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Cile prace

- Zorientovat se v problematice detekce cirkulujicich naddorovych bungk, ziskat
teoretické a praktické znalosti technologie pfimé detekce s vyuzitim CytoTrack
CT11 systému, naucit se pracovat s patiicnymi databazemi a softwarem.

- Provést selekci dostupnych odbérovych zkumavek a jejich validaci pro
zabezpeceni viability bunéénych element v krevnim vzorku béhem transportu
z mista odbéru k analyze.

-V ramci proof-of-concept studie zoptimalizovat detekci nadorovych bunck v

periferni krvi u pacientii s multiformnim glioblastomem.



1. Uvod

Zhoubné gliomy jsou nejcastéjsi a s vysokou umrtnosti spojené primarni maligni nadory
centralni nervové soustavy. Biologicky nejagresivnéjSim subtypem je multiformni
glioblastom (GBM, glioblastoma multiforme) astrocytdrniho ptivodu. Dle Svétové
zdravotnické organizace (WHO, z anglického terminu ,,World Health Organization®)
jde o astrocytom IV. stupn¢ malignity (Malzkorn et al., 2016), ktery s sebou nese nizkou
miru preziti 1 pres dostupnost 1écebnych postupti jako chirurgicka resekce, chemoterapie
¢i radiologicka 1é€ba. GBM piedstavuje 50 % gliomi a jeho odhaleni znamena pro
pacienta nepfiznivou progndzu, jen mén€ nez 5 % pacientil se dozije vice jak 5 let
(Ostrom et al., 2015). Fatadlni je obvykle disledek lokalni recidivy onemocnéni
pozorované vétSinou bez vzdalené metastdzy. Jsou nicméné popsany i pripady
extraneurdlniho metastazovani vyskytujici se Castéji, nez je obecné¢ predpokladano
(Rosen et al., 2018). V n¢kolika studiich (MacArthur et al., 2014; Miiller et al., 2014;
Sullivan et al., 2014; Krol et al., 2018; Bang-Christensen et al., 2019) bylo nedavno
zdokumentovano, ze buiiky GBM mohou byt izolovany z krevniho obéhu. Vyvstavaji
tedy tvahy o hematogenni diseminaci GBM a vyvraceni zazité ptredstavy o omezeni
GBM jen na centralni nervovou soustavu (CNS). Otazka mozné role cirkulujicich
nadorovych bunék (CTCs, z anglického terminu ,,circulating tumor cells®) ve vztahu
k onemocnéni vSak ziistdva nadale oteviena pro nutnost jejich piesné charakterizace

(Lombard et al., 2015).

CTCs jsou bunky ptivodem z primarniho nddoru, jez se mohou piendset cévnim
systémem, migrovat skrze konjunktivni tkan riznych organii a proliferovat za vzniku
metastaz (Hillig et al., 2015). Tyto bunky je mozné detekovat na zéklad¢ jejich
molekularnich a genetickych charakteristik. Detekce CTCs miZe slouzit jako indikace
nadorové diseminace a muze byt proto pouzita pro formulaci prognézy s indikaci
adjuvantni terapie (Bidard et al., 2013). Pro detekci CTCs byly navrzeny rtizné metody
zahrnujici magnetickou separaci, filtraci na zakladé velikosti bun¢k, imunometody
¢i dielektroforézu. Tyto metody maji spolecny rys, kterym je ptedpoklad pre-selekce
bun¢k pted vlastni analyzou (Hillig et al., 2014). Pfedmétem zajmu této diplomové
prace je piima detekce CTCs u pacienti s GBM s vyuzitim CytoTrack CT11™
systému. Jeho principem je znaceni nadorovych bunék specifickymi protilatkami spolu

s fluorescen¢ni analyzou bez nutnosti ptedchozi selekce bunck ve vzorku diky vysoké

skenovaci kapacité (Gogenur et al., 2017).



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Multiformni glioblastom

2.1.1 Obecna charakteristika

Priméarni tumory CNS, tedy takové, které vznikaji de novo pfimo v mozku, byly
klasifikovany chirurgy a patology na zdkladé jejich umisténi a histologického
charakteru. Tato klasifikace je dualezita pii navrhovani 1écby konvenénimi metodami,
mezi které patii chirurgické zadkroky, ozéfeni a chemoterapie, a piispiva ke spravnému
uréeni progndzy (Mendelsohn et al., 2014; Villa et al., 2018). Aktualizovana klasifikace
tumortt CNS od WHO z roku 2016 kombinuje histopatologicky a molekularni ptistup
(Malzkorn et al., 2016). Nutno dodat, Ze WHO Kklasifikace rozliSuje ¢tyii prognostické
stupné odrazejici stupet malignity. Stupeni I zahrnuje vice ohranic¢ené benigni tumory
s nizkym proliferanim potencidlem, jez se vyskytuji zejména b&hem détstvi
¢iumladych dospélych osob. Tumory spadajici do stupné II-IV jsou difuzné
infiltrativni se zvySenymi bunéénymi abnormalitami a Ize je oznacit jako difuzni. Pro
difuzni gliomy (typ tumorti vychézejici z nervovych podptrnych bunck, resp. gliovych
bunék) je typickd rozsahla difuzni infiltrace gliomovych bun¢k do hostitelské mozkové
tkdn€. Tyto agresivni nddory mozku jsou spojovany se Spatnou prognozou, prudkym

zhorSenim kvality zivota pacientii a nizkou mirou jejich pieziti (Alfonso et al., 2017).

Gliom je jeden z nejagresivnéjSich a nejbéznéjsich primarnich tumortt CNS. Gliom
ptivodem z astrocytil, tedy jednéch ze tii typu gliovych bunék, nazyvame astrocytom.
Astrocytom IV. stupné malignity dle WHO je znam jako multiformni glioblastom
(Ostrom et al., 2015; Malzkorn et al., 2016), ktery tvofi zhruba 50 % malignich gliomt
CNS. Pii 1é€bé GBM jsou vyuzivany jiz zminéné chirurgické zékroky, ozafeni
¢1 chemoterapie. I pfes kombinaci téchto metod vSak ze statistik vyplyva median pieziti
po stanoveni diagndzy jen kolem 16 mésicti (Ostrom et al., 2015; Karim et al., 2016),
protoze 1écbu této nemoci znesnadiiuje nékolik faktort. Mezi hlavni patfi rozmanitost
genetickych abnormalit omezujici pouziti terapeutik specifickych pro urcitou drahu,
dalSim faktorem je infiltrativni charakter nddorovych bunék znemoziujici chirurgické
odstranéni tumoru a v neposledni fad¢ také omezeni podavani chemoterapeutik na dané

bunky vlivem relativné neprostupné hematoencefalické bariéry (Grillone ef al., 2018).

Globalni incidence GBM se pohybuje okolo 3 piipadi na 100 tisic osob

(Dolecek et al., 2012) s tim, ze Philips et al. (2018) ve svém vyzkumu zaznamenali
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nepfetrzity nartst incidence GBM mezi lety 1995-2015 napfi¢ pohlavim i vékovymi
kategoriemi v ramci Velké Britanie. Z tohoto vyzkumu vyplyva, Ze vrchol incidence se

nachazi u osob starSich 55 let, které tak tvoii nejohrozenéjsi vékovou skupinu.

2.1.2 Molekularné-genetické rysy onemocnéni
Pro multiformni glioblastom je charakteristickd dynamicky se vyvijejici sit

heterogennich genetickych, epigenetickych nebo posttranskripcnich poruch, které se
pravdépodobné akumuluji do té miry, Ze vyusti v samotnou tumorigenezi. Takto vznikly
de novo glioblastom oznacujeme jako primdarni, sekundarni je obvykle u mladsich
pacientl disledkem progrese astrocytomu niz§iho stupné (Alfonso et al., 2017).
Deregulované drahy lokalizované v bunééném jadie a podilejici se na rozvoji 1 rastu
mozkovych nadori zahrnuji zejména signalizaci pomoci ristovych faktort
areceptorovych  tyrosinkinas  (RTK, EC  2.7.10.1), signalizaci  skrze
fosfatidylinositol-3-kinasy (EC 2.7.1.) a AKT-kinasy (EC 2.7.11.1). Mutac¢ni dysfunkce
postihuji dale tumor supresorové drahy proteinu p53 a retinoblastomového proteinu
¢i pro metabolismus nezbytny enzym isocitratdehydrogenasu (EC 1.1.1.41) (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2008; Zinn efal., 2017). Mimo to glioblastom
vykazuje hypomethylaci a na specifické oblasti (vétSinou v dinukleotidovych CpG
(cytosin-fosfat-guanin) ostriivcich promotort tumor supresorovych genll) omezenou
hypermethylaci genomu. Toto obecné vede ke zvySeni nestability genomu, umlCovani
nékterych genli (u glioblastomu zejména tumor supresorovych gentt 7P53 a PTEN)

a aktivaci onkogenti (Zhang et al., 2011).

2.1.2.1 Mutace genii kodujicich isocitratdehydrogenasu a O6—methylguanin-DNA-
methyltransferasu
Na pocatku tumorigeneze pravdépodobné stoji 2 abnormality oznaCované jako mozné

biomarkery, ackoliv na tomto oznaceni nepanuje shoda. Tou prvni je mutace genu
koédujici vyznamny enzym Krebsova cyklu isocitratdehydrogenasu (IDH), ve spojitosti
s gliomy nizsich 1 vySSich stupiii jde o nejcastéji skloniovanou abnormalitu a ziejmé
1jednu z prvotnich v rdmci tumorigeneze (Jovcevska, 2019). Dle zminéné klasifikace
tumortt WHO z roku 2016 jsou rozliSovany 3 typy GBM, kdy rozliSovacim znakem je
identifikace mutaci gent kodujicich enzym isocitratdehydrogenasu 1 (IDH1) (Agnihotri
etal., 2014). Lidskd IDH zahrnuje 3 isoformy — zminénou IDHI1 vyskytujici se
v cytoplazmé a peroxisomech (na niz podle Yan eral. (2009) ptipadd 90 % vSech

mutaci IDH), dale isoformy isocitratdehydrogenasu 2 (IDH2)
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a isocitratdehydrogenasu 3 (IDH3) vyskytujici se v mitochondriich. Pravé prvni dvé
zminéné isoformy homodimerniho charakteru jsou spojovany se vznikem a progresi
tumort CNS (Zhang et al., 2013). NejbeéZznéjsi je mutace R132H pozorovana az v 90 %
abnormalit IDH1 v astrocytickych a oligodendroglialnich gliomech (Yan et al., 2009).
Jde o substituci argininu za histidin na 132. pozici vramci aktivniho mista
(Balss et al., 2008), mén¢ casto jde o substituci za cystein (mutace
s oznacenim R132C), serin (R132S), glycin (R132G) nebo leucin (R132L)
(Weller et al., 2011). Typy GBM Kklasifikované dle pravé popsané systematiky jsou tedy
nasledujici: IDH-wildtype korespondujici s klinicky definovanym  primérnim
glioblastomem a postihujici zejména star$i pacienty, IDH-mutant korespondujici s tzv.
sekundarnim  glioblastomem a  postihujici  zejména  mladSi  pacienty
(Ohgaki a Kleihues, 2013) a tumory, u nichz nelze spolehlivé IDH stanovit
(Chen et al., 2014).

2.1.2.1.1 Vliv mutaci izoenzymi isocitratdehydrogenasy na tumorigenezi
Pro svoji komplexnost neni zcela jednoduché popsat presny vliv mutaci

isocitratdehydrogenasy (IDH) na vznik glioblastomu. Uvodem je vSak jednoznaéng
vhodné zminit, ze mutace IDH1/2 v aktivnim misté vede k vyznamnému sniZeni afinity
pro substrat tohoto enzymu, jimz je isocitrat. Bylo zjiS§téno, Ze mutantni forma IDH1/2
muze vyrazné inhibovat aktivitu wild-type formy IDH1/2 zformovanim heterodimeru
(viz Obr. 1). To s sebou pfirozené nese i snizeni enzymové funkce a tim i snizenou
produkci NADPH a a-ketoglutaratu (Narasimhaiah ef al., 2012). Mutantni IDH1/2
mimo to disponuji schopnosti produkovat 2-hydroxyglutarat redukci a-ketoglutaratu za
spotteby NADPH (Dang ef al., 2009). Ackoliv mechanismus, kterym mutace IDH
ptispivaji k rozvoji rakoviny, nejsou presné popsany, nékteré studie naznacuji negativni
vliv abnormalnich hladin 2-hydroxyglutaratu na tumorigenezi. Tento vedlejs$i produkt
aberantni IDH1/2 kompetitivné¢ inhibuje a-ketoglutarat-dependentni dioxygenasy
(EC 1.14.11) diky své strukturni podobnosti s a-ketoglutaratem (Shih a Levine, 2012).
Mezi tyto enzymy patii mimo jiné prolyl-hydroxylasy (EC 1.14.11.29) inhibujici
hypoxia-induced factor (HIF1, transkripni faktor indukovany hypoxii a ovliviiujici
expresi ruznych geni). Stabilizace HIF1 vyplyvajici z inhibi¢nich ucinka
2-hydroxyglutaratu ma za nasledek aktivaci fady gent, které mohou podporovat rust
nadorovych bunék, angiogenezi a metastdzy. Snizeni meziprodukti Krebsova cyklu

postihuje také miru makromolekuldrni biosyntézy a naruSuje proliferaci bunck
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Obr. 1 Inhibice aktivity wild-type (wt) isocitratdehydrogenasy (IDH). V disledku mutace IDH
dochazi ke spojeni s wtIDH a tvorbé heterodimeru. Fyziologickd IDHI1 prevadi isocitrat na
o-ketoglutarat za vzniku NADPH a naopak mutantni IDHI1 protichiidné konvertuje
a-ketoglutarat na 2-hydroxyglutarat za spoticby NADPH. 2-hydroxyglutarat inhibuje
prolylhydroxylasy, rodinu TET enzymi (a-ketoglutarat-dependentni dioxygenasy katalyzujici
postupnou  oxidaci  S-methylcytosinu  na  5-hydroxymethylcytosin, 5-formylcytosin
a 5-karboxylcytosin, coz vede k demethylaci DNA) a histonové methylasy
(Pievzato a upraveno z Agnihotri et al., 2014).

(Zhang et al., 2013). Mimo to bylo prokazano, ze vneseni mutantni IDH1 do lidskych
astrocyti zpusobuje funkéni zmény specifickych histonovych market narusenim

histonové demethylace a indukci DNA hypermethylace (Lu et al., 2012).

Druhou primarn¢€ vyhleddvanou abnormalitou je umléeni genu MGMT kédujici
O6-methylguanin-DNA-methyltransferasu (EC 2.1.1.63) hypermethylaci promotoru
a/nebo monosomii piislusného chromozomu (10q26). Tato methyltransferasa je DNA
opravny enzym katalyzujici opravu alkylovaného O6-methylguaninu zpét na guanin.
Dysfunkce tohoto reparacniho enzymu na jednu stranu zvySuje potencial rozvoje
rakovinného onemocnéni, na druhou stranu vSak pravdépodobné vede k vyssi ti¢innosti
alkylacnich chemoterapeutik (napf. temozolomidu). Vlivem téchto terapeutik dochazi
k alkylaci DNA, pferuSeni vlakna a navozeni apoptozy (Ramalho-Carvalho ef al., 2013;

Jovcevska, 2019).
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2.1.2.2 Riistové faktory a jejich receptory
Vyznamné je postizeni epidermalniho ristového faktoru (EGF, z anglického terminu

»epidermal growth factor) a destickového rtstového faktoru (PDGF, z anglického
terminu ,,platelet-derived growth factor*), resp. jejich receptoric (EGFR a PDGFR).
Bylo prokazano, Ze alesponi jedna z téchto RTK je pozménéna u 67,3 % studovanych
pfipadi GBM, ztoho 57,4 % EGFR a 13,1 % PDGFR (Brennan et al., 2013). Tyto
rastové faktory jsou klicové pro gliogenezi skrze aktivaci intraceluldrni kaskady
spfazené s G-proteinem a druhymi posli (Zheng et al., 2013). Tyto kaskady mohou byt
narusené v disledku nadexprese ligandii nebo receptorti ¢i obou za tvorby autokrinni
smycky. Miize jit také o genomickou amplifikaci, alternativni splicing a/nebo mutaci
v genu kodujici dany receptor vedouci k jeho aktivaci za soucasné absence vazby

ligandu (Brennan et al., 2013).

2.1.2.3 Protein p53
Tumor supresorovy gen TP53 koéduje protein p53, coz je transkripéni faktor klicovy

v prevenci vzniku nadora. Zprostfedkovava fadu bunéénych odpovédi prostfednictvim
domény interagujici s danou sekvenci DNA a doménami Ucastnicimi se rtiznorodych
regulacnich drah a regulaci transkripéni aktivity. Fyziologicky je hladina p53 nizka
aregulovana ubikvitin ligasami MDM2 (EC 2.3.2.27) a homologem MDM4 skrze
ubikvitinylaci a degradaci (Wade et al., 2013). ZvySeni hladiny p53 je pak disledkem
preruSeni interakce mezi danou ligasou a p53 v odpovédi na stres, jako je poskozeni
DNA. Funkci p53 je tedy zpracovani stresovych signalii a zastaveni bunééného cyklu,
podpora starnuti a apoptézy scilem eliminovat buiiky s poskozenou DNA
(Kastenhuber et al., 2017). Rliznorodé a pocetné mutace v TP53 ¢i genech sprazenych
s funkci p53 jsou pfedmétem zdjmu mnohych vyzkumi pro jejich relativné vysokou
¢etnost u multiformniho glioblastomu, ackoliv vzdy zalezi na konkrétnim provedeni
a zamétfeni dané studie. Jedna z forem disfunkce tumor supresoru p53 je pozorovana
radove u 25-30 % ptipadi, pfi cemz vyssi procento (asi 60-70 %) piipada na sekundarni
glioblastom. Mutace 7P53 je spojena s progresi onemocnéni a dysfunkce p53 pak s vice
invazivnim, proliferativnim a kmenovym fenotypem doprovazenym niz§i mirou
apoptozy (England efal, 2013; Djuzenova et al., 2015; Shajani-Yi etal., 2018;
Forte et al., 2019).
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2.1.2.4 Fosfatidylinositol 3-fosfatasa
Mimo piimé ¢i nepiimé aberace funkce p53 je nutno zminit také abnormality u tumor

supresorového genu PTEN (fosfatasovy a tenzinovy homolog) kddujici
fosfatidylinositol-3-fosfatasu (EC 3.1.3.67). Tato fosfatasa negativn¢ reguluje
fosfatidylinositol-3-kinasovou signalni drdhu. V ramci této signalizace extracelularni
antiapoptické, proliferacni a ristové faktory (napf. EGFR) svoji vazbou na
extracelularni  domény RTK  je  aktivuji a  zplsobi tim  aktivaci
fosfatidylinositol-3-kinasy. Ta fosforyluje fosfatidylinositol-4,5-bisfostat (P1(4,5)P;) na
trifosfat P1(3,4,5)P3, coz je kotva mj. pro proteinkinasu B (oznaCovana také jako AKT).
AKT je po vazbé na tuto kotvu fosforylovana a takto aktivni pfedava signal dale do
bunky napt. aktivaci mTOR proteinu ¢i regulaci dalSich kinas a transkrip¢nich faktora.
PTEN fosfatasa negativné reguluje tuto kaskadu inaktivaci PI(3,4,5)P; zpét na difosfat
(Carico etal., 2012; Alberts et al., 2015), avSak jeji funkce je mnohdy naruSena
v disledku ztraty heterozygozity genu ¢i jeho mutace snaslednym onkogennim
potencidlem. V piipad¢ multiformniho glioblastomu jde o vyskyt mezi 5-40 % piipadu,

kdy v 60 az 80 % jde o ztratu heterozygozity (Koul, 2008; Srividya ef al., 2011).

2.1.2.5 Retinoblastomovy protein
Tumorsupresorovy gen, resp. retinoblastomovy (RB) protein, ktery koduje, je

vyznamny regulator bunécného cyklu negativni regulaci transkripcnich faktora E2F.
Tento jaderny transkripéni faktor RB usmérnuje piechod z Gl do S faze bunécného
cyklu tak, ze ve své nefosforylované formé se vaze na E2F, ¢imz je inhibuje a vznikly
komplex potlacuje transkripci napt. cyklinu D a E. Fosforylace RB proteinu cyklin-
dependentnimi kinasami (CDK, EC 2.7.11.22) jej vyvazuje z vazby s E2F v dasledku
interakce rastovych faktor s pfislusnymi receptory s naslednym vznikem komplexu
CDK s pfislusnymi kofaktory cykliny (Alberts et al., 2015). Inaktivace RB kaskady
prerusenim vazby RB-E2F muze nastat v disledku mutace RB-kodujiciho genu, nizké
exprese RB nebo inaktivace fosforylaci CDK/cyklin komplexy kvili disbalanci
kompetice mezi CDK inhibitory rodiny proteinti Ink4 a D-cykliny. Alterace této drahy
byla pozorovana asi u 40-70 % piipadt glioblastomu (Cancer Genome Atlas Research

Network, 2008; Ohgaki a Kleihues, 2009).
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2.2 Progrese onemocnéni

2.2.1 Sifeni bunék primarniho tumoru v ramci centralni nervové soustavy
Multiformni glioblastom je zndm pro schopnost buné¢k primarniho tumoru diftizné se
Sifit do okolni mozkové tkané a formovat zde satelitni tumory. D¢&je se tak vétSinou
jednotlivymi builkami nez klastry, a to je vyznamnd komplikace jak pro moderni
zobrazovaci metody, tak pro ty 1é¢ebné (Hatoum et al., 2019; Cunha a Madaun, 2019).
I ptes radikalni chirurgické resekce je v disledku rozptyleni nadorovych bunék
v mozkové tkani Casty relaps onemocnéni. Chirurgicky zakrok totiz nezarucuje jejich
kompletni odstranéni a chemoterapie je vzhledem k nedostate¢né prostupnosti
hematoencefalické bariéry pro léciva a vlastné i k samotné povaze bunck (viz déle)

ucinna jen omezené (Manini et al., 2018).

Gliomové¢ buniky maji zachovanou ¢ast svého neurobiologického ptivodu a sdili tedy
nekteré rysy s fyziologickymi buiikami CNS. Kromé¢ citlivosti na neurotransmitery
a neuropeptidy spolu s interakcemi s extracelularni matrix jde hlavné o migraci podél
existujicich mozkovych struktur (nervovych svazkii, mozkovych cév a plen) jako
v pfipadé mozkovych bunck pii embryondlnim vyvoji ¢i zralych kmenovych bunék
mozku (Cuddapah et al.,2014). V kontextu této kapitoly je také vyznamné, ze
glioblastomové buniky jsou chemotaxi pfitahovany smérem k cévam a migruji podél
nich (Montana a Sontheimer, 2011), uvoliiuji nadmérné mnozstvi glutamatu slouziciho
jako autokrinni a parakrinni ligand podporujici riist a invazi bunck aktivaci
Ca” prostupnych  receptord  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové
kyseliny (AMPA) v excita¢nich synapsich CNS. Interakce glutamatu s témito receptory
ma za nasledek vstup Ca’” iontdi do buiiky, &imZ se podporuje bun&énd migrace
a proliferace skrze aktivaci proteinkinasy B (Corsi et al., 2019), obecné zndmé kinasy
fosforylujici proteiny regulujici pravé proliferaci, bunécny cyklus a apoptézu. Vlivem
Ca®" iontt dochézi také k aktivaci K* kanalt Kca.3.1 a CI' kanala CIC3, které jsou
vyznamné v fizeni bunécného cyklu a hlavné pak esencidlni pro bunécnou migraci
vramci mozkové tkané. Otevieni zminénych kandli vede k hypoosmotickému
intracelularnimu prostedi, resp. eflux CI" a K" iontl ven z buiiky k efluxu vody skrze
akvaporiny za soucasného snizeni bunééného objemu. Sviij objem buiiky mohou ziskat
influxem ionti skrze Na'-K"-Cl" kotransportér 1 (NKCC1) nebo iontovym kanalem pro
detekci kyseliny (ASIC1, zanglického terminu ,acid-sensing channel 1°). Tento

hydrodynamicky model mechanismu pohybu bunky (Obr. 2) spo¢iva ve snizovani
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Obr. 2 Hydrodynamicky model pohybu glioblastomové buniky a prekonani piekazky. (a) Buika
(modie) omezena v pohybu (napfiklad jinymi buiikami — oranzove) zmenSuje svilj objem za
i¢elem piekonani prekazky. Piislusny stimul vede ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca**
anasledné aktivaci a otevieni iontovych kanalt a tim k efluxu ClI" a K™ a toku vody po
osmotickém gradientu ven. Influx iontti skrze Na'-K'-Cl” kontransportér 1 (NKCC1) a iontovy
kanal ASIC 1 a opétovné zvétseni bunky (Vytvoieno podle Cuddapah et al., 2014 a Hatoum
etal., 2019).

a zvySovani objemu rtznych ¢asti bunky v disledku pfitoku nebo odtoku elektrolytt

(Cuddapah et al., 2014, Klumpp et al., 2018; Hatoum et al., 2019).

2.2.2 Extrakranialni metastazy
Extrakranidlni metastazy (ECMs, z anglického terminu ,.exracranial metastases) se

vyskytuji velmi vzacné, resp. u méné nez 2 % vSech diagnostikovanych glioblastomil
s medianem preziti asi 1,5 mésice (Ray et al., 2015). ECMs se nejCastéji vyskytuji
v lokélnich miznich wuzlinach (typicky krénich), plicich, jatrech a kostech

(Lun et al., 2011). Se stale se vyvijejicimi metodami 1éCby jak na strané paliativni péce,

17



chirurgie ¢i chemoterapie, tak na strané komplexnich 1é¢ebnych terapii lze
vSak oCekavat rostouci trend vyskytu ECMs. Mimo to je tato diagnéza pro pacienty
vétsSinou v koneéném dusledku stale fatidlni, o nutnosti vyzkumu v této oblasti

tedy nemuze byt pochyby (Cunha a Madaun, 2019).

Ptesny a uceleny mechanismus Sifeni bunék primarniho tumoru mimo centralni
nervovou soustavu s ndslednym rozvojem metastdz neni znam. Vzéacnost vyskytu je
spojovana s velmi kratkym prezitim pacientd, resp. s omezenym ¢asem pro uvolnéni
dostate¢ného poctu CTCs a iniciaci vzniku metastdz. Mimo to maji vliv také ptirozené
biologické piekazky branici nddorovym bunkdm rozsifeni mimo centralni nervovou

soustavu (Lun et al., 2011; Prabhakaran et al., 2019).

2.2.2.1 Vliv fyziologie nervové soustavy na rozvoj extrakranialnich metastaz
2.2.2.1.1Mozkové bariéry

V prvni fad¢é je vhodné zminit hematoencefalickou bariéru, rozhrani mozkové tkané
a krevniho ob¢hu. Je tvofena vrstvou endotelovych bunék, jez v mozkovych kapilarach
vytvareji charakteristickd tésna a adhezivni spojeni (tzv. tight a adherens junctions;
mimo né také gap junctions vyznamné v interceluldrni komunikaci), dale bazalni
membranou z bazalni laminy endotelovych bunék a dale vybézky astrocytl nasedajicich
na bazalni membranu. Tight junctions tvoii kli¢ovou komponentu bariéry diky absenci
mezibunéénych prostor a jde o komplexni interakci mezi transmembranovymi
adhezivnimi proteiny (occludiny, claudiny a spojové adhezivni molekuly (zkr. JAM,
z anglického terminu ,junctional adhesion molecule®)) sousednich bun¢k,
cytoplasmatickymi proteiny spojujici transmembranové proteiny s aktinovymi filamenty
udilejicimi komplexu zakladni fyzickou podporu. Adherens junctions jsou uspofadany
obdobn¢ s transmembranovymi proteiny cadheriny zodpovédnymi za adhezi mezi
buikami a napojenymi na podpurné cytoplasmatické proteiny cateniny regulujici

signalni procesy (McCrea a Gottardi, 2016).

Popisované rozhrani blokuje intercelularni cestu transportu mezi arteridlni krvi
a nervovou tkani. Jde o strukturni a biochemickou bariéru regulujici transport molekul
a zachovévajici homeostdzu (Stamatovic ef al., 2016). K vySe popsanému je
vSak potieba uvést také existenci jakéhosi spletitého fecisté Stérbin slouzici k odvodu
odpadnich latek z mozku mozkomisni tekutinou (Iliff ez al., 2012). Vzhledem k jeho

relativné nedavnému objevu neni vztah tohoto systému k rovnovaze hematoencefalické
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bariéry piesnéji prozkouman. Mimo hematoencefalickou bariéru chrani CNS a udrzuje
vnitini homeostazu také podobna, ale permeabilnéj$i hematolikvorova bariéra. Sklada
se taktéz ztight junctions s occludiny a claudiny (tvofenych tentokrat epitelidénimi
buiikami), bazdlni membrany a fenestrované vrstvy endotelu  kapilar

(Louveau et al., 2017).

Jak jiz bylo pfedeslano vySe, piesny a uceleny mechanismus Sifeni nadorovych
bun¢k mimo CNS, resp. piestupu pies biologické bariéry, neni spolehlivé prostudovany.
NejcCastéji zminlovand pfi¢ina je vtéto véci chirurgicky zdsah do CNS spojeny
s narusenim hematoencefalické bariéry a otevienim mozkovych cév. ECMs byly vSak

pozorovany i u pacientll bez chirurgické intervence do CNS (Rahmawati ef al., 2019).

2.2.2.1.2 Prostiedi nervové soustavy
Dalsi pomyslnou piekazkou v rozvoji metastaz z CTCs je krom¢ mozného nedostatku

potiebnych rtstovych faktord pro tyto bunky i zfejme vysokd stromatédlni rozdilnost
mezi CNS a jinymi organy, kdy glioblastomové bunky pravdépodobné piednostné
adheruji na neurélni stroma (Lun ef al., 2011; Ray et al., 2015). Jinym pfedpokladem je
pfirozena nepfiznivost komponent extracelularni matrix CNS pro metastaticky proces
ve fazi putovani bun€k do periferni krve. Diseminaci mize komplikovat zejména
absence proteini kolagenu, fibrinonectinu ¢i lamininu v extracelularni matrix CNS.
Dals$im z moznych vysvétleni paradoxné nizkého vyskytu takto agresivniho onemocnéni
muze tedy byt absence vhodného prostfedi pro multiplikaci metastatickych buné¢k

(Rahmawati et al., 2019; Cunha a Madaun, 2019).

V kontextu CNS a nasledujicich fadkd je vhodné zminit zejména kolagen
typu I exprimovany v mnoha jinych organech téla. Je dilezity pro strukturni integritu,
fizeni bunécnych funkci a signalizace interakcemi se Sirokou Skdlou proteind.
Kolagen IV je oproti kolagenu I hlavni forma kolagenu v mozku, ackoliv kolagenu je
zde celkové velmi omezené mnozstvi (Payne a Huang, 2013). Podle Yu ef al. (2018) je
zminény protein fibronectin pro glioblastomové kmenové buiky (zkr. GSCs,
z anglického terminu ,glioma stem-like cells*) vyznamny pro adhezi, proliferaci
a diferenciaci snizenim miry apotozy skrze transkripcni faktor pS3 a zvySenim exprese
P-glykoproteinu s naslednym  zvySenim chemorezistence k chemoterapeutiku
carmustinu. ATP-dependentni ATP-binding cassette transportér 1 (ABCBI1),

oznacovany téz jako P-glykoprotein, se nachdzi mimo jiné v membrané endotelovych
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bun¢k kapilar tvoficich hematoencefalickou bariéru a zajistuje transport xenobiotik
z mozkomi$ni tekutiny do krve. Podstatou uvadéné chemorezistence bylo zvySeni

exprese ABCB1 v GSCs.

2.2.3 Prestup bunék pres hematoencefalickou bariéru
Blizsi rozbor vlastni diseminace glioblastomovych bun¢k do krevniho ob&hu souvisi

s jiz zminénou schopnosti migrovat smérem k cévam a podél nich. Neni jisté, zda jde
o ndhodny ¢i sofistikovanéjsi proces, ale pravdépodobné v ném bude hrat roli vice
faktorii (Hatoum et al., 2019). Jednim znich je objev sekrece bradykininu
endotelialnimi bunikami mozkovych cév. Tento vasodilataéné puisobici peptid se vaze na
BR-2 bradykininovy receptor spfazeny s G-proteinem na povrchu glioblastomovych
bunék a aktivuje jej, coz ma za nasledek zvysenou intracelularni koncentraci Ca" iontil.
V kone¢ném disledku se to odrazi v zapojeni Ca*'-dependentnich iontovych kanali
exprimovanych glioblastomovymi buitkami (K¢,3.1 ¢i CIC3) ve zméné tvaru a objemu
pii usnadnéni motility téchto bunék podél cév vysSe popsanym hydrodynamickym

mechanismem — viz Obr. 2 (Montana a Sontheimer, 2011; Hatoum ef al., 2019).

V kontextu atrakce glioblastomovych bun¢k smérem k extrakranialni diseminaci je
dale dilezité, ze extracelularni protein fibronectin je uvnitt CNS pfitomen jen v rdmci
bazalni membrany v hematoencefalické bariéte kolem cév. K cévam atrahované buiky
tak mohou byt stimulovany k invazivnosti v disledku interakce s timto stimulacnim

proteinem (Quail a Joyce, 2017).

S tim, jak postupuji glioblastomové buiiky podél povrchu cév, vybézky astrocyta
nasedajici na bazalni membranu v rdmci hematoencefalické¢ bariéry pravdépodobné
tvoii fyzickou piekazku v jejich dalsim pohybu. Tyto vybézky jsou proto vytlacovany
od povrchu cévy, v disledku ¢ehoz dochazi k prvnimu fyzickému porusSeni celistvosti
hematoencefalické bariéry a celkové 1 rozruSeni tzv. neurovaskularni jednotky
(viz Obr. 3), jakéhosi komplexu interakci mezi neurony a non-neurdlnimi bunikami
(endotelidlni, gliové, pericyty, cirkulujici imunitni buiiky) ptredstavujici SirSi kontext
hematoencefalické bariéry. Je také pierusena regulace pratoku krve zprostiedkovanou
astrocyty v odezvé na neuronovou aktivitu a mimo to transport metabolitii k neurontim
s excitotoxickymi nasledky. Naopak glioblastomové buiiky s krevnim fec¢istém na dosah
logicky ziskavaji snadny pfistup ke kysliku a nutrientim (Watkins ef al., 2014).

Vznikaji-li v disledku zminénych nésledki mistni ischemie, miize se to negativné

20



Astrocyt

Vybézek astrocytu

Buiika hladkéh

Endotelova burika

Obr. 3 Rozruseni hematoencefalické bariéry. Glioblastomova buiika se pohybuje podél cévy
a vytlaéuje vybézky astrocytii z jejich fyziologického ptilnuti k céve, resp. bunkam hladkého
svalstva pokryvajici cévu. Nasledkem toho dochazi k degradaci spojeni mezi
endotelialnimi bunkami a tim padem k dysfunkci hematoencefalické bariéry (Pfevzato
a upraveno podle Watkins et al., 2014).

odrazit na celistvosti zminénych junctions a tedy cel¢ hematoencefalické bariéry
napfiklad nezdarnymi posttranslacnimi Gpravami junction proteint ¢ jejich

proteosomalni degradaci (Stamatovic et al., 2016; Malara a Donato, 2018).

Vyznamnym faktem pro diseminaci glioblastomovych bunék do periferni krve
ale i pro Sifeni prostfedim CNS je schopnost téchto bunék sekretovat proteolytické
enzymy. Bylo zjisténo, Ze jde o nadprodukci prfedevSim téchto proteas: serinova
proteasa uPA (EC 3.4.21.73), cysteinova proteasa cathepsin B (EC 3.4.22.1),
Zn*"-dependentni matrix metaloproteasy (MMP, z anglického terminu , matrix
metallopeptidase®) v ¢ele s MMP1 (EC 3.4.24.7), MMP2 (EC 3.4.24.24) a MMP9
(EC 3.4.24.35), dale povrchové a sekretované proteasy ADAMs (z anglického terminu
,,a disintegrin and metalloprotease, EC 3.4.24.46) (Cuddapah et al., 2014). Proteolyza
je vyznamnou interakci s extracelularni matrix CNS usnadiujici motilitu nadorovych

bun¢k v disledku degradace komponent tohoto prostfedi. Kromé toho je naprosto
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klicova pro perivaskularni invazi téchto bunék, tedy smérem k cévam a pohybu kolem

nich (Hatoum et al., 2019).

Proteolytickd degradace extraceluldrnich domén proteind tight, adherens a gap junctions
metaloproteasami a ADAMSs proteasami vedou ke zvySeni permeability téchto spoju.
Stépené fragmenty proteintl jsou vétsinou inaktivovany a mohou byt recyklovany
endothelidlni buitkou nebo uvolnény do periferni krve jako potencidlni indikétor stupné
porusenosti mozkové bariéry (Stamatovic ef al., 2016). Sevenich et al. (2014) ve své
praci osvétlili spojitost zvySené koncentrace cathepsinu S (EC 3.4.22.27) s rozvojem
mozkovych  metastdz  kvali  schopnosti  této  proteasy  Stépit  kromé
E-cadherinu i proteiny rodiny JAM a nékteré occludiny a claudiny. Aktivator
plasminogenu typu urokinasy uPa (z anglického terminu ,,urokinase-type plasminogen
activator receptor®) spolu se svym receptorem uPAR je pak povazovana za vyznamnou
proteasou v invasi a neovaskularizaci glioblastomu. Kromé pozitivni zpétné vazby
s plazminem schopnym degradovat mnoho komponent extracelularni matrix miize
pfimo 1 nepfimo aktivovat nékteré pro-formy kolagenas (EC EC 3.4.24.34)

odpovédnych za degradaci komponent resistentnich k plasminu (Hatoum et al., 2019).
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2.3 Cirkulujici nadorové buniky

2.3.1 Oddéleni bunék od primarniho tumoru

V piechozi kapitole byly shrnuty dostupné poznatky o mozném mechanismu progrese
onemocnéni ve smyslu Sifeni buné¢k primarniho tumoru v ramci CNS a do periferni
krve. Nésledujici odstavce budou vénovany ptivodu samotnych CTCs a jejich cesté od
primarniho tumoru pfes krevni fecist¢ po misto potencidlniho vzniku vzdalenych

metastaz.

Nekontrolovana proliferace a aberantni migrace jsou nepochybné zakladnimi rysy
rakovinného onemocnéni. High-grade gliomy utvafi tumory s vyrazné proliferativnim
a nekrotickym bunécnym jadrem a vysoce mobilnimi bunikami v peritumoralni oblasti.
Neni ptekvapujici, Ze ona rapidni bunécna proliferace zpisobuje lokalni vycerpani
zivin, resp. hypoxii, zanét, nekrotické oblasti a produkci tomu odpovidajicich tkanove
specifickych transkripénich faktori a signalnich molekul. Disledkem je pak tzv.
pseudopalisadovani gliomovych bunék na periferii tumoru. Jde o nekrotické zoény
ohrani¢ené husté nasedlymi hypoxickymi builkami tumoru exprimujici geny spojené
s agresivnimi rysy onemocnéni, konkrétn€ s angiogenezi, degradaci extraceluldrni
matrix a migraci. Krom¢ nize uvedenych jde zejm. o geny kdédujici HIF1, angiogenni
faktor IL8 ¢i vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF, z anglického terminu
,vascular endothelial growth factor”) (Cooper efal., 2012; Xie etal., 2014,
Jung et al., 2015).

2.3.1.1 Transformace bunék primarniho tumoru
V obecném meéfitku je u fady rakovinnych onemocnéni patrna tendence bun¢k tumoru

celit vnéjSim neptiznivym vlivim podstoupenim biochemickych a morfologickych
zmén. Tim se transformuji z proliferativniho epitelidlniho fenotypu na migracni
mesenchymalni fenotyp. Ztraceji pti tom apikobazalni polarizaci, mezibunécnou adhezi
v disledku modifikace cytoskeletu a pfizpisobuji metabolismus migraci za vhodnéjSim
prostiedim (Xie et al., 2014). Ztrata vlastnosti charakteristickych pro epitelialni bunky
vede k uvolnéni bun€k z bazalni laminy a rozvolnéni tésné ptiléhajici sit¢ bunck a ztraté
kontaktni inhibice. Tento proces se nazyva tzv. epitelidlné-mezenchymadlni tranzice
(zkr. EMT, z anglického terminu ,epithelial to mesenchymal transtition®) zvySujici
pohyblivost ainvazivnost bunék tumoru (Kahlert etal., 2013; Zhu etal., 2013;

Kauthold a Bonavida, 2014). Popisovany mechanismus je charakteristicky pro
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epitelidlni tumory a ve srovnani s alternativnim procesem u GBM uvedeného niZe stoji

je prostudovan mnohem podrobnéji.

2.3.1.2 Glialné-mezenchymalni tranzice
Ackoliv je EMT Ccasto diskutovan v souvislosti s glidlnimi tumory, kvili odlisné

morfologii CNS se u téchto tumort v mnohém 1isi. Nervové bunky zaujimaji béhem
vyvoje CNS mesenchymalni fenotyp z toho epitelidlniho typického pro ektodermalni
buniky, znichz pochdzi. Navic v mozkové tkani neni bazalni membrana a exprese
E-kadherinu je zde vzacna. Proto se v pfipad¢ glioblastomu hovoii spiSe o tranzici

glidlné-mezenchymalni (Mahabir ef al., 2013).

Tento specificky mechanismus je pfedmétem z4mu relativné nedlouho
avporovnani s EMT literatura nabizi jen omezené poznatky. Pro bliz§i porozuméni
toho, co stoji na pocatku zrodu cirkulujicich nadorovych bunék 1ze vSak piesto uvést
nékterd vyznamna fakta a korigovat vySe popsany mechanismus EMT s ohledem na
glidlné-mezenchymalni tranzici a plasticitu epitelidlnich a mesenchymalnich rysi
glioblastomovych bunék. Potencidlnich bunécnych plivodci stojici na samém pocatku
gliomageneze je mnoho, ale jako nejpravdépodobnéjsi se jevi nervové kmenové bunky
(NKB)  spolu  sprekurzory  oligodendrocyti  (Auvergne  etal, 2013;
Llaguno et al., 2015). Jiz zminéné claudiny vyznamné pro formaci tigh-junctions mimo
jiné v epitelidlnich bunkédch jsou exprimovany 1 u lidského glioblastomu
(Karnati et al., 2014). Protoze né&které transkripéni faktory (jako Snail) mohou
v nadorovych bunikach inhibovat jejich expresi béhem EMT, je pozorovani jejich
exprese u bunck glioblastomu dulezité, nebot' represe napomdhd jejich tranzici
(Kahlert et al., 2013). Mimo to bylo prokazano, ze gliomové builky disponuji
schopnosti formovat gap junctions. Tato specializovana intercelularni spojeni
propojujici cytoplazmu sousednich bunék umoziuji prostup latek a elektrickych
impulzii. Jsou znamy pro moznost indukovat proliferaci, nekontrolovatelnou migraci

a invazi bun¢k (Hitomi et al., 2015).

2.3.1.2.1 Regulace glidlné-mezenchymalni tranzice

2.3.1.2.1.1 Transkrip¢ni faktory
Glidlné-mezenchymalni tranzice sdili s mechanismem a regulaci EMT mnoho princip,

tyka se to zejména zapojeni transkrip¢nich faktor rodiny SNAIL. Na glioblastomovych

bunécnych liniich (KSN42, U87 a U373) byl popsan pfimy vliv inhibice exprese Snail
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na sniZeni proliferace, Zivotaschopnosti a migraci glioblastomovych bunék. Mimo to
bylo pozorovano zvyseni poctu bunék v G1 fazi (Myung et al., 2014). Exprese faktoru
Slug podporuje mezenchymalni fenotyp glioblastomovych buné€k, je spojovan s invazi
a metastazami. Kromé toho zvySuje expresi faktort jako IL8 a VEGF uplatiiujici se mj.
pfi rastu nadord, pifi cemz exprese Slug koreluje sexpresi posledné zminéného

angiogenniho faktoru (Yang et al., 2010).

I transkripéni faktor ZEB1 je vyznamnym protumoralnim proteinem u glioblastomu
a negativné souvisi s mirou pieziti pacientl. Byl zaznamenan vliv ZEB1 na invazi,
tumorogenezi a je prednostné exprimovan v invazivnich glioblastomovych buiikach.
Bunééné linie s umléenym genem kodujici ZEB1 vykazovaly pii inokulaci mysiho
mozku niz§i invazivnost ve srovnani s buitkami exprimujici ZEB1. Niz§i exprese tohoto
faktoru se navic projevila ve vyssi citlivosti k temozolomidu (Siebzehnrubl et al., 2013;
Suzuki et al., 2018). Obdobné poznatky plati i pro ZEB2, jehoz exprese koreluje
s rychlou progresi onemocnéni. In vitro snizeni exprese ZEB2 pomoci siRNA zesililo
expresi E-kadherinu, zatimco inhibovalo B-katenin, vimentin, N-kadherin a Snail s tomu
odpovidaji supresi proliferace, migrace a invaze. Stejn¢ tak snizend exprese ZEB2

indukovala buné¢nou smrt u linii U87 a U251 (Qi et al., 2012).

Pti in vivo testovani nadexprese Twist 1 na schopnost invaze bunck doslo ke zvyseni
invazivnosti vSech pozorovanych glioblastomovych bun¢k. Mimo to byly v ndvaznosti
na nadexpresi Twist 1 nadexprimovany geny podporujici tranzici a invazivnost bunc¢k
jako SNAI2 nebo MMP2 (Mikheeva et al., 2010). U glioblastomovych kmenovych
bunék byla také zaznamenana koexprese Twist 1 a Sox2 (marker nervovych kmenovych
bun¢k) doprovazena vyznamnym zvySenim exprese mezenchymalnich markert.
Umlceni genu kodujici Twist 1 snizilo expresi Sox2 a naopak. Tato provazanost
naznacuje vyznamnost obou faktori v zachovani kmenovosti bunék, avSak ptesny vztah

mezi kmenovosti téchto bunék a metastdzami neni jasny (Velpula et al., 2011).

2.3.1.2.1.2 Vyznamné signalni drahy
Bunky glioblastomu podle genetickych analyz vyuzivaji signalni drahy uplatiiujici se

v prub¢hu fyziologického vyvoje nervové soustavy. Na aktivaci bunétné tranzice se
podileji drahy zprostredkované Wnt/B-kateninem, TGFB, RTK a SDF/CXCR4
(Chietal.,, 2011; Kahlert etal., 2013; Zhu etal., 2013; Talasila etal., 2013;
Joseph et al., 2014).
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Aktivace Wnt/B-kateninové drahy byla pozorovana pfevazné u bunck v invazivni
peritumoralni oblasti pacientli s mezenchymalnim subtypem glioblastomu. Tato draha
indukovala expresi ZEB1, Twistl a Slug (Obr. 4), ¢imz podpotila migra¢ni schopnost
bunék tumoru in vitro (Kahlert et al., 2013). Byla také popsdna schopnost TGFf
indukovat ZEB-1-dependentni mezenchymalni diferenciaci u vzorkd glioblastomu.
Inhibice TGFp signalizace spolu sumléenim exprese ZEB-1 utlumila expresi
mezenchymalnich markertt a morfologickych zmén. ZEB se tedy jevi jako kliCové
transkripéni faktory aktivované signalizaci TGFp, protoze se na rozdil od Snail, Slug
a Twist hromadi v jadie (Joseph et al., 2014). Cytokin CXCL12 a jeho receptor CXCR4
jsou nadexprimovany v mnoha typech karcinomi, coZz se projevuje nadmérnou
proliferaci, migraci a invazivnosti. Riizné formy uml¢eni CXCL12/CXCR4 signalizace
vedly ke snizeni exprese mezenchymalnich markerti a opét k nizs$i migraci a proliferaci
(Zhu et al., 2013; Yu et al., 2015). Tyrosinkinasové receptory cMET (pro ristovy faktor
hepatocytl)) a EGFR aktivuji riznorodé bunécné drahy s duasledky v principu
obdobnymi jako wu signalizaci vySe, tedy zvySenou proliferaci a expresi

mezenchymalnich faktora (Chi ef al., 2011; Talasila et al., 2013).

2.3.1.2.1.3 Nekroza a hypoxie
TNF-o nadreguluje expresi Snail skrze jaderny faktor NF-kB, pro ktery disponuje

vazebnym mistem ve svém promotoru. Snail je dale stabilizovan vlivem NF-«B skrze
stimulaci AKT, které inhibuje glykogensynthasovou kinasu-3p (GSK3p, EC 2.7.11.26,
Obr. 4) (Wang et al., 2013). Uloha Twist 1 jako klicového regulatora EMT a metastaz je
uvadéna unadord prsu, zaludku, prostaty a mozku vcetné¢ glioblastomu
(Velpula et al., 2011). Hlavnim rysem této regulace je represe E-kadherinu a aktivace
mesenchymalniho markeru N-kadherinu, tedy vyvolani tzv. kadherin-switch
(Mikheeva et al., 2010). V kontextu GBM byla pfi kombinované inhibici cytokinu
TNF-o a EGFR vice efektivni ve srovnani s léCbou temozolomidem (a inhibici
samotného EGFR), ktery je méné efektivni u glioblastomi s nemethylovanou MGMT.
Kombinovana inhibice ale byla stejné¢ efektivni jak v pfipadé methylované, tak

nemethylované MGMT (Guo et al., 2019).

Primarni tumor glioblastomu vykazuje v ndvaznosti na hypoxii zvySené¢ hodnoty
HIF1 mj. vinvazivni ¢asti tumoru. HIF1 pfimo aktivuje Twist vazbou na promotor
prislusného genu, tento promotor navic stabilizuje také indukci exprese lysyloxidasy.

HIF1 také nadreguluje VEGF, ktery podporuje expresi Snail, Snug a Twist inhibici
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GSK3B. Je také znam pozitivni vliv inhibice HIGI na lé¢bu temozolomidem

(Yang et al., 2010; Lo Dico et al., 2018).

2.3.2 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék
S ohledem na odstavce vySe lze tedy CTCs charakterizovat jako buniky oddé¢lené

z hmoty primdrniho nadoru. Odd¢€leni indukuji neptiznivé podminky v okoli bunky, kde
jsou zvySené naroky na ziviny a kyslik, jejich nedostatek se projevuje hypoxii, zanétem
a nekrozami. Tyto buiiky transformuji sviij fenotyp a migruji za vhodné&jSim prostedim,
typicky za krevnim feCiStém, kterého nejenze mohou dosahnout, ale navic
pravdépodobné exprimuji geny umoznujici prekonéni bariér nutnych pro vstup do
vlastniho krevniho obéhu s potencidlem zalozeni extrakranidlnich metastaz
(Cooper et al., 2012; Hillig et al., 2015). Za jejich vznikem pravdépodobné stoji malo
pocetnad subpopulace bunck primarniho tumoru nazyvana jako kmenové nadorové
buniky, navic je zfejm¢ tfeba podstoupit reverzni bunéfnou tranzici na fenotyp

umoziujici buitkam iniciovat extrakranialni 1éze (Xie et al., 2014).

Molekularni a genetickd charakteristika CTCs je klicova pro jejich detekei, navic
muze tvorit zdklad pro navrh a monitorovani personalizované lécebné strategie
(Bidard et al., 2013; Hillig et al., 2015). Vysoka heterogenita charakteristickd pro
glioblastomy je vSak limitujicim faktorem pro detekci CTCs. Pouziti jedné ¢i nékolika
malo protilatek proti vybranym markerim ¢ini detekci citlivou na zmény v expresi
téchto markerti. Komplexnéj§i smés protilatek proti t€émto markerim zvySuje riziko
fale$n¢ pozitivnich signalti a vysokého pozadi kviili expresi jednoho ¢i vice markert
zdravymi bunikami. Nutnosti je vyuzit markeru pro odliSeni zdravych leukocyt

(Bang-Christensen et al., 2019).

2.3.2.1 Markery cirkulujicich nadorovych bunék
Pocet vyzkumti zabyvajicich se detekci CTCs u multiformniho glioblastomu je

omezeny na nékolik nedavnych a riiznorodost ptistupt k experimentim do znacné miry
ztézuje jejich komparaci (Chistiakov a Chekhonin, 2018). Navic i u onkologickych
pacientll v pokrocilé fazi nemoci je vyskyt CTCs v periferni krvi relativné nizky,
typicky 1 takovato buiika na miliardu fyziologickych krevnich bun¢k. Mnoho strategii
detekce vyuziva pozitivni selekce bun€k nadexprimujici marker epitelialni bunécné
adheze EpCAM. Tento marker vSak nelze uplatnit u bun¢k glioblastomu, protoze jimi

neni exprimovan (Sullivan et al., 2014; MacArthur et al., 2014).
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Imunohistochemicka detekce vyuziva pro identifikaci bunék, resp. vizualizaci
bunécnych jader, zejména vSeobecné znamé barvivo 6-diamidino-2-fenylindol (DAPI).
Jde o casto pouzivané barvivo prochazejici intaktni bunéénou membranou a pouzito
bylo i fadou nize uvedenych studii vétSinou s protilatkami proti markeru CD45 pro
vylouéeni  faleSn¢  pozitivnich  signadli  leukocytd  (Miiller etal, 2014;

Sullivan et al., 2014; MacArthur et al., 2014; Chonan et al, 2017).

Zjiz realizovanych a uspéSnych vyzkuml zaméfenych na detekci bunék
glioblastomu v periferni krvi pacientl je Casto citovana prace Miillera et al. (2014).
CTCs zde byly izolovany s 20,6% uspé&Snosti (u 29 ze 141 GBM pacientll) za vyuziti
glidlniho fibrilarniho acidického proteinu (GFAP) jako pozitivniho a CD45 jako
negativniho markeru. Prvné zminény protein je jako intermediarni filamentum (IF)
soucasti cytoskeletu a jeho exprese je omezena jen na CNS, ackoliv jeho koncentrace
v krevnim séru je pfedmétem zdjmu mnohych studii. Koncentrace GFAP v krevnim
séru je vSak stanovovéana zejména jako marker zvySeny pii poranéni a degeneraci CNS,
jeho koncentrace s vékem stoupd. Spolecné s vimentinem, desminem a peripherinem jde

o hlavni IF typu III v astrocytech (Middeldorp a Hol, 2011; Luoto et al., 2017).

V roce 2014 byla publikovana také prace MacArthura ef al., ale na podstatné niz§im
poctu vzorki. Ackoliv zde byla zvolena pon€kud odlisna strategie detekce CTCs a to na
zéklad¢ zvysSené exprese lidské telomerasy v danych buikach, tento pfistup nejenze
prokézal zvySenou expresi u vSech nadorovych bunék za soucasného vylouceni vSech
fyziologickych mozkovych bunék, ale také byl v souladu s tim imunohistochemickym
vramci stejné prace. Jmenovit€ s pozitivnim vysledkem na GFAP a Nestin
anegativnim na EpCAM a celkovou uspésnosti v detekci CTCs pied radioterapii

u8zl1laulz8 pacientl s GBM po radioterapii.

Sullivan et al. (2014) vyuzili pro detekci CTCs magneticky znacené protilatky
aiChip umoznujici odnéti anukleovanych bunék a leukocytli. Pro naslednou
fluorescenci pak smes protildtek oznacovanou STEAM cilici na 5 markerit (Tubulin
beta-III, EGFR, A2BS5, cMET a Sox2). Ze vzorkii od celkem 33 pacientii byly CTCs
detekovany u 39 % z nich, pfi ¢emZ mnoZstvi detekovanych bunék odpovidalo progresi
onemocnéni. U jednoho ze Ctyf pacientli bylo v preoperativné odebranych vzorcich
periferni krve detekovano malé mnozstvi CTCs. Tubulin beta-III je jednim ze sedmi

isotypt B-tubulinu v lidském genomu vyskytujici se v piednostné v mladych neuronech
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a varlatech, nikoliv vSak v glidlnich bunikdch. Exprese tohoto proteinu je narusena
v glidlnich tumorech vcetné¢ GBM. Bylo vSak zjisténo, Ze zastoupeni bun¢k pozitivnich
na tubulin III-beta je v rdmci bun€k na invazivni strané tumoru jen 10,1 %. Minoritné
byly tyto bunky zastoupeny 1 ve vzdalené¢jSim regionu tumoru, ackoliv
z nezanedbantelnych 27,2 % (Chonan etal, 2017). Povrchovy marker A2B5 je
glykolipid exprimovany prekurzory jiz popisovanych oligodendrocyt s charakterem
NKB. Protoze je i A2B5 u GBM nadexprimovan, je nasnadé spojitost s ptivodem
nemoci v téchto builkach. Pro tyto ucely bylo A2BS5 vyuzito k extrakci glialnich
prekurzorovych bunék z gliomfl vyssich stupiii. Bylo také zjisténo, ze A2B5" buiiky
izolované od téch fyziologickych nadregulovaly geny spojené s akvizici
mezenchymalniho fenotypu. Nutno dodat, ze stejny trend vykazovaly 1 geny zapojené
v motilit€¢ bunék, predpokladem tedy je spojitost danych bunék s progresi malignity
a invazi do mozkového parenchymu (Auvergne ef al, 2013). Tyrosinkinasovy receptor
cMET je znam pro jeho nadexprimaci u GBM (Kwak et al., 2015). Transkripcni faktor
Sox2 zachovava proliferativni potencidl nervovych kmenovych ¢i prekurzorovych
bunék a pravdépodobné reguluje expresi genid zahrnutych v malignit¢ GBM

(Berezovsky et al., 2014).

Dalsi protein nalezici do rodiny IF typu III, vimentin, zajistuje bunécnou integritu
a ochranu bunék pfed mechanickym stresem. Je exprimovan v Sirokém spektru bunék
jako fibroblasty, endotelové buiiky ¢i neuronalni prekurzory. Je spojovan s progresi
malignit CNS jako molekularni marker astrocytomt. Jde také o jeden z markert EMT
a prognosticky faktor pro pacienty s GBM nebot’ byla zaznamenana exprese vimentinu
u vyssiho poctu pacientl s relapsem onemocnéni pod 3 mésice, nez u téch s relapsem po

vice nez 3 mésicich (Massagué, 2012; Zhao et al., 2018).

Pro tucely detekce CTCs u pacienti s GBM je vhodné zminit dale nestin,
intermediarni filamentum typu IV a patrné dilezity marker neuronalnich kmenovych,
resp. progenitorovych bunc¢k (i kdyz piesny efekt nestinu na vlastnosti kmenovych
bunék neni zcela prozkoumén). Bylo prokazano, Zze nestin mize slouZzit jako uzitecny
marker gliomovych bun¢k ve vzorcich periferni krve pacienti. Buiiky pozitivni na
nestin byly zastoupeny ze 74,5 % na invazivni stran€ tumoru, ackoliv srovnatelné bylo
zastoupeni téchto bunck i dale v tumoru. Pozorovéana byla také korelace vyssi exprese
nestinu u glioml vysSich stupiitt nez u glioml nizsich stupiitt (Ishiwata et al, 2011;

MacArthur et al., 2014; Chonan et al, 2017).
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V souvislosti s lidskymi NKB je také diskutovan povrchovy glykoprotein CD133.
Bohuzel viak nelze prozatim jednoznaéné spojovat pocetnost CD133" bunék tumoru
s po¢tem kmenovych bunck, protoze kromé korelace pozitivity bunék na CDI133
a schopnosti iniciovat vznik tumoru ¢i vysSi aktivity telomerasy jsou zndma také
protichtidna data. Celkova analyza dat z dostupnych vyzkumi vSak celkové ukazuje na
horsi prognozu u pacientii s GBM se zvySenou expresi CD133 (Zhang ef al., 2016). Ten
muze byt mimo to vhodnym ndstrojem pro blizsi specifikaci této jinak heterogenni
nemoci u pacientli, protoze vzorky mezenchymalniho a neurdlniho subtypu GBM byly
v genetické roviné spjaty stimto markerem ve vétSi mife, nez s klasickym

a proneuralnim subtypem (Zarkoob et al., 2013).

Jako uzite¢ny povrchovy marker se pii analyze CTCs ukézal byt EGFR popisovany
blize v kapitole 2.1.2. MacArthur efal. (2014) vyuzili imunofluorescen¢ni detekci
EGFR u bunék odebranych v ramci resekce tumoru IV. tfidy vykazujiciho amplifikaci
genu a nadexpresi tohoto receptoru pro potvrzeni pivodu izolovanych CTCs
v primarnim tumoru. Obdobn¢ byla demonstrovana amplifikace genu kodujiciho EGFR
u CTCs ve vzorcich spfedem zndmou amplifikaci v primérnim tumoru
(Sullivan et al., 2014). Miiller et al. (2014) pozorovali spojitost mezi amplifikaci EGFR
a uvolnéni CTCs do krevniho ob&hu, coz naznacuje uplatnéni signalizace skrze tento
receptor v extrakranidlnim Sifeni GBM. Toto nejsou jediné prace vyuZzivajici potencial
EGFR pro diagnostické ucely, z pohledu CTCs stoji za zminku bezesporu také neddvno
pozorované klastry téchto bunék s vyuzitim pravé EGFR a celkovou tspésnosti detekce
CTCs u 7 ze 13 pacientt, tedy z 53,8 %. Analyzy genetickych aberaci klastru CTCs
a téch v primarnim tumoru naznacuji mozné piekondni mozkovych bariér klastrem jako
celkem, nicméné tato hypotéza musi byt dale otestovana na SirSim zdkladé¢ vzorkl

(Krol et al., 2018).

2.3.3 Cirkulujici nadorové buiky v krevnim obéhu
Naplni-li CTCs vSechny piedpoklady nutné k diseminaci do krevniho ob¢hu, samotna

pritomnost v prostiedi odlisném od toho v CNS, predstavuje pro CTCs dalsi zkousku,
jez pro cirkulaci krevnim obéhem a piipadnou iniciaci vzddlenych metastaz musi
prekonat. Jde ptedev§sim o hemodynamické sily a rychlost proudu v cévach, CTCs jsou
také vystaveny kolizim s krevnimi elementy a adhezi k leukocytim, trombocytim
¢1 mikrofagim s moznou tvorbou ruznorodych komplexti (Tormoen efal., 2012;

Chistiakov a Chekhonin, 2018).
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Vztah mezi krevnimi elementy a CTCs si zada pozornost vétSiho mnozstvi vyzkumd,
pomérné dlouho je vSak v povédomi potencial trombocytli usnaditovat CTCs ptitomnost
v krevnim ftecisti jejich parovanim skrze glykoprotein IIb-IIla-fibrinogenové mustky.
Glykoprotein IIb-Illa je receptor pro fibrinogen zajiStujici aktivaci trombocytu
a popisovanymi mustky, resp. obklopenim nddorové buiiky trombocyty, mlze slouzit
jako ochrana ptfed imunitni odpovédi organismu zprostiedkovanou natural killers (NK)
lymfocyty. Pro NK je esencialni pfimy kontakt s danou bunkou a obklopeni nadorové
bunikky trombocyty je piekdzka. Trombocytdza je u mnoha rakovinnych onemocnéni
véetné GBM asociovana se S$patnou progndzou, pacienti také vykazuji zvySené
koagulacni parametry (Gay a Felding-Habermann, 2011). Podstatné je vSak to, ze byla
zaznamenana spojitost mezi bunkami vykazujicimi rysy EMT a zvySenou expresi
tkanovych faktort s diasledkem zvySené prokoagulacni aktivity (vazba na CTC
trombocyt aktivuje a ten pak degranuluje) a v kontextu vySe tedy i prometastatickym
efektem. Exprese téchto tkanovych faktori navic vyznamné podléhala regulaci
transkripénich faktort ZEB1 a Snal (Bourcy et al., 2016). Tato zjisténi umociuji
poznatky uvedené u regulace glidlné-mezenchymalni tranzice vyse, resp. spojitost mezi
ZEBI a Snail a progresi onemocnéni. Obdobny ptedpoklad lze formulovat v piipade
TGF-B, protoze odvozeny ztrombocyti byl zvelké c¢asti zodpovédny za redukci
exprese NKG2D receptori zajiStujicich cytotoxicitu NK Ilymfocytd. TGF-B je
fyziologicky vzato exprimovan trombocyty v daleko vEtsi mife ve srovnani s ostatnimi
bunikami a obklopuji-li CTCs, mohou byt velmi ucinnou zbrani pifi Gniku imunitni

reakci organismu (Kopp et al., 2009).

2.4 Piehled metod detekce cirkulujicich nadorovych bunék
V poslednich letech je patrné velké usili zoptimalizovat co moznd nejspecifictéjsi

metody detekce CTCs napfi¢ riznymi typy rakovinnych onemocnéni. Tato snaha vSak
bohuzel stale do jisté miry celi bunécné, molekuldrni a genetické heterogenité¢ CTCs
ztézujici jejich zavedeni. I pfesto lze vSak uvést pestrou paletu vice ¢i méné
uplatnitelnych metod a systémi pro detekci CTCs. Nepiimé metody zahrnuji detekci
specifickych genli amplifikaci pomoci PCR. Vyhodou je vyssi citlivost, ale mohou byt
spojeny s neuspokojivou specifitou a reprodukovatelnosti. Pfimé metody poskytuji
morfologické potvrzeni pfitomnosti CTCs, jejich kvantitativni analyzu a piipadnou

izolaci pro dalsi analyzu (Tanaka et al., 2010).
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Vyznamna ¢ast piimych metod je zalozena na imunoafinité, resp. pouZiti
specifickych protilatek proti markerim exprimovanych buiikou. V ramci pozitivni
selekce dochazi k zachyceni bun¢k diky témto markertim, zatimco negativni selekce
vyluCuje hematopoetické buiikky na pozadi pouzitim protilatek proti CD45
(tyrosinfosfatase regulujici antigen-receptorové signalizace T- a B-bunck). Tento
princip vyuzivaji systémy rtiznorodého uspotfadani, predné je vhodné zminit platformu
CellSearch®, ktera je jako jedina schvalena pro diagnostické cely americkym ufadem
pro kontrolu potravin a 16¢iv (Ahn eral., 2020). CellSearch® vsak vyuZiva pro
imunomagnetickou detekci epitelidlni marker EpCAM (konjugovany k magnetické
¢astici), coz jej pro ucely detekce mezenchymalnich CTCs (v€etné GBM) vylucuje
(viz kapitola 2.3.2.1). Detekci je vhodné potvrdit FISH analyzou pro odhaleni
specifickych genovych rysti nadorovych bunék. Dale jsou vyuzivany technologie na
bazi pratokové cytometrie ¢i  ve form€ mikroCipli rlznych uspotfadani

(Alix-Panabiéres a Pantel, 2014; Ahn et al., 2020).

Jiné pfistupy jsou zaloZzeny na moZznosti odliSit buiku od ostatnich na zaklad¢
biofyzikalnich vlastnosti buiiky jako velikost, hustota, mechanicka plasticita ielektricky
naboj. Mikrofiltrace vyuziva vétsiho, rigidnéjsSiho fenotypu bunék a vyhodou je
schopnost rychle zpracovat krevni vzorek. Mikrofiltracni systémy vSak trpi ucpavanim
arizikem pro dosazeni vysoké Cistoty je prekryv velikosti mezi CTCs a leukocyty.
Centrifugace v hustotnim gradientu zase té€zi ze své zejména finan¢ni nenaro¢nosti, ale
nachazi uplatnéni spiSe v pre-selekci pro jiné metody. Inercidlni fokusace pasivné
separuje CTCs na zaklad€ velikosti za pouziti setrva¢nych ucinkd v mikrofluidnich
zafizenich (Ferreira et al., 2016; Ahn et al., 2020). Pivodni piedstavy o tom, ze CTCs
jsou veétsi a méné deformovatelné ve srovnani s hematopoeticky bunikami vSak jiz diky
novym poznatkim uZz pfili§ neplati. Pfistupy vyuzivajici filtraci ¢i centrifugacni sily
tedy jiz vyzaduji pouziti jinych vice sofistikovanych metod pro enumeraci nejlépe
s molekularni charakterizaci pro urceni ptfesného piitvodu bun¢k. Mezi dalsi biofyzikalné
zalozené metody patii dielektroforéza izolujici CTCs na zdklad¢ odlisného elektrického
fenotypu (Alix-Panabicres a Pantel, 2014).

Kategorizace zbylych metod se do zna¢né miry lisi, vétSinou se jedna o velmi
specificka uspotradani vybocujici z vyse uvedenych kategorii s cilem pfimého zobrazeni
CTCs. Prikladem muze byt fotoakustickd pritokova cytometrie detekujici CTCs

v realném Case v Zilach pomoci laseru. Jde ale také o funk¢ni testy vyuzivajici bunénou
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aktivitu kultivovanych CTCs a s ni spojenou sekreci a znaceni specifickych proteinti
¢i Stépeni fluorescencné znacené adhezni matrix (Alix-Panabiéres a Pantel, 2014; Ahn
et al., 2020). Piimou detekci vyuZiva i systém Cytotrack CT11™ (CytoTrack ApS,
Lyngby, Dansko) kombinujici zna¢eni CTCs specifickymi protilatkami a fluorescen¢ni
analyzu bez nutnosti ptredchozi selekce bunc¢k ve vzorku diky vysoké skenovaci
kapacité. Ferreira ef al. (2016) jej stavi vedle platformy FAST™ vyuzivajici skenovani
pomoci optickych vlaken a fotondsobict s kratkym expozicnim ¢asem a vétsi plochou
vysetifovaného pole. Ackoliv disponuje vysokou rychlosti skenovani (25 miliona
bun¢k/minutu), nevyhodou je snizené rozliSeni obrazu s potfebou dal§itho ovéteni
potencialnich CTCs jinymi zobrazovacimi metodami o vysokém rozliSeni. Cytotrack
skenuje zpracovany vzorek aplikovany po speciadlnim sklenéném disku (CytoDisc™)
rychlosti 100 milionit bunék za minutu (Obr. 5). Vramci skenovéani vyselektuje
potencialni pozitivni signaly, které je mozné dale vyhodnocovat pomoci riznych
optickych filtrh, pfipadné izolovat specidlnim pipetovacim systémem (CytoPicker™).
Ze srovnani se systémem CellSearch®, tedy jedinou dosud schvélenou metodou, vysel
CytoTrack srovnatelné. Studie provedené na bunécné linii karcinomu prsu prokézaly
Géinnost zachyceni pro CytoTrack 69 % a pro CellSearch® 71 % (Hillig et al., 2015;
Ferreira et al., 2016; Gogenur et al., 2017).

2.4.1 Vybrané markery cirkulujicich nadorovych bunék u pacienti
s multiformnim glioblastomem

2.4.1.1 Glialni fibrilarni acidicky protein

GFAP tvoii IF III. typu, strukturné je podobny dalSim neepitelidlnim proteinim jako
vimentinu, desminu ¢i peripherinu. Filamentum je utvafeno paralelnim vinutim dvou
monomel okolo sebe za tvorby dimeru a antiparalelnim uspotaddnim dimert do
tetramert a déale do oktamerti (Alberts ef al., 2015; van Bodegraven et al., 2019). Jako
soucast cytoskeletu glidlnich bunék participuje na plnéni funkci této bunééné soucasti.
Kromé téch elementarnich jako mechanickd odolnost ¢i signalizace jsou diskutovany
dalsi specifictéjsi funkce odvijejici se od jednotlivych isoforem GFAP. Aktualné jich je
znamo 10 a pozorovani rozdilné miry jejich exprese dalo vzniku nékolika subpopulacim
astrocytil. Pfi¢inou vzniku isoforem je alternativni splicing mRNA, tento jinak
konzervovany protein se li$i podobou domény tvofici vlakno na C-konci. Protoze jsou

dalezité¢ pro seskupeni filament a vazbu interagujicich proteind, jejich riznorodost se
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muze odrazet vrozdilné struktuie IF a tim 1 morfologii a funkc¢nosti astrocyta

(Middeldorp a Hol, 2011).

V lidském mozku je obecné zastoupena nejvice GFAP-a isoforma, vzhledem k niz je

Obr. 5 Celkovy pohled na platformu pro ptimou detekci cirkulujicich nadorovych bunék
Cytotrack CT11™ (vy3e) a detail skenovaciho zafizeni s vlozenym diskem CytoDisc™
(nize). Zdroj: https://www.cytotrack.com/index.php/technology
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relativné vztahovana mira exprese GFAP-§ (isoforma znesnadnujici tvorbu filament
a v ramci zvySen¢ho poméru GFAP-6/a souvisejici se zvySenou proliferaci a tim vyssi
malignitou). ZvySend exprese jinak malo zastoupené¢ho a na proliferativni bunécné
oblasti mozku omezeného GFAP-0 byla zaznamendna u astrocytomt nizSich stupnua
i glioblastomu s pozitivni korelaci ke zvySujici se pozitivité této isoformy. GFAP-6 se
tim zda byt cennym markerem v detekci a hodnoceni malignity astrocytomil véetné
glioblastomu (Choi etal., 2009; Heo etal, 2012; Brehar etal, 2014;
Stassen et al., 2017). Zejména Brehar et al. (2014) na S$irSi zdkladné vzorka vztahli
GFAP-6 pozitivitu bun€k k invazivnosti za pomoci sledovani koexprese nestinu.
Divodem byl vodborné literatufe diskutovany fakt, ze GFAP-8 buiky vykazuji
koexpresi markerti neurdlnich kmenovych bunck v Cele snestinem. To je klicové
z pohledu vyse popisovan¢ho piedpokladu, ze onkogeneze gliomli mize mit pivod
pravé v populaci srysy kmenovych bunék navic vtomto pfipadé plvodem
v proliferativnich zonach mozku obsahujici neuralni progenitorové buiiky. Nutno dodat,

ze zminény vyzkum zaznamenal u nestinu souhlasné trendy jako u GFAP-9.

GFAP je exprimovan u zdravého mozku piednostné v dospélych astrocytech
(Middeldorp a Hol, 2011). Vyssi exprese GFAP byva tedy spojovana s vice
diferencovanymi a méné¢ malignimi tumory, tento pfistup vSak patrné neplati v SirSim
metitku. Divodem je pozorovani exprese také v nevyspélych a nediferencovanych
bunikach CNS spolu s astrocyty reagujicimi na rst tumoru. Zvyseny vyskyt GFAP tedy
vzhledem k témto a ve vysSe uvedenych odstavcich uvedenym faktim podporuje GFAP
jako marker spiSe vice malignich astrocytomil, coz v neddvné review srhnuji van

Bodegraven et al. (2019).

2.4.1.2 Vimentin
Vimentin tvoii IF III. typu a je taktéz jednim z hlavnich proteint IF v astrocytech.

Vimentin sdili s GFAP strukturni rysy zminéné vySe a patrné je na ném z funkéniho
hlediska do urcit¢ miry zavisly (Middeldorp a Hol, 2011). Byla také zaznamenana
koexprese vimentinu a GFAP-6 (van Den Berge et al., 2010).

Vimentin je znam jako marker rakovinnych metastdz a jako nedilna soucast EMT.
Bylo pozorovano, ze exprese vimentinovych IF koreluje s mezenchymalnim rysem
bunék a jejich motilitou. Navic mikroinjekce vimentinu ¢i transfekce pfislusné cDNA
mélo za nasledek rychly pfechod epitelidlnich bun¢k k mezenchymdlnimu fenotypu

(Mendez et al., 2010). Organizace vimentinovych vldken je provdzana s aktinem
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a mikrotubuly skrze riznorodé interakce. Jde piedev§im o omezeni motility
vimentinovych fragmentd napojenim na aktinova vldkna ¢i jejich transport podél
mikrotubul v ramci jejich oddélovani ¢i opctovného spojovani. Vznikld sit
vimentinovych IF je velmi dynamickd a jako vyznamna Cast cytoskeletu ovliviiuje
procesy vyzadujici zménu tvaru buiiky vcetné jeji migrace (Hookway et al., 2015). Pro¢
je exprese vimentinu doprovodnym jevem EMT, neni pfesné zndmo. Patrné vSak skrze
participaci na strukturni integrité bunék. Costigliola et al. (2017) toto specifikuji tak, ze
organizace vimentinovych IF fidi vyrovnavani trak¢énich napéti potiebnych pro migraci
buniky. Byla totiz pozorovana koorientace vimentinovych vlaken s vétvenim fibroblastt
1 smérem pohybu bunc¢k. Navic orientace vimentinu a mikrotubull se vzajemné
posilovaly ve smyslu celkové polarity buitky béhem migrace. Nabizi se tedy tvaha, ze
vimentin diky vyse uvedené provazanosti s aktinem a mikrotubuly integruje polariza¢ni
ucinek mikrotubulli s aktinomyosinovymi silami fidici mezenchymalni migraci
(Gan et al., 2016; Costigliola et al., 2017).

Jako klicova se zdaji byt zjisténi spojujici jiz diskutované poznatky o Slug faktorech
u glibolastomu s vimentinem. Ten je soucasti reciprocni regulacni interakce
s MAPK/ERK kaskadou usnadnujici fosforylaci Slug ve specifickém misté umoznujici
Slug indukovat mimo jiné expresi vimentinu. Ten totiz u tumoru prsu podporuje aktivitu
ERK, protoze slouzi jako scaffold spojujici Slug a ERK v cytoplazmé
(Virtakoivu et al., 2015).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

6-diamidino-2-fenylindol (Carl Roth GmbH, Némecko)

Anti-CD45 mysi monoklonalni protilatky (HI30), konjugované s allofykocyaninem,
eBioscience™ (Invitrogen™, USA)

Anti-GFAP (GA5) mysi monoklondlni protilatky, konjugované s Alexa Fluor™ 488
(Cell Signaling Technology, USA)

Anti-vimentin krali¢i polyklondlni protilatky, konjugované s cyaninem 3 (Bioss Inc,
USA)

Diethylpyrokarbonat (DEPC) voda (Invitrogen™, USA)

DMEM médium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich, USA)

DNA eluéni pufr (Roche, Svycarsko)

Ethanol 80% (Sigma-Aldrich, USA)

Filtra¢ni pufr I (Roche, Svycarsko)

Filtra¢ni pufr II (Roche, Svycarsko)

FixoGum® (Marabu, Némecko)

Fosfatem pufrovany solny roztok (PBS, zanglického terminu ,,Phosphate buffered
saline, katalogové ¢islo 444057Y, VWR Chemicals, USA)

Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA, zanglického terminu ,,Bovine Serum
Albumin®. Katalogové¢ ¢islo 44155Y, VWR Chemicals, USA)

Isopropanol (Sigma-Aldrich, USA)

Kultivaéni lahve (Techno Plastic Products AG, Svycarsko)

Lyzac¢ni roztok BD FACS™ Lysing Solution 10x Concentrate (BD Biosciences, USA)
May-Griinwaldtv roztok (Carl Roth GmbH, Némecko)

Mounting Medium (DuoLink®, Velké Britanie)

Pufr pro DNA v parafinovych blocich (Roche, Svycarsko)

Roztok Giemsa-Romanovski (Penta, Ceské republika)

TrypLE™ Select CTS™ (Gibco, Life Technologies, USA)

Pristrojové vybaveni:

Bunéény analyzator Vi-cell (BeckmanCoulter, USA)

Centrifuga Z323K (Hermle, Némecko)

CytoTrack CT11™ (CytoTrack Aps, Dansko)
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Invertovany skenovaci konfokalni fluorescencni mikroskop Olympus IX83 (Olympus,
Japonsko)

Kamera AxioCam ERc 5s (Carl Zeiss AG, Némecko)

Kamera Zyla sCMOS (Andor Technology Ltd., Severni Irsko)

Konfokalni mikroskop ZEISS LSM780, Elyra PS.1 + 355nm laser (Carl Zeiss AG,
Némecko)

Laminarni box Aura 2000 M.A.C. (BioAir, Italie)

Svételny mikroskop ZEISS Lab.A1 (Carl Zeiss AG, Némecko)

Ttepacka (Biosan, Litva)

UV/VIS spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc., USA)

Piislusenstvi a pomucky:

CytoCover™ (CytoTrack Aps, Dansko)

CytoDics™ (CytoTrack Aps, Dansko)

Odbérové zkumavky Cell-Free DNA BCT® 10 ml (Streck, Inc., USA)

Odbérove zkumavky CellSave 10 ml (Menarini-Silicon Biosystems, Inc., Italie)
Odbérové zkumavky VACUETTE® TUBE 10 ml K,EDTA (Greiner Bio-One,
Rakousko)

Pipety (Eppendorf, Némecko)

Software:

CytoTrack Software (CytoTrack Aps, Dansko)

NanoDrop software (Thermo Fisher Scientific, USA)

Olympus CellSens (Olympus, Japonsko)

ZEISS ZEN (Carl Zeiss AG, Némecko)

3.2 Material a metody

3.2.1 Biologicky material

Pro tcely selekce odbérovych zkumavek k odbéru krevnich vzorki bylo odebrano
9 vzorkli periferni krve od kazdého z 5 zdravych donorti — zaméstnancti Ustavu
molekularni a translaéni mediciny (UMTM). S jejich souhlasem tak byly ziskany vzdy
3 sady 3 vzorkil odebranych do zkumavek Streck, CellSave a do béznych odbérovych
zkumavek s obsahem soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA, dale jen

zkumavky EDTA) bez dalSich stabilizacnich smési.
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Do validacnich experimentii byla pouzita bunétna linie U-87 MG poskytnuta
Laboratofi bun&ené biologie UMTM a periferni krev zdravého donora — piedkladatele
diplomové prace. Do experimenti byla dale po podepsani informovaného souhlasu
s uCasti ve studii zafazena periferni krev sedmi pacienti Neurochirurgické kliniky
Fakultni nemocnice Olomouc s multiformnim glioblastomem. Krev byla odebrana

preoperativné do piedem vybranych odbérovych zkumavek (viz dale).

3.2.2 Vybér vhodnych zkumavek pro odbér krevnich vzorki
V tomto experimentu byl testovan vliv vybranych zkumavek na stabilitu krevniho

vzorku, resp. krevnich elementi, DNA a piipadnych CTCs. Protoze neni vzdy mozné
odebirat biologicky materidl v misté zpracovani, na stabilitu odebrané¢ho vzorku jsou
v souvislosti se skladovanim a transportem z jinych klinik kladeny vyssi naroky. Nize
jsou uvedeny zkumavky pouzité v tomto experimentu a jejich strucnd charakteristika,
z niZ vyplyva zamé&feni na stabilitu DNA.

Prvni zkumavkou v experimentu byla bézna komer¢éni zkumavka s di-, resp. tri-
draselnou soli EDTA (K;EDTA, K;EDTA). Tato zkumavka je v obecné roviné¢ znama
pro své antikoagula&ni uéinky diky chelataci mj. Ca®" iontd. Ty hraji vyznamnou roli ve
vn&jsi i vnitini hemokoagulaéni kaskads, v prvni zminéné kaskadé jsou mj. Ca®" ionty
tteba k aktivaci faktoru X podilejictho se dédle na aktivaci protrombinu. V druhé
zminéné kaskade, kterd nastava pii kontaktu krve se smacivym povrchem (napft. sklem),
jsou Ca®" ionty tieba k aktivaci faktoru IX, coz dale vede opét k aktivaci protrombinu
ave vysledku ke srazeni krve (Koolman a Roehm, 2005). Schopnost kyseliny
ethylendiamintetraoctové chelatovat dvojmocné kationty, které jsou jako kofaktory
nutné pro funk¢nost fady degradacnich enzymt, je dulezita také v blokaci degradace

DNA ¢i RNA (Banfi et al., 2007).
Zkumavky Cell-Free DNA BCT® od firmy Streck s obsahem blize nespecifikované

konzervacni smési (jejiz soucasti je KsEDTA) dle vyrobce stabilizuje jaderné buiiky,
coz brani uvolnéni genomové DNA a zarucuje spolu s cfDNA (cell-free neboli volna
DNA) jeji stabilitu po dobu az 14 dni pfi teploté 6 — 37 °C. Cirkulujici nddorové bunky
jsou stabilni az 7 dni v teplotnim rozmezi 15 — 30 °C a je minimalizovana jejich
degradace. Tyto zkumavky jsou tedy navrzeny pro snizeni potfeby okamzitého
zpracovani vzorku a umoZznéni izolace vysoce kvalitni volné DNA za soucasné

moznosti transportu a docasného skladovani vzorku (Fernando etal., 2010;

Wong et al., 2013).
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Zkumavky CellSave systému CellSearch® firmy Menarini-Silicon Biosystems, Inc.
stabilizuji cirkulujici nddorové buiiky az na 96 hodin pii pokojové teploté a zlepSuji
reprodukovatelnost a spolehlivost analyzy zminénych bunck (Riethdorf ef al., 2007).
Existuje také predpoklad pozitivniho vlivu stabilizujicich latek na ctDNA (cirkulujici
tumorovd DNA), ovSem pro potvrzeni této hypotézy je prozatim ziskdno malé¢ mnozstvi

dat (Kang et al., 2016).

3.2.2.1 Krevni natér
Prvnim krokem stabilitniho experimentu bylo provedeni krevniho natéru na podlozni

sklo. Jiz vyschlé krevni natéry byly dodany k dalSimu zpracovani - fixaci a barveni.
Sklicka s krevnim vzorkem byla srovnana do vodorovné polohy a zakapana
koncentrovanym May-Griinwaldovym roztokem na dobu 30 vtefin. Po uplynuti této
doby nasledovalo zakapani vzorku destilovanou vodou na dobu 2,5 minuty.
Nasledovalo sliti barviva a kratky oplach destilovanou vodou. Podlozni sklicko se
vzorkem bylo poté vloZzeno na 20 minut do kyvety s roztokem Giemsa-Romanovski
(10 ml roztoku Giemsa-Romanowski na 90 ml destilované vody) a po uplynuti dané
doby bylo vytazeno z kyvety se souasnym slitim barviva. Takto zpracovany vzorek byl

ponechan pii laboratorni teploté k uschnuti.

3.2.2.2 Izolace krevni plazmy a DNA
Zbyvajici objem krevniho vzorku byl pielit do 15 ml falkony se Sroubovacim vickem

a centrifugovan v predem vychlazené centrifuze pii 4 °C a 2000 x g po dobu 10 minut
bez pouziti brzdy (hodnota 1). Po uplynuti doby centrifugace byl do mikrozkumavky
odebran plazmaticky supernatant a ptenesen do nové Sml zkumavky k dal$i centrifugaci
— 10 minut pfi 15000 x g pii 4 °C a bez brzdy. Plazma byla po dalsi centrifugaci

odebrana s ohledem na nenaruseni pelety na dn¢ zkumavky a zamrazena pti -20 °C.

Nasledovala izolace DNA pomoci soupravy pro manualni izolaci cirkulujici DNA
(ctDNA a cfDNA) cobas® ¢fDNA Sample Preparation Kit. Krevni plazma byla na ledu
nejdiive pozvolna rozmrazena a promichdna na vortexu. 2 ml kazdého vzorku
a negativni kontroly (sterilni H,O) bylo pfeneseno do vlastni 15ml zkumavky, pfidano
250 pl proteinasy K (E.C.: 3.4.21.64), 2 ml vazebného pufru pro DNA v parafinovych
blocich a inkubovano 30 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace byly
vzorky promichany 3 az Snasobnym otocenim zkumavek. Dale nésledoval piidavek
500 pl isopropanolu a promichani otocenim zkumavek (asi 5x). Lyzat byl pfenesen do

jednotky s nastavcem High Pure (HPEA FT jednotka) a 5 minut centrifugovan pfii
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4000 x g. Jednotka byla poté vyjmuta z konické odbérové zkumavky a vlozena do
odbérové zkumavky CT. Po zakrouceni vétsi uzaviraci svorkou byla vyjmuta ze
sestavy, odstranéna mensi uzaviraci svorka zpod vicka filtra¢ni zkumavky (FT)
zatlacenim smérem vzhliru do zlomu tésnéni. Pouzita kapalina z HPEA FT byla
zlikvidovéna do chemického odpadu a do kazdé FT ptidano 500 pl filtraéniho pufru L
Na stolni centrifuze byly jednotky FT/CT 1 minutu centrifugovany pii 8000 x g, kazda
FT pak byla vlozena do nové CT a pouzita kapalina opét zlikvidovana stejné jako staré
CT. Po ptidavku 500 pl filtratniho pufru II nasledoval stejny centrifugacni krok
a likvidace kapaliny i CT. Jednotky FT/CT byly dale centrifugovany pti 16 000 g
I minutu pro vyschnuti membrany filtru. FT byla vlozena do elu¢ni zkumavky
a kapalina z CT 1 staré¢ CT opét zlikvidovany. Do stfedu membrany bylo bez dotyku s ni
piidano 100 pul DNA elu¢niho pufru a inkubovano 5 minut pti laboratorni teploté. DNA

eluat byl ziskéan centrifugaci FT s elu¢ni zkumavkou pii 8000 x g po dobu 1 minuty.

DNA z krve byla ziskdna za vyuziti MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit
s automatickou izolaci.pfistrojem MagCore HF16. Metoda vyuzivd ptfednaplnénou
kazetu s proteinasou K (E.C.: 3.4.21.64) a hydrochlorid guanidinem k 1yzi bunék
a degradaci proteinti. 400 pl promichané plné krve bylo napipetovano do MagCore tuby
(se sterilni H,O jako negativni kontrola), zkumavka umisténa do spravné pozice

v drzéku T-rack, stejn¢ jako elu¢ni tuba a TipPlusHolder dle manualu.

3.2.2.3 Stanoveni koncentrace DNA
Pted zamrazenim daného vzorku DNA byla zméfena jeji koncentrace pomoci UV-VIS

spektrofotometru NanoDrop ND-1000. Nejprve byl vzorek promichdn na vortexu,
spektrofotometr vyblankovan 1,5 ul sterilni H,O a po jejim odstranéni a ocisténi cocky
buni¢inou napipetovan stejny objem vzorku. Po zméfeni koncentrace vzorku se stejny
postup odpipetovani vzorku i ¢isténi ¢ocky vzdy opakoval. Spolu s koncentraci DNA
byla zaznamendna také Cistota vzorku vyhdzejici zpoméru absorbance pfi

260 a 280 nm.

3.2.3 Validace znaceni nadorovych bunék na bunééné linii U-87 MG
Bunécna linie U-87 MG a sni souvisejici materidl a chemikalie byly poskytnuty

Laboratofi bunééné biologiec UMTM. Pomoci svételného mikroskopu byla nejprve
zhodnocena konfluence bunck kultivovanych v kultivaéni lahvi, aby se vyloucila
transformace linie, kdy v pfipadném zaplnéni povrchu nddoby jsou buiky kontaktné

inhibovany a selektuji se ty, které ztraceji tuto kontrolu rtstu. Prvnim krokem pro
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pouziti bunéné kultury bylo odliti DMEM média z kultivacni lahve do odpadu.
Nasledovalo promyti kultury 10 ml Ix PBS pufrem pomoci sterilni délené pipety
sautomatickym pipetovacim nastavcem a odliti pufru do odpadu. Déle bylo provedeno
oddéleni bun¢k od povrchu lahve piidavkem 1 ml ptfipravku TrypLE a ponechanim
kultivacni lahve na nékolik minut v inkubatoru (pii 37 °C, atmosféie s 5 % CO,,
saturovanou humiditou). Po vyjmuti zinkubatoru a vizudlni kontrole pomoci
mikroskopu byla lahev jemnym poklepanim zbavena zbytku ulpélych bunck a ty
resuspendovany v ptidavku 1 ml média. 1 ml bunécné suspenze bylo ptepipetovano do
mikrozkumavky a dale analyzovana pomoci pfistroje Vi-Cell zhlediska poctu
a variability bunck. Ziskdna data byla zaznamenana a suspenze dale nafedéna na
pozadovanou koncentraci bun¢k pomoci PBS. Do takto ziskané suspenze se piidala
predem piipravend barvici smés v objemu 60 pl. Smés obsahovala 7 pl anti-GFAP mysi
monoklonalni protilatky (klon GA5), konjugované s fluoroforem Alexa Fluor®™ 488. Ten
ma absorb¢éni maximum pii 493 nm a emisni maximum pii 519 nm, tedy v zelené Casti
spektra. Dale Slo o kréli¢i polyklondlni anti-vimentin protilatky konjugované
s cyaninem 3 (3 pl). Toto cyaninové barvivo je excitovano pii 532 nm a emituje
vrozmezi 554-568 nm (ve zlutooranzové casti spektra). Bylo také pouzito 5 pl
protilatky anti-CD45 mySi monoklonalni protilatky (klon HI30) konjugované
s allofykocyaninem s excitanim rozmezim 633-647 nm a emisi zafeni pii 660 nm
(vcCervené  Casti  spektra).  Vneposledni  tadé byl  soucasti  smési
6-diamidino-2-fenylindol v objemu 3 ul pro vizualizaci buné¢nych jader, v nichz se
vaze na AT bohaté oblasti v DNA. Toto barvivo méa excitatni maximum pii 358 nm
a emisni pfi 461 nm (modra cast spektra).

Dalsim krokem byla fixace ziskanych bunék na podlozni sklo — suspenze byla
nanesena v objemu asi 0,5 ml a za pouziti Spicky pipety rozprostiena do rovnoméerné
tenké vrstvy. Po vyschnuti podlozni sklo bylo vlozeno ptfesné na 10 minut do roztoku
kyseliny octové s methanolem (1:3). Po této inkubaci bylo podlozni sklo ponechdno na
asi 30 minut k vysuseni ve flowboxu a vyhodnoceno pomoci konfokéalniho mikroskopu
ZEISS LSM780 a software ZEISS ZEN. Totozny postup ptipravy bunécné suspenze byl
proveden i v piipadé¢ validacniho experimentu s krevnim vzorkem analyzovanym
ptistrojem CytoTrack s tim rozdilem, Ze suspenze byla ptfidana do odebrané krve pfimo

pied jejim zpracovanim.
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3.2.4 Detekcee cirkulujicich nadorovych bunék systémem CytoTrack CT11™
3.2.4.1 Zpracovani krevniho vzorku

Prvnim krokem pro zpracovani vzorku je izolovat tzv. buffy coat, tenkou vrstvu vzorku
pfimo nad erythrocyty s potencidlem obsahu bunc¢k zajmu, trombocytii a leukocyti.
V ramci tohoto kroku se vzorek centrifugoval 15 minut pfi 2500 x g, s naslednym
odstranénim vétSiny plazmy vyjma zhruba 0,5 ml nad buffy coatem. Samotny bufty
coat byl krouzivym pohybem S$picky pipety izolovan a pieveden do 15ml plastové
zkumavky - falkony (1-2 ml). Druhym krokem je lyze erytrocytl — k izolovanému buffy
coatu byl pfiddn FACS Lysing Solution do celkového objemu 10 ml, ziskany roztok
inkubovan pii pokojové teploté a na kyvacce 15 minut a centrifugovan 15 minut pfi
2500 x g. Po odliti supernatantu do odpadu nésledoval krok barveni CTCs. Barvici smés
obsahovala stejnou kombinaci i objemy protilatek jako v bod¢ 3.2.3 opét spolu s DAPI
(8 ul anti-GFAP, 3 pl anti-vimentin, 5 pl anti-CD45 a 3 pul DAPI). Smés byla kratce
zcentrifugovéna na minicentrifuze a nafedéna v PBS a BSA do objemu 60 pl pfidana
k pelet¢ vzorku, resp. peleta pomoci tohoto objemu rozsuspendovdna fadnym
propipetovanim.

Vzorek se dale umistil k inkubaci do tmy na 60 minut. Ve ctvrtém kroku bylo
provedeno nejprve promyti pridavkem asi 10 ml vychlazeného 1% BSA v PBS fadnym
promichanim a 5 minutovou inkubaci ve tmé. Po centrifugaci 15 minut pii 2500 x g
a odliti supernatantu do odpadu se krok opakoval s 0,5% BSA v PBS tentokrat bez
inkubace. K ziskané pelet¢ byl pfidan 1 ml dH,O a fddné promichdno s moznosti

uchovani v chladu a tmé az 24 hodin.

3.2.4.2 Aplikace vzorku na CytoDisc™
Suspenze ziskana v pfedchozim postupu byla nanesena na stied CytoDisc™ a pomoci

Spicky na pipeté krouzivymi pohyby rovnomérné rozettena do co mozna nejvice
souvislé vrstvy se zachovanim asi 0,5cm prazdného okraje od hrany. Disk byl ponechan
ve tm¢ v laminarnim boxu k vysuSeni minimélné 2 hodiny, zpravidla v§ak do druhého
dne. Na vysuSeny disk se dale pfidalo 400 pl Mounting Media do stfedu tak,
aby nasledné prekryti disku krycim sklem CytoCover po jemném stlaceni rovnomérné
rozprosttel medium po celé ploSe vzorku na disku. Pfipadné vzduchové bubliny byly
vytlageny a kryci sklo zafixovano po okrajich za pouZiti elastického lepidla FixoGum®
tak, aby obsdhlo okraj kryciho skla i CytoDisk. Nanesené lepidlo se susilo pii pokojové

teploté minimalné€ 45 minut (Ize ponechat pies noc).
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3.2.4.3 Skenovani vzorku
CytoDisc se pted skenovanim ocistil pomoci 80% ethanolu a vylestil ubrousky na

optiku. Dale byl umistén a zajiStén do skenovaciho prostoru v CytoTrack piistroji.
Samotné skenovani probihalo nejprve v pfislusSném software zaostfenim vychozich
bodi na filtru pro DAPI, resp. na zobrazenych bunécnych jadrech za vyuziti objektivu
20x/0.75. Pro spusténi skenovani pfistroj naopak vyuziva objektiv 20x/0.40, ale pro
nasledné vyhodnocovani preselektovanych signali (tzv. hotspotll) vyuziva opét
piedchozi objektiv. Pied spusténim skenovani je také mozné nastavit nékteré parametry
jako vystupni vykon laseru, rychlost skenovani ¢i upfesnit intervaly nékterych
numerickych filtrd pro selekci vybranych fluorescen¢nich signali. Hotspoty byly
vyhodnocovany za pouziti pfislusnych filtri optického systému, jejichz libovolna
volitelnost umoziiuje bez nutnosti opakovaného =zaostieni a piiblizeni bunck
vyhodnocovat pozitivitu bun€k na piislusné markery. Software také umoznuje pracovni
klasifikaci hotspotdi podle miry, do jaké vykazuji znaky CTCs, k ptipadnému

pozdéjsimu hodnoceni.

45



4 Vysledky

4.1 Vybér vhodnych zkumavek pro odbér krevnich vzorki

4.1.1 Krevni natéry

Krevni natéry byly vyhodnoceny pomoci svételného mikroskopu ZEISS Lab.Al (pii
zvétSeni 40x) a kamery AxioCam ERc 5s. Vystupem jsou snimky pozorované a ulozené

prostiednictvim software ZEN 2012 (blue edition).

Na Obr. 6a—5c jsou krevni natéry vzorkt odebranych do zkumavek CellSave
a zpracovanych v den odbéru, na nichz lze pozorovat erytrocyty (zejména Obr. 6a)
a neutrofily vykazujici fyziologické rysy. Prvn€ jmenované krevni elementy jsou
nepravideln¢ a relativné¢ bezkontaktné rozmistény, stejné¢ jako neutrofily jsou
ohrani¢ené, normativni velikosti, pravidelné a bez znamek deformaci. Celkovée
v téchto krevnich natérech nebyly pozorovany zéasadnéj$i patologické jevy, coz
potvrzuje absenci zdravotnich problémt u darcti periferni krve. Zbyvajici obrazky
zachycuji vzorky odebrané do totoznych zkumavek, ale zpracovanych tfeti den po
odbéru. Ve srovnani zejména s témi zpracovanymi v den odbéru a druhy den po odbéru
(neuvedeno) doslo k n¢kolika jednoznaénym projevim pozdniho zpracovani
stupniujicich se s naristajici délkou skladovéani. V prvni fadé byla na vSech vzorcich
patrna zména struktury membrany erytrocytd (Obr. 6e a 6g). Ta je zvraSténa,
nepravidelného tvaru a pfipominajici Casto echinocyt. Integrita erytrocyti je vSak
zachovana do té miry, Ze neni vyznamnéji pozorovatelna jejich 1yze a nutno dodat, ze
krom& pozménénych erytrocytli Ize stile pozorovat i normocyty. Zajimavé je dale
pozorovani zvysené vzajemné adherity erytrocytl (pfimky na Obr. 6d a 6f). Ve diive
zpracovanych vzorcich erytrocyty byly celkové vice rozprostfeny s men$i mirou
vzajemnych kontaktli (Obr. 6a-6¢). Kromé¢ trombocytii Ize v krevnich natérech ze
tretiho dne spatiit také lymfocyt ¢i neutrofil, které a¢ nevykazuji znamky lyze, misty
také vykazuji drobné abnormality zejména co do plasticity membrany (Obr. 6h),

pfipadné tvaru. Velmi vzacné byl pozorovan rozpad jadernych bunék (Obr. 6f).

V ptipad¢ krevnich natérti vzorki odebranych do zkumavek Streck je pozorovani
(Obr. 7a-7e) do zna¢né miry srovnatelné se vzorky odebranymi do zkumavek CellSave,
avSak celkové s niz§im zastoupenim tvarové ¢i membranové abnormalnich erytrocyti.
Stejné jako v ptfedchozim ptipad€é nebyly az na vyjimky pozorovany elementy znacici

rozpad nuklearnich bungk.
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Obr. 6a-6h Snimky krevnich natéri ze svételného mikroskopu. Vzorky odebrané do zkumavek
CellSave. Obr. 6a-6¢ zachycuji fyziologicky krevni natér s neutrofily (modré Sipky) na pozadi
erytrocytl. Na Obr. 6d-6h jsou krevni natéry zpracované 3. den po odbéru vykazujici stres
erytrocyt (Cerné Sipky) a bun¢k (modré Sipky). Buriky a jadra jsou nerovnomérné ohranic¢eny
(6d — lymfocyt; 6e — lymfocyt (vyse), monocyt (nize); 6f — ojedinéla lyze jaderné bunky;
6g — echinocyty; 6h — monocyt ¢i modifikovany lymfocyt), zvétSeni: 40x.
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Obr. 7a-7e Snimky krevnich natérti ze svételného mikroskopu. Vzorky odebrané do zkumavek
Streck. Obr. 7a,b zachycuji fyziologicky krevni natér s neutrofilem (modra Sipka) na pozadi
erytrocytli. Na Obr. 7c-7e jsou krevni natéry zpracované 3. den po odbéru vykazujici stres
erytrocytl (Cerné Sipky) a bunék (modré Sipky). Buiniky a jadra jsou nerovnomérné ohranic¢eny
a ojedin¢le byly patrné bunécné fragmenty (7e¢ - modra Sipka), 7d — patrné€ neutrofily (modré
Sipky), ackoliv identifikaci zt€zuje zhorSena bunécna integrita, zvetSeni: 40x.
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Obr. 8a-8g Snimky krevnich natéri ze svételného mikroskopu. Vzorky odebrané do zkumavek
obsahujici jen soli EDTA. Obr. 8a,b zachycuji fyziologicky krevni natér s neutrofily (modré
Sipky) na pozadi erytrocyti. Na Obr. 8c-8g jsou krevni natéry zpracované 3. den po odbéru
vykazujici stres erytrocyti (Cerné Sipky) a bunék (modré Sipky). Bunky a jadra jsou

Y4

nerovnomérné ohrani¢eny a velka ¢ast pozorovanych bunck byla zlyzovana (modr¢ Sipky na
Obr. 8e-8g). Sipka na Obr. 8c — lymfocyt, zvétSeni: 40x

Krevni natéry vzorkd odebranych do béznych zkumavek s EDTA vykazuji ze vSech
studovanych vzorkl nejvétsi zastoupeni rizné modifikovanych erytrocyti. Ty mimo
vySe popisovanych pozorovani jevi misty polychromasické znaky. Nejvice kontrastni

s predchozimi dvéma skupinami natért vSak jsou velice ¢astd pozorovani rozpadu
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bunék a s tim souvisejicich fragmentl jadernych bunék (Obr. 8a-8g). U tohoto natéru

jsou dale patrné elementy naznacujici moznou lyzy jadernych bunék.

4.1.2 Stabilita DNA
Pfi porovnani schopnosti stabilizace krevnich vzorki vybranymi odbérovymi

zkumavkami byla ziskana data, ktera byla otestovdna na normalitu rozdéleni
(Shapirav—Wilkav test) prostiednictvim software GraphPad Prism 8.4.2. Hodnoty
koncentraci DNA v krvi vykazovaly normalni rozdéleni, byly tedy dale testovany
analyzou rozptylu (dvoufaktorovd ANOVA) na hladin€ vyznamnosti 95 % (a=0,05).
Shapirdv—Wilkiiv test hodnot koncentraci DNA v plazmé zamitl normalitu hodnocenti,
data tedy byla normalizovdna logaritmizaci a poté otestovana analyzou rozptylu
(dvoufaktorovda ANOVA) na vyznamnosti 95 % (0=0,05).

Cistota DNA v krvi byla vysok4 — pomér absorbanci pii 260 a 280 nm se pohyboval
v intervalu 1,69-1,96. Navic drtiva vétSina hodnot se pohybovala velmi blizko primérné
hodnot¢ 1,84 ukazujici na vysokou cistotu. Na Obr. 9 je graficky znazornén vyvoj

koncentraci DNA ve vzorcich krve odebranych do jednotlivych odbérovych zkumavek.
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Obr. 9 Grafické znazornéni koncentrace DNA ve vzorcich periferni krve odebranych do
zkumavek CellSave, Streck a EDTA. Na obrazku lze pozorovat signifikantni rozdil koncentrace
DNA mezi prvnim a tfetim dnem zpracovani napfi¢ vS§emi skupinami vzorki, stejné tak v rdmci
ttetiho dne pfi srovnani vzorkti v CellSave a EDTA. Chybové usecky odpovidaji smérodatné
odchylce primérnych hodnot, ** odpovida p<0,01 **** odpovida p<0,0001.
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Je zde patrny celkové shodny a signifikantni (p<0,0001) sestupny trend ve vSech typech
zkumavek. Data nenaznacuji zésadné€j$i rozdil v dynamice poklesu koncentraci mezi
skupinami vzorkl, nicméné ve tfeti den zpracovani byl zaznamenéan statisticky
vyznamny rozdil (p<0,01) mezi vzorky ve zkumavkach CellSafe a EDTA. To znamena,
ze rychlost poklesu koncentrace byla nejpatrnéjsi u zkumavek EDTA a naopak nejméné

patrna u zkumavek CellSave.

Cistota DNA v plazmé byla nizi, nez v krvi — pomér absorbanci pii 260 a 280 nm
Cinil pramérné 1,59 a az na vyjimky kolisal v rozmezi 1,5-2,2 s medidnem 1,5. Nizsi
hodnota indikuje vétSinou znecisténi proteiny nebo organickymi latkami. Vysledek vSak
muze byt odrazem i celkové velmi nizké koncentrace DNA v plazmé. Data jsou
graficky zpracovana na Obr. 10 a plyne znich trend recipro¢ni vzhledem k poklesu
koncentrace DNA v krvi. Hlavnim rysem byl tedy méné (CellSave) ¢i vice (Streck,
EDTA) patrny pokles koncentraci DNA v plazmé¢ vystiidany signifikantnim (p<0,0001)

vzristem ve vzorcich zpracovanych tteti den po odbéru.

Celkové nejvyssi koncentrace DNA v plazmé byla u vzorkli ve zkumavkach

Koncentrace DNA v plazmé

*kkk

1.5-
= EA CellSave
BE= Streck
=0 = EDTA

Koncentrace DNA (ng/ul)

o=
o
o o
O 5 - :l:l l:l:
o | | L.
o o
im "= e
o] o i
it b P
o o LB B = £
\ f\/ "9
> S
Q@ Q@ Q@&‘

Cas do zpracovani vzorku

Obr. 10 Grafické znazornéni mnozstvi DNA ve vzorcich plazmy z krve odebrané do zkumavek
CellSave, Streck a EDTA. Na obrazku lze pozorovat signifikantni rozdil koncentrace DNA
mezi druhym a tfetim dnem zpracovani napfi¢ vSemi skupinami vzorku, stejné tak pii srovnani
vzorki v CellSave a EDTA vramci druhého a tiettho dne. Chybové usecCky odpovidaji
smérodatné odchylce primérnych hodnot, *** odpovida p<0,001 **** odpovida p<0,0001.
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CellSave, signifikantn€ vyssi (p<0,001) ve srovnani s EDTA, kdezto mezidenni zvySeni
u zkumavek Streck bylo pifi porovnani s EDTA srovnatelné, tedy se vzajemné
nesignifikantnim rozdilem koncentraci v posledni den zpracovani. Statisticky vyznamny
rozdil (p<0,001) byl také v druhy den zpracovani u vzorkli odebranych do zkumavek
CellSave oproti vzorkiim odebranych do zkumavek EDTA.

4.2 Validace znaceni nadorovych bunék na bunééné linii U-87 MG
Analyza nadorovych bun¢k U-87 MG piistrojem Vi-Cell stanovila viabilitu bun€k na

94,7 %. Z celkového poétu 0,7830x10° bundk v 1 ml ziskané suspenze to odpovidalo
0,7415x10° Zivych bungk. Znaeni t&chto bundk piislugnymi protilatkami a jejich
pozorovani pomoci konfokalniho mikroskopu ve fixovaném stavu umoznilo ziskat
snimky oznacené jako Obr. 11-15. Na Obr. 12 je zachycena detekce bunéénych jader
prostiednictvim DAPI, jadra jsou pravidelné ohrani¢ena a signal pro jejich identifikaci
je dostate¢né jasny. Opticky filtr pro zachyceni fluorescence v zelené Casti spektra
odhaluje pozitivnost vSech zobrazenych jadernych bunék na GFAP (Obr. 11).
Fluorescenci emitovanou protilatkami vdzanymi na vimentin vSak lze pozorovat jen

u mensi ¢asti téchto bunék, ne v§echny zkoumané buiiky tedy exprimovaly vimentin

Obr. 11 Snimek z konfokalniho mikroskopu zachycujici bunécnou linii U-87 MG. Jednotlivé
nadorové bunky jsou detekovany pomoci monoklonalni anti-GFAP protilatky konjugované
s fluoroforem Alexa Fluor®™ 488, zvétieni 40x.
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Obr. 12 Snimek z konfokalniho mikroskopu zachycujici bunéénou linii U-87 MG. Jednotlivé
nadorové bunky jsou detekovany pomoci DAPI, zvétSeni 40x.

Obr. 13 Snimek z konfokalniho mikroskopu zachycujici bunéénou linii U-87 MG. Jednotlivé
nadorové bunky jsou detekovany pomoci anti-vimentin krali¢i polyklonalni protilatky,
konjugované s cyaninem 3, zvétSeni 40x.
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Obr. 14 Snimek z konfokalniho mikroskopu, na némz neni patrny zadny fluorescenéni signal
znacici pritomnost leukocytli v bunééné linii U-87 MG. Jednad se o znaceni anti-CD45 mysi
monoklonalni protilatkou (HI30) konjugovanou s allofykocyaninem, zvétSeni 40x.

Obr. 15 Snimek z konfokalniho mikroskopu zachycujici bunéénou linii U-87 MG diky prolozeni
nékolika fluorescencnich signalt. Jednotlivé nddorové buniky jsou detekovany za vyuziti markerd
GFAP, vimentin a DAPI. zvétSeni 40x.
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(Obr. 13). Na Obr. 14 nelze identifikovat zadny specificky signal potvrzujici absenci
negativné selekéniho markeru CD45 typického pro leukocyty. Obr. 15 dale souhrnné
zachycuje snimek z mikroskopu, vnémz jsou proloZzeny fluorescencni signaly
znazornénych na Obr. 11-14. Z téchto pozorovani je déle patrné, ze jadra bun¢k se vice
¢i mén¢ profiluji 1 v ramci jinych fluorescencnich signalli, nez u téch pochazejicich ze

znaceni DAPI.

4.3 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék systémem CytoTrack CT11™

Bylo optimalizovano skenovani vzorkli ve smyslu volby vychozich parametrii analyzy
a vyhodnocovani jednotlivych hotspotii. Jako neoptimalnéjsi se ukazalo prvotni
skenovani vzorku o vystupnim vykonu laseru 2 mW piipadné vys$im tak, aby pocet
hotspotl k vyhodnoceni dosahoval nejlépe vysSich jednotek stovek. Tento pocet se sice
odviji zvelké casti od kvality zpracovani vzorku, ale ukdzal se jako rozumny
kompromis mezi spolehlivosti ziskanych dat a pfipadnou subjektivnosti vyhodnoceni
nartistajici s Cetnosti hotspotil. Ostatni parametry byly vétSinou ponechany dle protokolu
a ménény jen vyjimecné. Po vyhodnoceni byly ziskdny snimky zachycujici zorné pole

o velikosti 0,43x0,32 mm se zvétSenim 20x.

4.3.1 Fyziologicky krevni vzorek s buné¢nou linii U87-MG
Na Obr. 16-19 jsou snimky kontrolniho vzorku periferni krve obohacené o bunécnou

linii U87-MG. Byla prokazana pfitomnost nadorovych bun¢k pozitivnich na GFAP
(Obr. 16, Cervené Sipky) a vimentin (Obr. 18, Cervené Sipky). Na Obr. 19 Ize sice spatfit
slabé fluorescencni signaly (Cervené Sipky) u znaceni anti-CD45, pfi bliz§im zkoumani
se vSak tyto signaly jevi omezené specifické (oproti jinym — viz zelené Sipky)
a morfologie jader neodpovida leukocytim (Obr. 17). Modra Sipka na téchto obrazcich
oznacuje piiklad nespecifického fluorescencniho signalu, ktery je do urcité miry
charakteristickym jevem doprovazejici tento experiment. V ramci optimalizace vSak
byla frekvence téchto utvarii, spolu s nespecifickym pozadim ¢i faleSné pozitivnimi
signaly z velké Casti snizena diky zatezeni druhého promyvacicho kroku do ptivodniho
protokolu. Mimo to byl scilem zvysit intenzitu fluorescencniho signalu navysen

pridavek anti-GFAP protilatky ze 7 na 8 pl.

4.3.2 Krevni vzorky od pacientii s multiformnim glioblastomem
Z celkem sedmi pacientskych vzorki, které byly pro analyzu k dispozici, v Sesti z nich

nebyly detekovany CTCs nebo pozorovany zndmky jejich pfitomnosti. Obcasné

pozorovani faleSné pozitivnich signald bylo zpravidla vyloueno z hlediska
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morfologického, nesouladu fluorescencnich signalt atp. Tyto piipady vétSinou sveédcily
o vyskytu artefaktd, které mohou mit piivod v necistotach, krystalcich barviva a jinych
smérech. V Tab. 1 jsou shrnuty zdkladni informace o téchto vzorcich jako pocet
hotspotll ¢i pouzity vystupni vykon laseru pifi skenovani. Obr. 20-22 pak zachycuji
snimky pod rGznymi optickymi filtry vSech vzorkl, u nichz nebyly detekovany zadné
CTCs. U téchto vzorki nebyl pozorovan zadny relevantni fluorescencni signal, ktery
by odpovidal expresi GFAP ¢i vimentinu v bufice. Krevni vzorek pacienta 1 sice
vykazuje zndmky fluorescence pro GFAP (intenzivni body na Obr. 20A), nicméné
pritomnost CTCs vylucuji dalsi charakteristiky jako absence fluorescence pro vimentin
¢1 naopak piitomné fluorescencni signaly pro CD-45.

Detekce CTCs je vSak na Obr. 23-30, u krevniho vzorku pacienta 5 byl detekovan
klastr 2 glioblastomovych bunék. Svéd¢i o tom jasny fluorescencni signal pro GFAP,
ktery ptekryva dvé pomérné velka jadra. Fluorescen¢ni signal pro vimentin se prekryva
s pfedchozimi dvéma signdly a jeho intenzita je obdobné jako u bun€k pozorovanych
pod konfokalnim mikroskopem pro filamentarni cytoskelet charakteristicky rtiznorodé
rozlozena spiSe mimo oblasti jader. Znaceni anti-CD45 (Obr. 26A) poskytlo
jednoznacéné negativni vysledek, coz potvrzuje pritomnost glioblastomovych bunék. Ve
stejném vzorku byla také nalezena solitérni nadorova bunka, relativné velka
a s identickymi fluorescencnimi znaky jako v pfipadé pravé popsané¢ho klastru.
Detekované nadorové buitky maji relativné nepravidelny tvar. Kromé toho si lze dale ve
vzorku povS§imnout pfitomnosti relativné velkého poctu jader, resp. bunék, stejny trend
byl pozorovan i ve zbyvajicich hotspotech. Kvantitativni srovnani jader vSak ze

ziskanych snimkl nelze provést.

Tab. 1 Shrnuti zakladnich informaci z analyzy pacientskych vzorki

Pacient Hotspoti Vystupni vykon laseru (mW)  Nalez CTCs

1 757 5 Ne
2 87 3 Ne
3 921 3 Ne
4 1464 3 Ne
5 1799 3 Ne
6 844 5 Ne
7 106 2 Ano
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Obr. 16 Snimek z platformy CytoTrack. Kontrolni vzorek s buiikami linie U87-MG. Cervené
Sipky oznacuji fluorescencni signaly pro nadorové bunky. Modra Sipka oznacuje nespecificky
signal. Znaceno anti-GFAP protilatkou, zvétseni 20x.

Obr. 17 Snimek z platformy CytoTrack. Kontrolni vzorek s buitkami linie U87-MG. Cervené
Sipky oznacuji jadra nadorovych bunék — jejich morfologie neodpovida leukocytim. Modra
Sipka oznacuje nespecificky signal. Znaceno DAPI, zvétSeni 20x.



Obr. 18 Snimek z platformy CytoTrack. Kontrolni vzorek s buiikami linie U87-MG. Cervené
Sipky oznacuji fluorescencni signaly pro nadorové bunky. Modra Sipka oznacuje nespecificky
signal. Znaceno anti-vimentin protilatkou, zvétseni 20x.

Obr. 19 Snimek z platformy CytoTrack. Kontrolni vzorek s buiikami linie U87-MG. Cervené
Sipky oznacuji absenci nebo jen velmi nespecificky fluorescenéni signal vylucujici pritomnost
leukocytti. Zelené Sipky oznacuji pravidelny ohraniceny signal pro leukocyty. Modra Sipka
oznacuje nespecificky signal znecisténi. Znac¢eno anti-CD45 protilatkou, zvétSeni 20x.
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Obr. 20 Snimky z platformy CytoTrack. Krevni vzorky pacientd 1 (vlevo) a 2 (vpravo)
neobsahovaly CTCs, protoZze nebyla zaznamenana pfislusnd kombinace fluorescenénich
signali. Znaceni: A. anti-GFAP, B: jader pomoci DAPI, C: anti-vimentinem, D: anti-CD45,
E: prolozeni fluorescenénich signalti anti-GFAP a DAPI, zvétseni 20x.
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Obr. 21 Snimky zplatformy CytoTrack. Krevni vzorky pacientd 3 (vlevo) a 4 (vpravo)
neobsahovaly CTCs, protoze nebyla zaznamenana pfislusnd kombinace fluorescencnich

signalti. ZnacCeni: A. anti-GFAP, B: jader pomoci DAPI, C: anti-vimentinem, D: anti-CD45,
E: prolozeni fluorescenénich signalti anti-GFAP a DAPI, zvétseni 20x.
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Obr. 22 Snimky z platformy CytoTrack. Krevni vzorky pacientd 5 (vlevo) a 6 (vpravo)
neobsahovaly CTCs, protoze nebyla zaznamenana pfislusnd kombinace fluorescencnich
signalti. Znaceni: A: anti-GFAP, B: jader pomoci DAPI, C: anti-vimentinem, D: anti-CD45,
E: prolozeni fluorescenénich signalti anti-GFAP a DAPI, zvétseni 20x.



Obr. 23 Snimek z platformy CytoTrack. Detekce klastru CTCs (Cervend Sipka) v krevnim
vzorku pacienta 7. Znaceno anti-GFAP protilatkou, zvétSeni 20x.

Obr. 24 Snimek z platformy CytoTrack. Detekce klastru CTCs v krevnim vzorku pacienta 7.
Znaceno (Cervené Sipky oznacuji jadra t€chto bunék) DAPI, zvétseni 20x.

62



Obr. 25 Snimek z platformy CytoTrack. Detekce klastru CTCs (modra Sipka) v krevnim vzorku
pacienta 7. Znaceno anti-vimentin protilatkou, zvétSeni 20x.

Obr. 26 Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu zachycujici klastr CTCs detekovany v krevnim
vzorku pacienta 7. ZnaCeni A: anti-GFAP, B: anti-vimentin, C: anti-CD45, D: proloZeni
fluorescencnich signalt anti-GFAP a DAPI, zvétseni 40x.
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Obr. 27 Snimek z platformy CytoTrack. Detekce CTC (Cervena Sipka) v krevnim vzorku
pacienta 7. Znaceno anti-GFAP protilatkou, zvétSeni 20x.

Obr. 28 Snimek z platformy CytoTrack. Detekce CTC (Cervena Sipka oznacuje jadro burky)
v krevnim vzorku pacienta 7. Znac¢eno DAPI, zvétSeni 20x.
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Obr. 29 Snimek z platformy CytoTrack. Detekce CTC (modra Sipka) v krevnim vzorku
pacienta 7. Znaceno anti-vimentin protilatkou, zvétSeni 20x.

Obr. 30 Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu zachycujici CTC detekovanou v krevnim vzorku
pacienta 7. ZnaCeni A: anti-GFAP, B: anti-vimentin, C: anti-CD45, D: proloZeni
fluorescencnich signalt anti-GFAP a DAPI, zvétSeni 40x.



5 Diskuze

Vybeér efektivnich odbérovych zkumavek probihal mimo jiné za vyuziti krevnich natéra.
Ptesto, Ze jejich vyhodnoceni miize kvili pfipadné subjektivnosti do urCité miry
zatézovat vysledek, pozorovani vcelku jednoznacné ukazala na nesrovnatelné vyssi
pocet zlyzovanych jadernych bunék v krvi odebrané do béznych zkumavek oproti
zkumavkam CellSearch a Streck. Podrobnéjsi vyhodnoceni krevnich natéri zejména pro
odliSeni na prvni pohled podobnych vysledkli u téchto dvou odbérovych zkumavek je
nicméné v souladu s trendy pozorovanymi v praci Makhro ef al. (2016). Nejviditelnéjsi
projev postupné degradace vzorku ve smyslu deformace erytrocytii zaznamenali také
a jiz po 24 hodinach pfi 22 °C pozorovali vyznamny nartist podilu echinocytti rostouci
s casem. Samotné morfologické zmény erytrocyti mohou souviset s hyperosmolaritou
prostiedi, snizenym pH vzorku ¢i naruSenou tvorbou membranovych lipidi a tedy
zménou elektrického potencidlu na membrané. Jde také o oxidacni stres lipida, proteina
a nukleovych kyselin hypoxii-indukovanou produkei reaktivnich forem kysliku
(Malacrida et al., 2019). Pozvolny pokles pH plazmy Makhro ef al. (2016) skutecné
pozorovali a stejné jako u Mohammadhoseini et al. (2015) byl tento pokles spojen
s pokojovou teplotou a pii chlazeni nebyl tak patrny. Uchovani krevnich vzorka pii
pokojové teploté se odrazi i v metabolomu, ktery je znacné pozménén prevazné ve
smyslu zvySeni koncentraci riznych produkti metabolismu, coz mize mit vlit na
osmolaritu a pH vzorku. Piikladem je hromadéni laktatu uvoliiovaného vys$Simi naroky
erytrocyti na glykolyzu pii vyssi teploté, ktery mtize prispivat k okyseleni vzorku
(Makhro et al., 2016; Kamlage et al., 2018).

Je zteymé, ze dé&je probihajici v krevnim vzorku ex vivo jsou mnohem komplexné;si.
Hlavné zvysujici se teplota a rostouci Cas ptfed zpracovanim vzorky znehodnocuje
nejjednoznaceji. Projevuje se to Umérnym poklesem populaci bilych krvinek
vystavenym témto neptiznivym vliviim (Jobes et al., 2011). Na druhou stranu je tézké
diskutovat presny vliv stabilizacnich smési pouzitych odbérovych zkumavek, protoze
jejich slozeni je obchodnim tajemstvim. Teplota neni také jednoznacné stanovitelnym
faktorem, protoze rizné krevni elementy jsou stabilnéjsi pti riiznych teplotach, nicméné
obecné jde o teploty nizsi - mezi 4 a 16 °C (Diks et al., 2019).

S ohledem na vySe uvedena fakta lze konstatovat, Ze v této praci byla zaznamenana
nedostatecna konzervacni schopnost zkumavek bez obsahu reagens stabilizujici bunky.

Mimo to byly také pozorovany celkové niz§i koncentrace DNA ve vzorcich krve
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iplazmy skladovanych vtéchto zkumavkach. Vzhledem k mikroskopickym
pozorovanim to vSak velmi pravdépodobné nesouvisi s lepSimi stabiliza¢nimi

schopnostmi.

Piibalové letdky zkumavek CellSave a Streck obsahuji informaci o obsahu soli
EDTA, nabizi se mozna souvislost snizeného mnozstvi DNA ve vzorcich odebranych
do zkumavek s EDTA s nizSim obsahem a tedy niz§im inhibi¢nim tc¢inkem latky ve
srovnani s diive jmenovanymi zkumavkami. Inhibi¢ni vliv byl popsédn na rGzné typy
degrada¢nich enzymti v Cele s nukleasami (Banfi efal, 2007; Barra etal., 2015).
Protoze zkumavky Streck a CellSave obsahuji i jiné protektivni latky, které mohou vliv
EDTA zcela upozadit, a protoze piesné slozeni konzervacni smési, a tedy ani presné
koncentrace pfisluSnych soli EDTA neni znamo, nelze spolehlivé zhodnotit mozny vliv
této latky na stabilitu DNA v jednotlivych zkumavkach. Pozorovany koncentra¢ni
pokles muze zc¢asti vysvétlovat patrné 1 v nékterych studiich zminiovany spontanni ¢i jen
zbytkovymi degrada¢nimi enzymy zpusobeny ubytek DNA (Barra et al., 2015; Kang
et al., 2016). Podstatny je vSak také v kazdém piipad¢ rostouci trend koncentraci DNA
v plazmé z druhého na tieti den zpracovani vzorkli. Kromé vSudyptitomné postupné
degradace DNA je tedy nutné brat v potaz i1 postupnou degradaci bunécné slozky
odpovidajici poklesu DNA v krvi a nartstu v plazmé. Signifikantné vyznamné;jsi nartst
koncentrace DNA v plazmé ze zkumavek CellSave oproti EDTA muze byt ukazatelem

ucinngjsich stabilizacnich schopnosti zkumavek Streck.

DNA je 1 pres relativné vyssi stabilitu z kvantitativniho hlediska ohrozena kvili
rozpadu bilych krvinek (Huang et al., 2017). Z tohoto pohledu jsou tedy zkumavky
CellSave a Streck vhodnym nastrojem pro odbér periferni krve (viz vyhodnoceni
krevnich natér). Zavérem lze doplnit, Ze pii volbé zkumavek pro odbér krevnich
vzorkd bylo pfihlédnuto k del§i casové garanci u znacky Streck pifekondvajici jinak
vétSinou srovnatelné vysledky provadénych experimentti u zkumavek CellSave.

Pti dalSich experimentech by bylo vhodné zaméfit se také na stabilitu RNA pro ucely
analyz tanskriptomu CTCs. Ribonukleova kyselina totiz pii skladovéni plné krve
podléhd vyznamnému kvantitativnimu poklesu, a to i za nizké teploty, kterd tak
nezabrani degradaci RNA. Nutno dodat, ze pro metody sekvenovani nové generace je
nutné uchovat vzorky o vysoké kvalité, tato podminka je dosazena pii zpracovani

vzorku maximalné do 24 hodin (Huang et al., 2017).
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V ramci této diplomové prace byla dale provedena validace imunofluorescencni
detekce naddorovych bunc¢k bunééné linie U-87 MG. Struktura detekované fluorescence
pro GFAP a vimentinu koreluje s mnohymi obdobnymi experimenty (van Den Berge
etal., 2010; Heo et al., 2012; Kamphuis ef al., 2014; Moeton et al., 2016). Je vhodné
zminit, ze Heo et al. (2012) pozorovali detekci GFAP i v kontrolni tkéni. Oproti tomu
GFAP-9 jen v té astrocytarni navic v ramci kolokalizace se zvySenou detekci proteinu
protoonkogenu B-Rad a IDHI1. Byla ale také zaznamenéana koexprese GFAP-a
a vimentinu (van Den Berge ef al., 2010), takze pro ucely detekce CTCs, zda se, neni
potieba rozliovat jednotlivé isoformy GFAP. Detekce vétsiho poétu GFAP" bunék, nez
téch pozitivnich na vimentin vSak v pfedklddané diplomové préaci potvrzuje velmi
pravdépodobné spiSe opaény trend. Tim je niZ§i spolehlivost markeru vimentinu,
protoZze experiment probihal na nddorovych buiikach odvozenych od GBM. Na druhou
stranu jsou znamy urcité odliSnosti v DNA profilu této Siroce vyuzivané bunééné linie
v porovnani s pivodnimi bunikami a nemusi tedy dokonale odrdzet znaky primarniho
tumoru (Allen et al., 2016). V popisovaném validaénim experimentu tomu vSak nic
nenasvédcovalo a koexprese GFAP a vimentinu jako markeri danych buné¢k se pro dalsi
experimenty zdala byt spolu s negativnim selekénim markerem CD45 dostatec¢na.
Z hlediska dalsi perspektivy by bylo vhodné se zabyvat 1 imunofluorescencni detekci
isoformy GFAP-9, jejiz exprese miiZe usnadiiovat oznaceni bunék jako CTCs. Ziskana
data totiz ukazuji, Ze celkova detekce GFAP byla spiSe ve formé heterogenni mozaiky
drobnych agregatii, nez pravidelnou siti dlouhych vladken. Imunofluorescen¢ni analyza
Perng et al. (2008) jasné ukazuje, Ze tyto agregaty jsou utvareny GFAP-6, kdezto
GFAP-a predstavoval komplexni sit” dlouhych vldken.

V ramci detekce vimentinu byl pozorovan zvySeny signél kopirujici néktera jadra.
Lze to ptisoudit vyskytu GFAP-6, nebot Moeton et al. (2016) na bunécnych liniich
U-87 MG a U251 gzjistili, ze transdukce této isoformy zpusobuje kondenzaci vimentinu
zejména v okoli jadra. Toto pozorovani by mohl byt zajimavy zptsob charakterizace
nadorovych bungk, ale jde o hypotézu vyzadujici dal$i ovéfeni na veétSim mnozstvi
vzorkd.

Pozorovani na konfokdlnim mikroskopu poslouzila jako vychozi bod pro
optimalizaci piimé detekce CTCs systémem CytoTrack CT11™. Mohou viak byt také
vhodnym nastrojem pro dals$i analyzu piimo detekovanych CTCs, nebot vySe

popisované morfologické znaky mohou byt vedle genetickych analyz dalSim uzite¢nym
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pfistupem. Samotnd piima detekce nadorovych bunck prokézala své prednosti
predevsim ve smyslu vysoké skenovaci kapacity velkého poc¢tu bunék ve vzorku, coz je
vyznamné v kompenzaci celkové nizSiho zastoupeni CTCs v krevnim ob¢hu. Pro takto
velké objemy krevnich vzorkl je rychlost skenovani dalSim pozitivem, nicméné praxe
ukazuje, ze je tfeba pocitat s casem nutnym pro peclivé vyhodnoceni vyselektovanych
hotspotil. V rdmci zpracovani vzorku se jako potencialné kriticky bod jevi odbér buffy
coatu. Toto sice nelze objektivné zhodnotit a valida¢ni experiment s kontrolnim
vzorkem a glioblastomovou bunéfnou linii tomu pifimo nenasvédCuje, nicméné
Hillig et al. (2014) na tento fakt také poukazuji stim, Ze ztraita CTCs nemtlize byt
vyloucena. Ipfes toto tuskali ale validovali platformu CytoTrack jako slibnou
a flexibilni metodu s dobrou reprodukovatelnosti a ptedpokladem dalSiho testovani na

klinickych vzorcich.

Detekce CTCs na klinickych vzorcich byla v této praci realizovana na uzkém okruhu
pacientli. Pocet vzorkil se odvijel od uskute¢nénych operacnich zakrokii a byl spojen
(2014) a Krol et al. (2018) sice své prace stavi na 13 a 11, resp. 8 pacientech, je podle
nich ale zfejmé, Ze pro pokrocilejsi zavéry v detekci CTCs u multiformniho
glioblastomu bude potieba jednak dalsi vyzkum a také navysit poCet analyzovanych
vzorkll. To plati i pro vystupy v této diplomové praci. Samotnd detekce klastru dvou
CTCs je ale velmi vyznamnd, protoZze pirekondni hematoencefalické bariéry celym
klastrem zdokumentovali zatim jen Krol ez al. (2018), mimo jiné také jiz od dvou
bunék. Bliz§i mikroskopickd pozorovani detekovanych CTCs odrazi znaky jiz

diskutované ve validacnim experimentu a dale potvrzuji detekci bunék.

Aplikace ziskanych vystupi na klinicka data pacienti nebyla pfedmétem
predkladané dipomové prace, nicméne pravé vyzkum na Sirsi zékladné vzorka by mohl
slouzit jako uZzite¢ny nastroj usnadiiujici véasné stanoveni diagndzy, indikaci adjuvantni
terapie Ci sledovani progrese onemocnéni (Chistiakov et al., 2018). Je ale nepochybné,
ze pritomnost CTCs ve vzorku odebraném pted chirurgickym zakrokem znamena
nepfiznivou prognodzu pro pacienta a potencial rozvoje metastaz (Sullivan et al., 2014).
A¢ nepiimo, potvrzuje to také teoreticky popisované biochemické a bunécéné
mechanismy, kterymi jsou CTCs schopné piekrocCit pfirozené biologické bariéry

a vstoupit do krevniho ob¢hu.
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6 Zavér

V ramci teoretické ¢asti diplomové prace byla vypracovéna literarni reSerSe shrnujici
dostupné poznatky o charakteristice multiformniho glioblastomu. Charakteristika byla
zam¢efena zejména na genetické pii¢iny vzniku onemocnéni a biochemické
a molekuldrni mechanismy ucastnici se progrese onemocnéni ve smyslu diseminace
cirkulujicich nadorovych bunék. Nedilnou soucasti literarni reSerse je i shrnuti dosud

publikovanych metod detekce cirkulujicich nadorovych bunék a jejich srovnani.

V praktické casti diplomové prace byly vyselektovany nejvhodnéjsi odbérové
zkumavky a pfimym mikroskopickym pozorovanim viability bunéénych element spolu
s analyzou obsahu DNA v krvi a plazmé¢ validovany odbérové zkumavky Streck. Na
rozdil od bézné uzivanych zkumavek s obsahem soli kyseliny ethylendiamintetraoctové
a s prihlédnutim k nejdelsi garanci skladovatelnosti vzorkii vykazovaly nejoptimalné;si

stabiliza¢ni efekt a byly uzity pro dalsi experimenty.

Byla také zavedena a zoptimalizovana metoda pfimé detekce nadorovych bunck v
periferni krvi u pacientti s multiformnim glioblastomem. Systém CytoTrack CT11™ se
projevil jako flexibilni a uzivatelsky komfortni platforma pro detekci nadorovych
bunék. Prestoze byly analyzy provadény na uz$im okruhu pacientskych vzorki, byly
v jednom z nich detekovany dva ptipady cirkulujicich nadorovych bunék, kdy v jednom

z nich se jednalo o raritni klastr dvou bunék.
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8 Seznam pouzitych symboli a zkratek

ABCBI - ATP-dependentni ATP-binding cassette transportér 1

ADAMs - povrchové a sekretované proteasy (z anglického terminu ,,a disintegrin and
metalloprotease®)

AMPA receptor - receptor a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové kyseliny
AMPA receptory - receptory a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové
kyseliny

ASIC1 - iontovy kanal pro detekei kyseliny 1

BSA - Hovézi sérovy albumin (z anglického terminu ,,bovine serum albumin®)

CDK - cyklin-dependentni kinasy

cfDNA — volna DNA (z anglického terminu ,,cell-free DNA*)

CNS - centralni nervova soustava

CpG ostritvky - cytosin-fosfat-guaninové ostritvky

CTCs - circulating tumor cells

ctDNA - cirkulujici tumorovd DNA

DAPI - 6-diamidino-2-fenylindol

DEPC — diethylpyrokarbonat

DMEM médium- Dulbecco’s modified eagle medium

ECMs - extrakranidlni metastazy (z anglického terminu ,,Exracranial metastases‘)
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EGF - epidermalni rastovy faktor (z anglického terminu ,,epidermal growth factor)
EGFR — receptor epidermalniho rastového faktoru (z anglického terminu ,,epidermal
growth factor receptor®)

EMT - epitelidlné-mezenchymalni tranzice (z anglického terminu ,epithelial to
mesenchymal transtition®)

GBM - glioblastoma multiforme

GFAP - glidlni fibrilarni acidicky protein

GSCs, - glioblastomové kmenové bunky (z anglického terminu ,,glioma stem-like
cells®)

GSK3p — glykogensyntasova kinasa-3f3

HIF1 - transkripéni faktor indukovany hypoxii (z anglického terminu ,,hypoxia-
induced factor®)

IDH - isocitratdehydrogenasa

IF - intermediarni filamentum

JAMs - spojové adhezivni molekuly (z anglického terminu ,,junctional adhesion
molecule®)

MMP - Zn2+-dependentni metaloproteasy (z anglického terminu ,,matrix
metallopeptidase*)

NK lymfocyty - natural killers lymfocyty

NKB - nervové kmenové bunky

NKCCI1 - Na+-K+-Cl- kotransportér 1

PBS — fosfatem pufrovany solny roztok (z anglického terminu ,,phosphate buffered
saline,"

PDGF - destickovy rustovy faktor (z anglického terminu ,,platelet-derived growth
factor*)

PDGEFR - receptor destickového riistového faktoru (z anglického terminu ,,platelet-
derived growth factor receptor®)

PTEN - fosfatasovy a tenzinovy homolog

RB protein — retinoblastomovy protein
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RIN - hodnota integrity RNA (z anglického terminu ,,RNAIntegrity Number*)

RTK — receptorové tyrosinkinasy

uPa - Aktivator plasminogenu typu urokinasy (z anglického terminu ,,urokinase-type
plasminogen activator receptor®)

VEGF - vaskularni endotelovy rtstovy faktor (z anglického terminu ,,vascular
endothelial growth factor®)

WHO - World Health Organization
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