostiedi buiiky

3.1.3.2 Familiarni adenomatoézni polypoza

Mezi hereditdrni formu CRC se fadi onemocnéni, za kterymi je dédi¢nad predispozice.
Familiarni adenomatézni polypdza (FAP) je dédi¢né, autozomaln€ dominantni onemocnéni, u
néhoz je téméei 100% jistota rozvoje CRC (Biondi et al., 2021). FAP je nejcastéji vyskytujici se
geneticky podminény syndrom, ktery je spojeny se vznikem CRC. Onemocnéni je podminéné
genovou mutaci a naslednym zkracenim APC proteint a tim ztraty kontroly nad proliferaci
buniky. To vede k formaci stovek az tisici polypil tlustého stfeva, které se zacinaji objevovat
béhem zivota (Campos, 2014). U této charakteristické formy CRC lze rozlisit formu
atenuovanou (leh¢i), pro niz je typicky mensi vyskyt polypl a rozvoj onemocnéni v pozdéjSim

veéku (Half et al., 2009).

3.1.3.3 Lynchiiv syndrom
Lynchtiiv syndrom, Casto také nazyvan jako HNPCC, je dédi¢né autozomalné dominantni

onemocnéni, které zvySuje riziko vzniku karcinomu, mezi které se fadi i CRC (Chen et al.,
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2018). Toto onemocnéni je charakterizovano mutacemi v genech kodujici proteiny zajist'ujici
opravy chybného parovani bazi pii replikaci DNA (DNA MMR, z anglického terminu ,,DNA
Mismatch Repair) (Pellat et al., 2019). Za nefunk¢nost téchto proteind jsou odpovédné mutace,
diky nimz pfi dalSich replikacich dochazi k hromadéni chyb v nesprdvném parovani a ke

zvyseni pravdépodobnosti vzniku karcinomu (Kasubova et al., 2019).

Lynchtiv syndrom je diagnostikovan na zékladé molekularné patologického vysetieni. Bylo
objeveno, ze nejCastéji vyskytujici se geny se zarodeénymi mutacemi jsou MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 a EpCAM (z anglického terminu ,,Epithelial Cell Adhesion Molecule”). Tyto
geny jsou mapovany a sekvenovany, proto je mozna jejich identifikace, zjisténi prislusné
funkce a presné mutace na chromozomu. Mutace jsou detekovany nejcastéji u prvnich dvou

zminénych gena (Li et al., 2021).

3.2 Progrese onemocnéni a diseminace tumoru

Progrese CRC je zna¢né spojena s $ifenim nadorového onemocnéni a rozvojem vzdalenych
metastaz (Agarwal et al., 2018). Proces za¢ina uvolnénim nadorovych bunék z primarniho
nadoru a vstupem do krevniho fecisté, v némz mohou doputovat do vzdalenych tkani a zalozit
zde metastaze (Ju et al., 2022). Ovsem jen n¢kolik CTCs doputuje krevnim fecistém do dané
tkang, protoze vétsina je eliminovana imunitnim systémem, ptipadné podstupuje bunéénou smrt
v disledku zmén okolniho prostiedi. Piikladem miize byt typ bunécné smrti anoikis, coz je typ
programované bunécné smrti doprovazejici uvolnéni z extracelularni matrix (Micalizzi et al.,

2017).

Diseminace nadorovych bun€k z priméarniho tumoru a zaloZeni metastaz je proces, ktery je
sloZzen zné€kolika krokd. Nejprve dochézi k lokalizované invazi pfes bazalni membranu a
priunik CTCs do cév, které slouzi jako transportni systém (Zavyalova et al., 2019). Muze také
dochazet ke tvorb¢ klastrti s imunitnimi a NK bunikami (Szczerba et al., 2019). Tyto klastry
putuji a zastavuji se v kapilarnim fecisti organti, kde unikaji z cévy a migruji do mikroprostiedi
vybrané tkané a mohou vytvaret mikrometastaze (Stock, 2022). Schéma progrese nadorového

onemocnéni je znazornéno na Obr. 1.
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Obr. 1 Progrese nadorového onemocnéni. Prvnim krokem je invaze cévy nadorovymi buiikami (1), nasleduje
intravazace (2) a transport CTC v prostiedi cévy (3). CTC tvoii klastry s dal§imi buiikami cévy, ¢imz pieziva

v krevnim fecisti (4). Migraci se CTC dostava do mikroprostiedi vybrané tkan¢ a probihé extravazace, Ginik z cévy
do okolni tkané (5), kde tvoti sekundarni nadory (6). (P¥evzato a upraveno podle Ju et al., 2022)

3.2.1 Nadorové mikroprostiedi

Bylo zjiSténo, zZe vyznamny vliv na tvorbu nddoru a naslednych metastdz mad nadorové
mikroprostfedi (TME, z anglického terminu ,,Tumor Microenvironment®), které je slozené
z bunééné i nebun&éné slozky nadorové tkang. Radi se zde fibroblasty, extracelularni matrix a
imunitni bunky. Tyto sloZky zaroven interaguji s okolnimi sloZkami zdravé tkané a vzajemné
se ovliviuji (Novellasdemunt et al., 2015). Podle zavéru studie Chandra et al. hraje TME
zasadni roli v podpofe rlstu, proliferace a vytvafeni novych metastatickych lozisek. TME
podporuje ptisun kysliku a zivin nddorovym buiikdm a ziroven odstranéni metabolickych
produktt (Chandra et al., 2021; Anderson & Simon, 2020). Nadorové buriky maji vSak vysoké
metabolické naroky a nekontrolovanou proliferaci, z tohoto divodu je TME ¢asto chudé na
ziviny. A proto se bunky ve snaze uniknout nekréze a apoptéze oddéluji od masy tumoru a
sméfuji za zdrojem zivin (Lyssiotis & Kimmelman, 2017; Roma-Rodrigues et al., 2019).
Doprovazejicim krokem je angiogeneze, ptisn¢ regulovany a skupinou angiogennich faktort,
receptort a ligandi zprostiedkovany proces, pfi kterém se z endotelidlnich bunék tvoii nové

krevni cévy, které vyzivuji nador a podnécuji ho k ristu (Jain, 2005; Mousa et al., 2015).
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3.2.2 Nadorové kmenové burky

Hlavni pfic¢inou netspésné 1é¢by pacientd s CRC je rezistence nadorovych kmenovych bunék
(CSCs, z anglického terminu ,,Cancer Stem Cells*) na chemo — a radiolécbu (He et al., 2014).
CSCs jsou casti populace bunck rakovinnych. Maji charakteristické vlastnosti jako zvySena
tumorigeneze, sebeobnova a nadmérna proliferace (Zhou et al., 2018). Nejvice se uplatiiuji
V procesu metastazovani a pro svoji chemo i radiorezistenci predstavuji vyznamnou komplikaci

v 1é¢bé (Shen, 2012) kvtli moznym recidivam onemocnéni (Hardin et al., 2017).

CSCs jsou vyrazn¢ heterogenni bunky, které se vyznacuji velkym mnozstvim subpopulaci a
lepSimu ptizpuisobeni ménicim se podminkam v zavislosti na tumorigenezi (Tang, 2012). Mezi
hlavni povrchové markery CSCs se fadi CD44, CD133, CD166, Lgr5, ALDH1 a EpCAM
(Manhas et al., 2016). Nicméné CSCs jsou fenotypové a funkéné velmi heterogenni, proto neni

exprese téchto povrchovych markert p#ili§ prediktivni (Hirata et al., 2019)

3.3 Cirkulujici nadorové buiky

Z primarniho nadoru se zpravidla uvolfiuje relativné velké mnozstvi CTCs, ovsem Vliv
imunitniho systému (viz sekce 3.3.3 nize) a oxidac¢niho ¢i fyzikalniho stresu v novém prostiedi
piekona jen zlomek z nich (Alix-Panabi¢res & Pantel, 2014; Xu et al., 2022). CTCs, které
pteziji, se §ifi do krevniho feciSté nebo do lymfatického systému a unikaji do okolni tkané, ve
které mohou tvoftit prekurzory metastaz, coz obvykle znaci $patnou prognozu (Lin et al., 2021;
Pantel & Speicher, 2016). Mohou existovat jako jednotlivé buiky s odlisnym fenotypem ¢i jako
shluky, které se vazou na krevni desticky nebo makrofagy (Shao et al., 2016). CTCs jsou
obvykle vétsi nez bilé krvinky imunitniho systému, lze je tak tedy odlisit pfi izolaci (Pantel &
Speicher, 2016).

3.3.1 Epitelo-mesenchymalni tranzice

Vyznamnym jevem V procesu uvolnéni CTCs z primarniho nadoru je EMT (z anglického
terminu ,,Epithelial to Mesenchymal Transition). Tento termin charakterizuje zménu
epitelialniho fenotypu bunék na fenotyp mezenchymalni (Alix-Panabiéres & Pantel, 2014).
Béhem tohoto procesu dochazi ke ztraté mezibunétné adheze a polarity, zméné tvaru bunky,
zvySené schopnosti motility, zvySené produkce slozek extraceluldrni matrix a zejména pak
zvyseni rezistence vici apoptoze (Xu et al., 2018). Vysledkem je pieusporadani cytoskeletu,
coz ma za nasledek transformaci buiiky na mezenchymalni typ (Huang et al., 2012). Tento
proces je dulezity pro uvolnéni CTCs z primarniho nadoru a putovani do krevniho fe¢isté (Wan

et al., 2013). Regulace EMT je zajisténa prostiednictvim translacnich faktort, epigenetickych
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a posttransla¢nich modulatori, mMiRNA a zejména skrze signalni drahy TGF — 3, Wnt, Notch
(Gonzalez & Medici, 2014).

3.3.1.1 Disledky epitelo-mesenchymalni tranzice v 1é¢bé

EMT zvysuje migrac¢ni a invazni kapacitu nadorovych bungk, tedy schopnost migrovat do krve
(Liu et al., 2015). Vyrazné zlepSeni v 1¢¢bé rakoviny by mohlo piinést zacileni vyzkumu na
signaliza¢ni drahy v EMT, jelikoz hraji dileZitou roli v progresi nadoru. Jsou vsak znaéné
slozité a komplexni, z tohoto divodu je cilena 1é¢ba velmi komplikovana (Cho et al., 2019;
Mak et al., 2016). Bylo zjisténo, ze EMT dokaze regulovat imunitni odpovéd’ a podporovat tak
odolnost vuéi protinadorové terapii, ¢imz znesnadiiuje 1é¢bu (Terry et al., 2017). Pti uniku do
okolni tkané mohou CTCs podstoupit reverzni proces k EMT, ktery se nazyva mesencho-
epiteliarni tranzici (MET, z anglického terminu ,,Mesenchymal to Epithelial Transition®). Pti
zméné fenotypu z EMT na MET nadorové butiky opét obnovuji svoji adhezi, ¢imz je usnadnéno
usazeni bun¢k v nové tkani a piipadny rust epitelialnich metastaz (Banyard & Bielenberg, 2015;
Hamilton & Rath, 2017).

3.3.2 Markery cirkulujicich nadorovych bunék

U detekce kolorektalnich CTCs se vyuzivaji dva typy markert, epitelialni a specifické pro
kolorektalni tkan (Hardingham et al., 2015). Nejrozsitenéjsi marker CTCs je EpCAM. Jedna se
0 povrchovy glykoprotein, ktery je exprimovan u epitelidlnich tumoru (Gires et al., 2020).
EpCAM slouzi predev§im k regulaci bunééné adheze, proliferaci a migraci. Vysoka exprese
EpCAM je dusledkem vyssi proliferace a metastatického rastu, a proto u CRC souvisi se
Spatnou progndzou (Eslami-S et al., 2020; Marcuello et al., 2019).

Exprese EpCAM je vysoce variabilni, ¢imz muze byt ovlivnéna detekce CTCs. Nizka
exprese EpCAM muze souviset s vy$$i mirou falesné negativity u detekce CTCs (Wang et al.,
2015). Z tohoto divodu je vyuzivan epitelidlni povrchovy marker CEA (z anglického terminu
,carcinoembryonic Antigen”). CEA je nadmérné exprimovan u CRC, ¢imz umoziuje
dokonalejsi detekci diseminovanych CTCs (Boogerd et al., 2018). Vyssi hladiny CEA jsou
charakteristické u pacientll s progresi rakoviny. Po chirurgickém odstranéni nédoru se

predpoklada snizeni hladiny CEA (Campos-da-Paz et al., 2018).

Cytokeratiny (CK) jsou proteiny tvofici intermediarni filamenta, které jsou soucasti
cytoskeletu epitelialnich bunék. U CRC se hojné vyskytuji CK 18,19 a 20 (Welinder et al.,

vvvvv

cytoskeletu buiky, coz je hlavni znak pro nadorové bunky (Pastuszak et al., 2015). CK se
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vyskytuji jako komplexy nékolika fragmentti nebo jako voln¢ cirkulujici epitelidlni fragmenty,
které vznikly proteolytickym odstépenim z apoptickych nebo nekrotickych bunék pii progresi

maligniho nadoru (Kausitz et al., 2014).

Jinym velmi vyznamnym markerem nadorovych bunék CRC je Vimentin (VIM). Tento
protein je soucasti intermedidrnich filament. Je exprimovan v mezenchymalnich bunkach a
hraje dualezitou roli v metastatickém CRC (Satelli & Li, 2011). Bylo prokazano, Ze gen kodujici
VIM je vysoce methylovan u CRC. Methylaci lze vyuzit jako diagnosticky nastroj a tim
nasledné dopomoci pacientovi k pieziti. Podle studie Conga et al. byl Vimentin methylovan

predevsim v pokrocilém stadiu CRC (CONG et al., 2016).

Tabulka 2: Vybrané markery cirkulujicich nadorovych bunék a jejich charakteristika

ZKkratka Nazev Charakteristika Funkce
Epithelial Cell Adhesion Glykoprotein na povrchu Buné¢na adheze,
EpCAM N " : .
Molecule epitelialnich bunék proliferace a migrace

Glykoprotein na povrchu
CEA Carcinoembryonic Antigen epitelidlnich bunék béhem Bunééna adheze
fetalniho vyvoje

Proteiny mezenchymalnich Stabilizace jadra,
CK Cytokeratin bunék v intermediarnich udrzeni buné¢né
filamentech morfologie
VIM Vimentin Protein 1ptenned1amlch Strukturalni furvlkce v
filament cytolazme

3.3.3 Interakce imunitniho systému a cirkulujicich nadorovych bunék

Je znamo, ze pouze nékolik CTCs ptezije v krevnim fecisti a zalozi sekundarni 1éze. Pti¢inou
je zejména eliminace CTCs imunitnim systémem (Alix-Panabiéres & Pantel, 2014). Primarni
obranou imunitniho systému proti CTCs jsou NK buniky (z anglického terminu ,,Natural
Killer), T — lymfocyty a dendritické bunky, které rozpoznaji CTCs na zakladé povrchovych
antigent (Leone et al., 2018). Pokud CTCs zméni sviij fenotyp, tak pii priniku do periferni
krve je eliminovana interakce s extracelularnim matrix a bunitkami stromatu. Timto zpisobem
,,ztraci* imunitni systém kontrolu nad CTCs a ty mu tak unikaji (Kitamura et al., 2015; Mittal
etal., 2014).

Zména fenotypu CTCs je zavisld na modifikacich molekul, diky kterym je umoZznéno

prekonani imunitniho systému a metastazovani (Mohme et al., 2017). Mohou nastat modifikace
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bunky v molekuldch hlavniho histokompatibilniho komplexu glykoproteinu 1. tfidy (MHCI,
z anglického terminu ,,Major Histocompatibility Complex Class 1), coz je transmembranova
molekula, ktera zprostiedkovava vazbu antigenu CD8+ cytotoxickym T-lymfocytim (Watson
etal., 2006). Dalsimi mechanismy uniku CTCs pfed imunitni systémem jsou modifikace mimo
MHCI molekuly, napiiklad ztrata exprese apoptickych molekul FAS ¢i FASL, které nasledné
indukuji apoptozu T-bunék (Merting et al., 2022). Ttfetim mechanismem je zvySena exprese
povrchovych marker CTCs, mezi které se fadi naptiklad EpCAM, diky kterym je znemoznéna
inhibice CTCs imunitnim systémem (Parcesepe et al., 2016).

3.3.4 Metody detekce cirkulujicich nadorovych bunék

V poslednich letech doslo k vyrazné inovaci na poli diagnostickych neinvazivnich metod
odhalujici karcinom a metastaze (Pantel & Speicher, 2016). Detekce CTCs byla v posledni
dekade pfedmétem zajmu vyzkumu v oblasti tekuté biopsie. Ptitomnost CTCs byla popsana u
vice druhu karcinomd, véetné CRC (Lei Xu et al., 2015). Analyzou CTCs lze odhalit ¢asna
stadia nadorovych onemocnéni, recidivu rakoviny nebo ucinnost 1é¢by (Jiang et al., 2021).
Zasadnim problémem v zachytu CTCs je jejich malé mnozstvi v krvi, velmi kratka Zivotnost,
riznorodost, proménlivost v ¢ase a fenotypova plasticita zpisobena zejména EMT (Riggi et al.,
2018; Wang et al., 2018). Z provedenych studii bylo zjisténo, ze existuje piedpoklad pro
stanoveni metastaz na zaklad€ poctu CTCs v periferni krvi. Limitni hodnota byla stanovena na
3 avice CTCs v 7 ml periferni krve. Z divodu absence standardizace metod detekce CTCs je
zapotiebi vice studii na vétSich kohortach, aby byla limitni hodnota potvrzena (Cohen et al.,
2009).

V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho technik na detekci CTCS, z nichz kazda vyuziva
jejich charakteristickych vlastnosti. Snahou vSech technik detekce je dosdhnuti vysoké

senzitivity, specifity a nizké invazivity, coz je stale velka vyzva (Habli et al., 2020).

Nejrozsifen€jsi metodou je detekce CTCs na zdkladé vazby znacené protilatky s
povrchovym antigenem nadorové bunky (Patriarca et al., 2012). Jedna z metod, které vyuzivaji
afinitu antigenu k piislusné protilatce se nazyva CellSearch® (Veridex LLC, Raritan, NJ). Tato
metoda byla dosud jako jedina schvalena Americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA, z anglického terminu ,,Food and Drug Administration®). Tato metoda se hojn¢ vyuziva
nejen u CRC (Wang et al., 2016). Principem technologie je znaceni ferrofluidnimi
nanocasticemi asociovanymi s protilatkami proti EpCAM, pozitivniho markeru, a pouziti

negativniho selekéniho markeru CD45 (Swennenhuis et al., 2016). Tato metoda spoléha pouze
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na expresi EpCAM a nezaméfuje se na dalsi potencialni markery (Gabriel et al., 2016). Tento
problém fesi otevieny systém CytoTrack CT11™ (2C A/S, Lyngby, Dansko), ktery miize diky
pouziti vlastni kombinace znacicich protilatek brat v potaz i dalsi markery (Hillig et al., 2014).
Principem této metody je znaceni CTCs protilatkami konjugovanymi s fluorofory umoznujici
identifikaci danych bun¢k pomoci fluorescence. Vzorek je nanesen a skenovan na specialnim
disku (CytoDisc™) (Gerges et al., 2010). Nasledné jsou vyselektovany jednotlivd mista na
disku, které jsou nasledné manualné analyzovana pomoci optickych filtri (Ferreira et al., 2016).
Z vysledka studie, ktera srovnavala metodu CellSearch® a CytoTrack CT11 ™ vyplyva, Ze tyto
dvé metody detekce CTCs jsou srovnatelné (Hillig et al., 2015).

Jinou technikou, kterou je mozné provadét detekci CTCs jsou mikrofluidni ¢ipy. Jedna se o
velké plochy pokryté protilatkami, které dokazou zachytit CTCs (Dan & Daxiang, 2018). CTCs
se zachyti na ¢ipu a ostatni buiiky jsou vymyty. Je zde vyuZzivana EpCAM protilatka na povrchu
mikrokanalku, tak aby se zajistila detekce CTCs (Hong & Zu, 2013). CellCollector® (GILUPI
GmbH, Némecko) je celosvétové prvni izolaéni in vivo metoda CTCs, ktera ma ovSem
komplikovany krok obohaceni a s tim spojenou dlouhou dobu detekce (Neumann et al., 2017).
Ptima detekce s vysokou senzitivitou je umoznéna pomoci SERS systému. Pomoci vysoce
senzitivnich a citlivych nanocastic s cilicim ligandem jsou schopny rozpoznat CTCs v periferni
krvi (Wang et al., 2011). Dalsi techniky jsou zalozené na fyzikalnich vlastnostech CTCs jako

je velikost, denzita nebo snizena deformovatelnost (Banko et al., 2019).

\/'

Obr. 2: Ptistroj pro detekci CTCs CytoTrack CT11™. Zdroj: https://www.2c.dk/
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Obr. 3: Skenovaci aparatura s vlozenym CytoDiscem™ (vyse) a detail mikromanipulace s nastrojem
CytoPicker™ (nize). Zdroj: Propagacéni materialy 2C A/S.

3.3.5 Vyznam detekce cirkulujicich nadorovych bunék

Vzhledem k vysoké mortalité a morbidité pacienti s CRC se snazi védci a 1ékafi nalézt metodu
pro v€asnou detekci metastaz, ¢imz by se mohla usnadnit véasna 1é¢ba. Detekce CTCs se
ukazuje jako prediktivni metoda pro véasnou diagnostiku progrese onemocnéni, formulaci

prognozy a zvyseni miry preziti pacientt (Yadav et al., 2021).

V soucasné dobé se u CRC nejvice pouZziva histopatologicka biopsie, kterd je v§ak velmi
invazivni a limitovana pro svoji lokalnost. Tato metoda neni schopna zachytit heterogenitu
tumoru (Jiang et al., 2021). Tekuta biopsie je souhrnny nazev pro metody, které se vyznacuji
analyzou biomarkerti jako CTCs, cirkulujici DNA, miRNA a extracelularnich vezikul. Tekuta
biopsie nam dokaze dat informace o heterogenité nadoru v realném case (Alix-Panabiéres &

Pantel, 2013).

Molekularni a fenotypové vlastnosti CTCs mohou odhalit mechanismus patogeneze a
genové zmény, coz muze zvysit ucinnost 1écby (Delgado-Ureiia et al., 2018). Detekce CTCs
ma vsak stale sva uskali, o jejichz ptekonani se snazi mnohé vyzkumy. Mezi ta zakladni patii
absence standardizace, jelikoz se stale vyuziva mnoho riznorodych metod detekce (Page et al.,
2019). Technologie detekce CTCs zalozené na mezenchymalnich markerech mohou vykazovat

faleSnou pozitivitu. Pfic¢inou je mozna kontaminace CTCs fibroblasty asociované s nadorem
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nebo endotelialnimi shluky (Lozar et al., 2020). Technologie zaloZené na fyzikalnich vlastnosti
obsahuji také zna¢né riziko kontaminaci CTCs buiikami, které maji stejné ¢i podobné fyzikalni
vlastnosti (Lin et al., 2021). Stale je tedy potfeba mnoho klinickych studii a experimentt, které
by odstranily tyto vyzvy. Ale i piesto je detekce CTCs velmi vyznamny prognosticky ukazatel

rozvoje CRC a s prubézné ziskavanymi poznatky jde o perspektivni diagnostiku karcinomu
(Habli et al., 2020).
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4 Experimentalni ¢ast

Chemikalie:

Chlorid sodny (Mikrochem, Slovensko)

Chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného (Lach-Ner, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (VWR Chemicals, Pennsylvania, USA)

Glycerol pro fluorescencni mikroskopii (Merck Life Science, Darmstadt, Germany)
IM Trizma® hydrochloride solution, pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
FixoGum® (Marabu, Tamm, Némecko)

Lyzaéni roztok BD FACS™ Lysing Solution 10x Concentrate (BD Biosciences, USA)
Pristrojové vybaveni:

Laminarni box Scanlaf Mars Safety Classe 2 (LaboGene, Bjareksvej, Dansko)
Centrifuga Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Laboratorni vaha Sartorius ED423-CW (Sartorius, Goettingen, Némecko)
Kombinovana chladni¢ka (Liebherr, Bulle, Svycarsko)

Mrazici box -80 °C (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)

CytoTrack CT11™ (2C A/S, Copenhagen, Dénsko)

Yokogawa Cell VVoyager cv7000 (Tokio, Japonsko)

PrisluSenstvi a pomicky:

15 ml falkony (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

2,0 ml zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Cell-Free DNA BCT® (Streck, Inc., USA)

Cytotrack Reagent Kit (CytoTrack Aps, Dansko)

CytoCover™ (CytoTrack Aps, Dansko)

CytoDics™ (CytoTrack Aps, Dansko)

epDualfilter T.1.P.S. (Eppendorf, Hamburg,Némecko)
Pipety (Eppendorf, Némecko)
Software:

CytoTrack CT11™ software (2C A/S, Lyngby, Dansko)
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4.1 Material a metody

4.1.1 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék systtmem CytoTrack CT11™

4.1.1.1 Zpracovani krevniho vzorku

Prvnim krokem byla izolace buffy coatu, bilé vrstvy mezi plazmou a erytrocyty, ktera je bohata
na leukocyty a trombocyty. Krev ze zkumavky Cell-Free DNA BCT® (Streck Inc., USA) byla
prelita do 15ml zkumavky (falkony). Dalsim krokem pro ziskani buffy coatu byla centrifugace
krevniho vzorku pfi pokojové teplot¢ po dobu 15 minut pti 2500 x g. Nasledovala izolace
plazmy do 2 ml zkumavek (4 ml) tak, aby zustalo 0,5 ml nad buffy coatem. Plazma byla dale
uchovana v mrazaku pro dal$i vyuziti. Buffy coat (asi 2 ml) byl krouzivym pohybem $picky

pipety izolovan a pienesen do nové 15 ml falkony.

Po izolaci buffy coatu nasledovala lyze erytrocyti. K buffy coatu byl ptidan 1x FACS
lyza¢ni roztok tak, aby vysledny objem ¢inil 10 ml. Vzorek byl inkubovan po dobu 15 minut
na vykyvné kyvacce pii pokojové teploté. Nasledovala centrifugace po dobu 15 minut pii 4000

X g a opatrné odliti supernatantu do odpadu.

Dal8im krokem bylo barveni CTCs pomoci CTC Stain barvici smési, kterd obsahovala
protilatky proti pan-cytokeratin, EpCAM, CD45 a DAPI. Barvici smés byla centrifugovana pfi
pokojové teplote po dobu 15 minut pii 2500 X g. Ke vzorku se supernatantem bylo pfidano 100
pl CTC Stain barvici smési a vysledny roztok byl nékolikrat propipetovan, tak aby byla bunécna

peleta resuspendovana.

Vzorek byl inkubovan na ledu ve tmé pfi 2-8 °C po dobu 60 minut. Nasledovalo promyvani
vzorku v 10 ml 1% BSA fedéného 1x PBS (vychlazeny na 2 az 8 °C). Vzorek byl opakovanym
prevracenim ve falkoné promichan a inkubovan 5 minut ve tmé pii 2-8 °C. Po inkubaci
nasledovala centrifugace pii 8 °C po dobu 15 minut pfi 4000 x g. Supernatant byl odlit a byly
piidany 3 ml 0,5 % BSA fedéného 1x PBS a pipetou byla resuspendovana bunécna peleta. Ke
vzorku byl ptidan 0,5% BSA tfedéného 1x PBS tak, aby vysledny objem ve falkoné ¢inil 10 ml.
Vzorek byl centrifugovan po dobu 15 minut pii 8 °C a 4000 X g. Supernatant byl odstranén

opatrnym slitim a odsatim pipetou. Peleta byla resuspendovana v 1 ml MiliQ vodé¢.

4.1.1.2 Aplikace vzorku na CytoDisc™

Cely objem vzorku byl pipetou nanesen na CytoDisc™ a pomoci $pic¢ky rozetfen od stiedu po

celém disku, tak aby ziistal 1 cm od okraje prazdny. CytoDisc™ byl inkubovan v laminarnim

boxu ve tmé pii pokojové teploté po dobu minimalné dvou hodin. Po vysusSeni disku bylo do

stiedu ptidano 370 pl Mounting media a CytoDisc™ byl piekryt krycim sklem CytoCover™.
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Sklo bylo mirn¢ pfitlaceno pro vytlaeni pfipadnych bublin. Okraje disku byly ocistény a
zalepeny lepidlem FixoGum a ponechany v laminarnim boxu pfi pokojové teploté po dobu 45
minut. Po inkubaci byl zalepeny disk skladovan ve tmé v lednici pii 2 az 8 °C mezi papirovymi

ubrousky.

4.1.1.3 Skenovani vzorku za pouziti CytoTrack™ software

Disk byl vytazen z lednice a fadné o€istén 70% ethanolem, aby nebyly znecistény objektivy
piipadnymi necistotami uvoliiujicimi se béhem rotace disku. Viko pfistroje bylo otevieno a disk
byl vlozen krycim sklem vzhtru, zaroven byl zvolen vhodny objektiv s parfokalni délkou

20x/0,75. Viko pfistroje bylo zavieno.

V CytoTrack™ software bylo v nabidce ,,Navigate sample* zvoleno tlagitko ,,Load disc* a
ve vyskakovacim okné zadan nazev vzorku. Byla zapnuta kamera, laser a zvolen filtr pro DAPI.
Nasledovalo zaostieni vybranych pozic fokusaci vzorku jako celku a jejich ulozeni do tabulky.
Pti zaostfovani bylo pozorovdno mnozstvi bunék a intenzity fluorescence piepnutim na filtr

FITC.

Nasledovalo otevieni vika pfistroje a zména objektivu na skenovaci objektiv 20x/0,50,
vypnuti kamery a laseru, zavieni vika. DalS§im krokem bylo ovétfeni nasledujicich hodnot
v sekci Scanning area. Radius start: 1 mm Radius stop: 56 mm. V horni listé bylo zvoleno
tlacitko ,,Scan sample®, dale se zvolila intenzita laseru podle kvality a intenzity fluorescence.
Nasledné byly zvoleny ptislusné parametry: Velocity: 160, Track width: 50, Sampling: 1, PMT
gain: 0,8 a v posledni tadé¢ tlacitko ,,Start scan“, ¢imz bylo zahajeno skenovani vzorku. Po
ukonceni skenovani, které trvalo 10 minut nasledovalo nahrani hotspoti, které objektiv

zachytil.

4.1.1.4 Vyhodnoceni vysledku programem CytoTrack CT11™ software

Po samotném skenovani nasledovalo predélani objektivu 20x/0,75 a vypnuti kamery, laseru a
zavieni. Postupné byly manualné vyhodnoceny vSechny hotspoty, které byly v prabéhu
zaostfovany S vyuzitim vSech optickych filtrd dle potieby. Pti vylouceni vyskytu CTCs byl
hotspot klasifikovan ¢islem 0. Pokud byl pozorovan signal buiiky, ¢islo hotspotu se zménilo na
1. Nasledovalo vygenerovani vSech suspektnich signali s ¢islem 1, které byly dale vylouceny,
¢i potvrzeny jako piitomnost CTCs, a tedy oznaen Cislem 2 a nasledné byl vyfocen pro

archivaci.

Ptitomnost CTCs byla hodnocena na zaklad¢ ptitomnosti povrchovych markerti. Signaly by

mély byt zietelné odlisitelné od pozadi. Pokud vzorek obsahoval suspektni ¢i Spatné
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hodnotitelny signal, tak bylo ptihliZzeno k celkovému stavu vzorku. Pokud se jednalo o lyticky
vzorek, byla vétsi pravdépodobnost vyskytu drobnych bunéénych artefaktl fluorescencné
odpovidajici CTCs. Po vyhodnoceni signdlu nasledovalo ulozeni tabulky tla¢itkem ,,Save table*
do pfislusné slozky a archivaci. Software byl po dokonceni prace uzavien, pocita¢ vypnut a

vydany vysledky.

4.1.2 Validace metody detekce cirkulujicich nadorovych bunék systémem CytoTrack
CT11™

4.1.2.1 Stanoveni stability krevnich vzorku

Z diivodu transportu krevnich vzorkii k analyze ze vzdalenych pracovist byla provedena
analyza stability CTCs. Za timto Gi¢elem byly odebrany vzorky 10 ml krve (v duplikatech) dvou
zdravych darct (AD1 a AD2) ve 4 zkumavkach Cell-Free DNA BCT®. Nasledné byly ve
spolupraci s Laboratoii bunééné biologie (UMTM) zkumavky s krvi spikovany 100 buiikami
nadorové linie SW480 odvozené od kolorektalniho adenokarcinomu sortovanych metodou
priitokové cytometrie (BD FACS Aria™) a ponechany pii pokojové teploté 1, 3, 7 a 14 dni.
Vzorky byly v danych intervalech zpracovany dle bodu 4.1.1.1 vyse a analyzovany metodou
piimé imunofluorescence na pfistroji CytoTrack CT11™. Déle byl vypoéitan pomér ziskanych

bunék (tzv. navratnost, %) za pomoci stanoveni integrity buné€k po sortingu (viz dale).

Pii spikovani vzorkt prutokovou cytometrii mohlo dojit k degradaci ¢asti bunék a zatizeni
analyzy jejich stability. Proto byla provedena analyza integrity bunék nadorové linie SW480
béhem sortovani. Ze zminénych bunék nddorové linie SW480 byla sortovana koncentra¢ni fada
10, 30, 50 a 100 bunék vzdy v triplikatech do 96jamkového panelu obsahujici PBS. Tato
pfipravena koncentrac¢ni fada bunck byla naskenovana pomoci konfokalni mikroskopie na
ptistroji Yokogawa Cell Voyager cv7000. Byly porovnany primérné pocty sortovanych a

pozorovanych intaktnich bun€k pro néslednou kalkulaci navratnosti.

4.1.2.2 Stanoveni senzitivity metody pfimé imunofluorescence

Po stanoveni stability a integrity bun¢k pfi sortovani byla dale stanovovana citlivost metody
ptimé imunofluorescence. Pro stanoveni byly vzorky krve dvou zdravych darcti (oznacené jako
AD1 a AD2) odebrany do 3 zkumavek Cell-Free DNA BCT® spikovany 10, 30 a 50 buiikami
nadorové linie SW480 a ponechany pii pokojové teploté 24 hod. Vzorky byly nasledné
zpracovany podle bodu 3.2.1 vyse a vySetieny metodou piimé imunofluorescence na CytoTrack

CT11 ™. Nakonec byla vypo¢itdna navratnost za pomoci stanoveni integrity bun&k pfi sortingu.

26



4.1.3 Analyza Kkrevnich vzorki pacienti s kolorektalnim karcinomem systémem
CytoTrack CT11™

S vyuzitim postupu popsaného v sekci 4.1.1 a v navaznosti na validaci metody popsané v sekcli
4.1.2 byly pilotné analyzovany krevni vzorky pacienti s CRC podstupujici radikalni c¢i
laparoskopicky chirurgicky vykon. Krevni vzorky byly odebirany S informovanym souhlasem
pacientli do zkumavek Cell-Free DNA BCT® v ramci studie zabyvajici se vlivem opioidni
analgesie na vyskyt CTCs. Pacienti byly hospitalizovani v Krajské nemocnici Tomase Bati ve
Zling, Fakultni nemocnici v Ostravé a Vojenské nemocnici v Praze. Vzorky byly
anonymizovany. Krevni vzorky odebirané pied zakrokem byly oznaeny SK1, jeden den po
zakroku SK2 a 30 dni po zdkroku byly oznaceny SK3. U pacientii byla vyuzivana rozdilna
analgesie (epiduralni, piritramidova a morfinova). Byly sledovany pocty detekovanych bunék
a vyskyt s ohledem na jednotlivé ¢asové intervaly. Sledovani vlivu morfinové analgesie na

vyskyt CTCs nebylo pfedmétem této bakalatské prace.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni stability krevnich vzorki

Analyza integrity bun¢k nadorové linie SW480 béhem sortovani ukazala, ze primérny pocet
intaktnich bun¢k nadorové linie SW480 detekovanych konfokalnim mikroskopem (Obrazek 4)
byl 55 % ze vSech testovanych koncentraci (Tabulka 3). Primérné pocty pozorovanych bungk,
resp. jejich procentualni ¢ast z ptuvodniho poctu sortovanych bunék (faktor integrity po

sortovani pro jednotlivé koncentrace buné€k) byly dale pouzity v kalkulaci navratnosti.

A

Obr. 4 Snimky z konfokdlniho mikroskopu Yokogawa Cell Voyager cv7000. Ukdzka pozorovini bunék nadorové linie SW480
pro ucely analyzy miry degradace béhem sortovani z koncentracni fady 10 (A), 30 (B), 50 (C) a 100 (D) bunék. Zvétseni 40x.

Tabulka 3: Stanoveni integrity bunck po sortovani pritokovou cytometrii pomoci konfokalni
mikroskopie na pristroji Yokogawa Cell Voyager c¢v7000.

Pocet pozorovanych

Primérny
Pocet bunék Prumér
pocet Smérodatna Navratnost
sortovanych souhrnné
Opakovani pozorovanych odchylka (%)
bunék (%)
bunék
A B
10 3 5 5 4,3 0,9 43,3
30 22 20 15 19 2,9 63,3 -
50 31 25 29 28,3 2,5 56,7
100 63 53 54 56,7 45 56,7

Nasledn& byla hodnocena stabilita bunék linie Cell-Free DNA BCT®. Stanoveni stability
krevnich vzorki, ve kterych byly obsazeny CTCs, prokazalo vhodnost jejich pouziti k analyze
po dobu 7 dnti pii pokojové teploté (Tabulka 4). Po této dob¢ jiz navratnost klesala pod 50 %.
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Tabulka 4: Stanoveni stability krevnich vzorkii obsahujicich cirkulujici nadorové bunky ve zkumavkach
Cell-Free DNA BCT® metodou primé imunofluorescence na pristroji CytoTrack CT11™ se zapoctenim
faktoru integrity.

Pocet detekovanych bunék

Navratnost (%)
(sortovano vZdy 100 bunék)
AD1 AD2 AD1 AD2
Den1 47 53 82,9 93,5
Den 3 36 31 63,5 54,7
Den 7 26 34 45,9 60,0
Den 14 5 9 8,8 15,9

AD1 (anonymizovany vzorek darce 1); AD2 (anonymizovany vzorek darce 2)

5.2  Stanoveni senzitivity metody pirimé imunofluorescence

P#i stanoveni sensitivity metody piimé detekce pomoci CytoTrack CT11™ bylo zjisténo, ze
metoda umoznuje spolehlivé detekovat 10 a méné€ nadorovych bunék ve vzorku 10 ml periferni
krve (Tabulka 5). Po zapocteni faktoru integrity sortovanych bunék pro jednotlivé koncentrace
téchto bunck (43,3 % pro 10 bunék, 63,3 % pro 30 bunek a 56,7 % pro 50 bunék) byla
Vv zavislosti na koncentraci nadorovych bunék ve vzorku navratnost pies 70 %.

Tabulka 5: Stanoveni sensitivity a ndavratnosti metody primé imunofluorescence na pristroji CytoTrack

CT11™ krevnich vzorkii pacientit obsahujicich cirkulujici nadorové buiiky ve zkumavkach Cell-Free
DNA BCT® (Streck Inc., USA).

Pocet Pocet pozorovanych bunék Navratnost (%0)
sortovanych Priamér
AD1 AD2 AD1 AD2
bunék (%)
10 bunék 3 4 69,8 93,0 81,4
30 bunék 15 12 78,9 63,2 71,1
50 bunék 23 25 81,3 88,3 84,8

AD1 (anonymizovany vzorek ddarce 1); AD2 (anonymizovany vzorek ddrce 2)

5.3 Analyza krevnich vzorki pacientii s kolorektilnim karcinomem systémem
CytoTrack CT11™

Na zaklad¢ predchozi validace byla metoda ptfimé detekce CTCs pomoci platformy CytoTrack
CT11™ zavedena pro analyzu krevnich vzorkii od pacienti s CRC Vrimci studie vlivu
opiatové analgesie na vyskyt CTCs s pfedpokladem SirSiho uplatnéni v dalSich studiich. Bylo
analyzovéano 42 vzorka (15 vzorkil pfedoperacnich, 15 vzorkli z 1. pooperaéniho dne a 12
kontrolnich vzorkl cca 30 dnii od operace) od 15 pacienttl, s celkovou pozitivitou na CTCs

33 %. Nejvyssi pozitivita (41,9 %) byla pozorovana u vzorkt odebranych 1. pooperacni den.
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Na obr. 5-8 je uveden ptiklad detekce CTC na pozadi leukocyti u pacienta s CRC
zachyceném na snimcich z platformy CytoTrack CT11™. Krevni vzorek pacienta byl
vyhodnocen jako pozitivni, o ¢emz svéd¢i jasny fluorescencni signal pro pan-cytokeratin (obr.
5), ktery ptekryva jedno velké jadro pii znaceni DAPI (obr. 6). Tato CTC ma pravidelny tvar,
Absence signalu pro negativni selekéni marker CD45 potvrzuje piedpoklad vyskytu nadorové
bunky (obr. 8, pro piehlednost neni dale tento kanal uvadén). Ze snimk je také patrné, ze okoli
CTC neobsahuje zdsadnéjsi necistoty a jednotlivé krevni elementy jsou rovhomérné naneseny
na povrchu skla. Jedna se tedy o kvalitni mikroskopicky preparat. Pro zjednodusSeni jsou déle

CTC zobrazeny s mensi okolni plochou preparatu.

Obr. 5 Snimek z platformy CytoTrack CT11™. Cervené kolecko oznacuje detekovanou CTC V krevanim vzorku

pacienta. Znaceno anti-pan cytokeratin protilatkou. Zvétseni 20x.
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Obr. 6 Snimek z platformy CytoTrack CT11™. Cervené kolecko oznacuje jadro detekované CTC V krevnim

vzorku pacienta. Znaceno DAPI. Zvétseni 20x.

Obr. 7 Snimek z platformy CytoTrack CT11™. Cervené kolecko oznacuje fluorescencni signal pro detekevanou

CTC v krevnim vzorku pacienta. Znaceno anti-EpCAM protilatkou. Zvétseni 20x.
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Obr. 8. Snimek z platformy CytoTrack CT11™. Absence fluorescencniho signalu pro negativni selekéni marker
CD45 u detekovane nadorové buiiky v krevnim vzorku pacienta. Na snimku lze pozorovat signaly leukocytil.

Znaceno anti-CDA45 protilatkou. Zvétseni 20x.

V krevnim vzorku dalsiho pacienta byla detekovana CTC, ktera je viditeln¢ lyzovana (obr. 9). Na
snimcich A-C lze pozorovat neuceleny fluorescencni signal, ktery vsak stdle odpovida
ptitomnosti CTC. Tento jev mnohdy souvisel s opozdénym zpracovanim vzorku v dusledku

jeho delsiho transportu do laboratofe.

Obr. 9 Snimek z platformy CytoTrack CT11 ™. Cervené kolecko oznacuje detekovanou zlyzovanou CTC

V krevnim vzorku pacienta. Znaceno anti pan-cytokeratin protilatkou (A), DAPI (B) a anti EpCAM protilatkou
(C). Zvétseni 20x.

V krevnim vzorku dal$iho pacienta byl detekovan klastr slozeny ze 3 CTCs, je intaktni a

vyznacuje se vVysokou EpCAM pozitivitou (obr. 10).

32



.

Obr. 10 Snimek z platformy CytoTrack CT11™. Cervené kolecko oznacuje detekovany klastr tii CTCs v krevnim
vzorku pacienta. Znaceno anti pan-cytokeratin protilatkou (A), DAPI (B) a anti-EpCAM protildtkou (C).

Zvétseni 20x.

V krevnim vzorku jiného pacienta bylo detekovano celkem 46 CTCs. Na obr. 11 je jedna
z detekovanych CTC. CTCs maji nepravidelny tvar, jsou intaktni a maji relativné vysokou
EpCAM pozitivitu, coz lze pozorovat na snimku C. Kromé samostatnych CTCs byly
detekovany také klastry.

U krevniho vzorku nasledujiciho pacienta byl pozorovan jev proménlivosti EpCAM.
Nékteré CTCs byly zietelné EpCAM pozitivni (viz obr. 12 C CTC1, a nékteré EpCAM
negativni (viz obr. 12 C CTC2). Mimo to byl opét pozorovan klastr dvou CTCs (viz obr. 12
CTC3).

A C
.

Obr.11 Snimky z pristroje CytoTrack CT11™. Cervené kolecko oznacuje jednu z 46 detekovanych CTC

V krevnim vzorku pacienta. Detekovany fluorescencni signdl buriky znacené protilatkou anti pan-cytokeratin (A),
vyznacené jadro detekované bunky pomoci DAPI (B), silny signal nddorové buniky znaceny anti-EpCAM
protilatkou (C). Zvétseni 20x.
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Obr. 12 Snimky z platformy CytoTrack CT11™. Cervend kolecka oznacuji detekované CTCs v krevnim vzorku

pacienta. Snimek ACTCL zndzoriiuje detekovanou CTC, kterd je EpCAM pozitivai a snimek C CTC2 CTC, kterd
je EpCAM negativni. Na snimcich CTC3 jsou zndzornény dvé bunky, které tvori klastr (zvyraznéno Cervenym
krouzkem), zarover je tato buitka EpCAM negativni, protoze neni pozorovan Zadny signal (snimek C CTC3)).

Zvétseni 20x.

A4

Dalsi krevni vzorek pacienta vykazoval obecné niz§i miru fluorescence a oproti krevnim
vzorkim pacientll vySe byla také pozorovana ztrata integrity jader, a tedy degradace

biologického materialu (snimek B na obr. 13).



Obr. 13 Snimky z platformy CytoTrack CT11™. Krevni vzorky pacienta, které byly skladovany delsi dobu. Lze

pozorovat rozpadlé buniky na snimku bunék znacenych DAPI (B). Je také zietelna mensi intenzita fluorescence

na snimku C znaceného anti-EpCAM protilatkou (C). Zveétseni 20x.
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6 Diskuze

Vzorky krve jsou transportovany z odbérovych pracovist’ do mist vybavenych pro vySetfeni
CTCs, coz je spojeno s casovou prodlevou pied zpracovanim. Z tohoto divodu pouziti
klasickych odbérovych zkumavek neni dostatecné, protoze by doslo k degradaci vzorku
(Adcock Funk et al., 2012). Vyrobce udava, ze odbérové zkumavky Cell Free DNA BCT®,
které obsahuji blize nespecifikované stabiliza¢ni Cinidlo bez formaldehydu, stabilizuji
bunéénou slozku krevniho vzorku az po dobu 14 dnd (Norton et al., 2013). Z nasSich vysledkt
ovsem vyplyva, ze zkumavky Cell Free DNA BCT® stabilizuji bun&énou slozku v krevnich
vzorcich po dobu 7 dnil. Snizena schopnost detekovat CTCs ve starSich vzorcich mohla kromé
postupné degradace jadernych bunék vsak souviset i s metodou detekce. Pti celkovém poklesu
kvality vzorku (nutné ne v disledku degradace jadernych bunék), mize dochazet k narlstu

pozadi komplikujici fluorescencni analyzu pii skenovani vzorku.

Jedna z nejvétsich vyzev pro detekci CTCs je jejich velmi nizky pocet, proto je potieba
pouziti dostate¢né citlivé technologie (Habli et al., 2020). Ze stanovené senzitivity pfistroje
CytoTrack CT11™, ktera ¢inila 10 a méné bunék ve vzorku plné krve, byla prokazana
schopnost detekce CTCs i pfes jejich nizky pocet. Nami zjistény vysledek koreluje s vysledky
ze studie Hillig et al., (2015), kde byl proveden citlivostni experiment na buné¢né linii lidského
adenokarcinomu prsu MCF-7. Dostate¢na citlivost této metody muze byt dana vhodnou
kombinaci znacenych protilatek, diky cemuz je umoznéna analyza vice nadorovych markert
nezavisle na expresi EpCAM (Wang et al., 2015). Byla prokazana srovnatelna navratnost bun¢k
linie rakoviny prsu MCF-7 nasycenych do krve darci a analyzovanych metodami CellSearch®
a CytoTrack CT11™- (Hillig et al., 2015).

V ramci pilotni analyzy krevnich vzorkd od pacienti s CRC byla v pfipadé pozitivity
pozorovana zpravidla jedna az dvé CTCs na vzorek. Tato hodnota koreluje se studiemi, které
byly provedeny pomoci metody CellSearch® (Dizdar et al., 2019). Nejvice CTCs bylo
pozorovano U vzorkli odebranych den po operaci, coz miize byt zplisobeno mechanickym
narusenim tkané pti operaci (Micalizzi et al., 2017). Vyznamnou roli vSak mohl hrat vliv
opioidni analgesie na vyskyt CTCs. Pacientim, u kterych byly analyzovany krevni vzorky na
ptitomnost CTCs, byla kromé epiduralni analgesie podavan rizny typ opioidni analgesie
(piritramidova a morfinova) a podstupovali rozdilny typ zakroku, laparoskopického C¢i
chirurgického. Opioidy jsou analgetika pro potlaceni akutni chronické bolesti, které se poji
s nadorovym onemocnénim, a hlavné s imunosupresi (Paul et al., 2021). Bylo zjisténo, ze

pacienti, kteti byli 1é¢eni morfinovou analgesii vykazovali zvySené hladiny CTCs po operaci
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oproti pacientim, ktefi byli 1é¢eni epiduralni nebo piritramidovou analgesii (Stejskal et al.,
2022). Pozorované CTCs u pacienti s morfinovou analgesii tak mize byt pfisuzovana tomuto
efektu, nicméné efekt nebyl na vybraném setu analyzovanych vzorkl pozorovan a studium

vlivu opioidni analgesie na vyskyt CTCs nebylo piedmétem predkladané bakalarské prace.

Detekce CTCs je obecné zatizena jejich nizkym vyskytem v krevnim fecisti z divodu jejich
relativné omezeného uvoliovani (v zavislosti na velikosti tumoru) a omezené schopnosti pieziti
v krevni cirkulaci v dasledku eliminace nddorovych bunék imunitnimi buiitkami a jinymi
mechanismy (Alix-Panabiéres & Pantel, 2014). Ojedinéle byly pozorovany vyssi pocty CTCs.
U jednoho zanalyzovanych vzorkt bylo detekovano pocet 46 CTCs. ZvySeny pocet
detekovanych CTCs muze souviset s anamnézou. Pacient pti vySce 177 cm vazil 110 kilo, coz
je dle BMI obezita druhého stupné. Obezita je obecné povazovana za pfitézujici okolnost,
protoze muze vyvolavat metabolické poruchy, které maji za nasledek nespravnou funkci CD8+
T bun¢k a tim mozné zhorSené vychytavani nadorovych bun¢k (Fang et al., 2023). Ackoliv
presné hodnoceni vysledku v kontextu klinickych dat bylo predmétem budoucich analyz
Vv ramci studie zkoumajici vliv opioidni analgesie na vyskyt CTCs, pozorovany pocet CTCs lze
obecné povazovat za nepfiznivy pro pacienta. Ze studie Bork et al. (2015) totiz vyplyva, ze
CTCs byly detekovany Castéji u pacientii s metastatickym CRC. Navic bylo zjisténo, ze CTCs
jsou prekurzory metastaz a jejich pocty koreluji s rizikem vzniku metastaz a niz§i mirou preziti
(Maheswaran & Haber, 2010). V pacientskych vzorcich byly dale pozorovany klastry CTCs o
2-3 bunkach (viz obr. 10, 11 a 12 CTC3 vyse). Bunééné klastry maji obecné vyssi metastaticky
potencial, coz znaci taktéz horSi prognoézu pro pacienta (Hong et al., 2016). Vyskyt vyssiho
poc¢tu CTCs ¢i klastri CTCs mtize byt do urcité miry také dusledkem chirurgického vykonu.
Pti zasahu do tkané pacienta miZe dojit k mechanickému uvolnéni CTCs do krve pacienta

(Micalizzi et al., 2017)

Pilotni analyza pacientskych vzorkil ukazala dale fadu praktickych poznatkli a odhalila
nékteré rizikové aspekty analyzy, kterym je potieba vénovat zvySenou pozornost. Pfi detekci
CTCs bylo naprtiklad pozorovano, ze nadorova bunka byla mnohdy v rozkladu — 1yzi (viz obr. 9
vyse). Mohlo to byt zptisobeno porusenim integrity membrany z divodu osmotického tlaku,
mohl byt ale také zptisoben chybou pfi zpracovani (neopatrné promyvani bunééné suspenze ¢i
rozeteni na sklo) ¢i v extrémnich ptipadech pocinajici degradaci bunécné slozky v dasledku
prodlevy pted zpracovanim vzorku. Mikroskopické preparaty byly z hlediska intenzity

fluorescence stabilni pii 8 °C v tadu tydnt, ale pti delSim skladovani (v fadu mésicti) ¢i
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opakovaném rozmrazeni miiZe nastat zeslabnuti fluorescencniho signalu a rozpad bunék. Tento

jev byl napiiklad pozorovan u jednoho z krevnich vzorkt pacienta s CRC (viz obr. 13).

Mezi mozné limitace této metody patii aspekty pojici se obecné s mikroskopickymi
preparaty jako zavislost na preciznosti pii zpracovani preparatu a biologickd variabilita
ovlivityjici jeho mikroskopickou kvalitu. Pfestoze je zavadéna metoda Casové narocnéjsi
z hlediska pfipravy krevnich vzorka a vyhodnoceni analyzy, tak po patii¢ném osvojeni si celého
postupu je uzivatelsky piivétiva a neobsahuje mnoho potencialné kritickych krokd. S ohledem
na kapacitu, rychlost skenovani a pozorovanou citlivost je tato metoda detekce CTCs velmi
ptinosna z hlediska efektivniho vySetfeni pfitomnosti CTCs ze vzorku 10 ml plné krve bez

nutnosti pfedchoziho obohaceni.
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[ Zavér

V ramci teoretické Casti bakalafské prace byla vypracovana literarni reSerse shrnujici poznatky
0 kolorektalnim karcinomu (CRC) a cirkulujicich naddorovych buikach (CTCs). Literarni
reSerse byla vypracovana se zaméfenim na obecnou charakteristiku, podstatu rozvoje a progrese
CRC spojenou s uvoliiovanim CTCs jako prekurzorti metastaz. Soucasti reSerse je také popis

metod detekce a detek¢nich markertt CTCs, které jsou v soucasnosti vyuzivany.

V praktické casti byla provedena optimalizace a validace metody ptimé detekce CTCs. Pro
validaci metody byla vyuzita nddorova bunécna linie SW480 odvozend od kolorektalniho
adenokarcinomu a zahrnovala stabilitni a citlivostni experimenty. Z valida¢nich experimenti
vyplyva, ze metoda automatické fluorescenéni mikroskopie s vyuzitim zafizeni CytoTrack
CT11™ je vhodna a dostate¢né citliva pro detekci CTCs na zakladé detekce specifickych

markeru.

Po validaci piistroje CytoTrack CT11™ byla zapodata rutinni analyza krevnich vzorkd
pacientii s CRC pro vysetieni pfitomnosti CTCs s ptedpokladem dal§iho vyuZiti v naslednych

studiich zabyvajici se CTCs.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

APC — adenomat6zni polyp6za coli (z anglického terminu ,,Adenomatous Polyposis Coli*)
CEA — karcinoembryonalni antigen (z anglického terminu ,,Carcinoembryonic Antigen®)

CIMP — Cpg ostrovni methylatorovy fenotyp (z anglického terminu ,,CpG Island Methylator
Phenotype)

CIN — chromozomalni nestabilita (z anglického terminu ,,Chromosomal Instability*)
CK — cytokeratin

CTNNBL1 — Katenin beta 1 (z anglického terminu ,,Catenine beta 1)

CRC — kolorektélni karcinom (z anglického terminu ,,Colorectal Cancer®)

CSC — nadorova kmenova burika (,,Cancer Stem Cell)

CTC — cirkulujici nddorova buiika (z anglického terminu ,,Circulating Tumor Cells®)
DAPI — 4’,6-diamino-2-fenylindol

DCC — tumor supresorovy gen, mutace vedou k rozvoji CRC (z anglického terminu

,,Deleted in Colorectal Cancer®)
DNA MMR — DNA reparace chybného parovani

EGFR — receptor epidermalniho riistového faktoru (z anglického terminu ,,Epidermal

Growth factor receptor)
EMC — extracelularni matrix

EMT — epitelo-mezenchymalni tranzice (z anglického terminu ,,Epithelial to Mesenchymal

Transition®)

EpCAM — adhezni molekula epitelialnich bun¢k (z anglického terminu ,,Epithelial Cell

Adhesion Molecule”)

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
FAP — familiarni adenomat6zni polypo6za
FAS — apopticky receptor

FASL — ligand receptoru FAS
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FITC — fluorescein-5-isothiokyanat

HNPCC — hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (z anglického terminu ,,Hereditary

Non-Polyposis Colorectal Cancer*)

KRAS — protein s GTPazovou aktivitou (z anglického terminu ,, Kirsten RAt Sarcoma viral

oncogene homolog)

MHC1 — hlavni histokompatibilni komplex (z anglického terminu ,,Majorhistocompatibility

complex®)
MCSC — migrujici nddorova kmenova buiika (z anglického terminu ,,Migrating Stem Cell*)
MSI — mikrosatelitni nestabilita (z anglického terminu ,,Microsatellite Instability*)

MTE — mesencho-epitelialni tranzice (z anglického terminu ,,Mesenchymal to Epithelial

Transition®)
NK buiiky — buiiky imunitniho systému (z anglického terminu ,,Natural Killer*)

SCSC — stacionarni nadorové kmenové buiiky (z anglického terminu ,,Stationary Cancer

Stem Cells*)

TGF-B — transformujici rustovy faktor B (z anglického terminu ,, Transforming Growth

Factor B)

TME — nadorové mikroprostiedi (z anglického terminu ,,Tumor Microenvironment®)
TP53 — nadorovy protein 53 (z anglického terminu ,,Tumor protein 53)

VIM — vimentin

Whnt — signaliza¢ni kaskada (z anglického terminu ,,Wingless/Int-1°)
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