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Abstrakt
Nadorova onemocnéni patii mezi nejcastéjsi pfiCiny umrti na svété, s ¢imz je spjata také
neustdle rostouci incidence dokonce i1 nékterych hufe 1éCitelnych variant. Mezi jeden
z nejCastéjSich typt naddorového onemocnéni na svété patii kolorektdlni karcinom, ktery
z pohledu mortality zaujimé druhé misto. Z téchto diivodt doslo k rozvoji riznych metod
slouzicich pro v¢asnou diagnostiku onemocnéni. Jednou z modernich a neinvazivnich metod je
tzv. kapalnd biopsie vyuzivajici detekci cirkulujicich nukleovych kyselin DNA a RNA z krve
pacientii. Tato metoda je vhodna také pro vybeér terapie, sledovani jeji ucinnosti a pozorovani
navratu onemocnéni. V této praci byl vytvofen metodicky postup pro sledovani cirkulujicich
nukleovych kyselin k jejimu dalSimu pouZiti u kohorty pacientil s kolorektalnim karcinomem.
Pro izolaci cirkulujicich nukleovych kyselin z plasmy zdravych kontrol byly vyuzity
riazné komercni kity, mezi nimiz byl zvolen ten nejlepsi z hlediska kvality a kvantity. Pomoci
vzorkl od zdravych darct byla také stanovena hranice pro detekci hemolyzy pomoci qPCR.
V3se bylo poté pouZzito na vzorky RNA izolovanych z plasmy onkologickych pacientdi, z nichz
byla pfipravena knihovna kratkych molekul RNA pro naslednou sekvenaci. Po zpracovani
vysledkl bylo stanoveno zastoupeni miRNA molekul v celkovém objemu kratkych RNA
vyskytujicich se v plasmé a uréeny miRNA s nejvysSim vyskytem a variabilitou. Zavérem pak
byla porovnana citlivost detekce miRNA pomoci qPCR, dPCR a sekvenovani nové generace

stanovenim exprese hsa-miR-16.
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Abstract

Cancer diagnosis represents one of the most common causes of death in the world, also linked
to an ever-increasing incidence of even some more difficult-to-treat variants. One of the most
common types of cancer in the world is colorectal cancer, which ranks second in terms of
mortality. For these reasons, various methods have been developed for an early diagnosis of the
disease. One of the modern and non-invasive methods is the so-called liquid biopsy, based on
the detection of circulating DNA and RNA from the blood of patients. This method is also
suitable for choosing a therapy, monitoring its effectiveness, and observing the relapse of the
disease. In this work, a methodical workflow was created for the monitoring of circulating
nucleic acids for its further use in a cohort of patients with colorectal cancer.

Various commercial kits were used for the isolation of circulating nucleic acids from
plasma of healthy controls, among which the best ones, in terms of quality and quantity, was
chosen. The threshold for hemolysis detection by qPCR was also determined using samples
from healthy donors. Everything was then applied to RNA samples extracted from plasma of
cancer patients, from whichna library of short RNA molecules was prepared for subsequent
sequencing. After processing the results, the representation of miRNA molecules within short
RNAs in plasma was determined including the identification of miRNAs with the highest
expression and variability. In conclusion, the sensitivity of qPCR, dPCR, and next generation

sequencing detection was evaluated using determination of hsa-miR-16 expression.
Key words

cancer, plasma, cel-free DNA, microRNA, digital PCR, next generation sequencing,

optimization
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komplementarni DNA (z angl. complementary DNA)
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factor receptor)
familiarni adenomat6zni polypoza

test okultniho krvaceni ve stolici (z angl. fecal occult blood test)
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1. Teoreticky uvod

Nadorova onemocnéni predstavuji vyznamny celosvétovy socioekonomicky problém.
Kazdoro¢n¢ onemocni téméf 20 milionli obyvatel svéta a zhruba 10 milidnt pacientd na
onkologicka onemocnéni zemie [1]. Naklady na diagnostiku, 1écbu a sledovani zdravotniho
stavu pacientll jsou astronomické a sekundarni naklady vznikajici pracovni neschopnosti
a ubytkem praceschopného obyvatelstva jsou téz nezanedbatelné. Velké obavy vzbuzuje
predikce velkého naristu incidence naddord v zemich se stfedni a nizkym indexem rozvoje, kde
zije znacna ¢ast obyvatel planety [2] a rovnézZ i predikce incidence tézko 1é¢itelnych nadorii
jako jsou karcinomy slinivky bfisni, Zaludku a jater [3]. Jakykoliv pokrok v prevenci malignit
by mohl zdravotnim systémim i celosvétové ekonomice vyrazné ulevit. V zasad¢ jsou tii cesty
jak omezit neustdle vzristajici incidenci a snizit stale vysokou mortalitu nadorovych
onemocnéni. V rdmci primarni prevence je tieba odhalovat jedince a populace se zvySenym
rizikem vzniku, uplatnit u nich preventivni opatfeni, napf. Upravy zivotniho stylu, aby
k onemocnéni, pokud mozno, vibec nedoslo. Sekundarni prevence, ve formé
screeningu diagnostickych opatieni by pak méla umoznit zjisténi probihajiciho onemocnéni
vraném stadiu, kdy je vétSina nadort jesté léCitelnych. V neposledni tadé pak terciarni
prevence vede k vylepSeni lécebnych mozZnosti smérem k pfijatelnéjSim vysledkiim 1écby
a niz8imu riziku vzniku a sniZeni zadvaznosti neZzddoucich vedlejSich u¢inkd, které kazda 1écba
zékonité pifinasi. V takzvané precisni onkologii doSlo v posledni dobé k rozmachu velmi
citlivych a robustnich metod umoziujicich detekci genovych mutaci, epigenetickych zmén
nebo zmén v expresnich profilech, které maji prognosticky nebo dokonce prediktivni charakter
s dopadem na individualizovanou terapii podle genotypu a fenotypu nadoru a jeho
mikroprostiedi. Jednim z modernich pfistupt je sledovani podpisu nadoru v cirkulaci pacientd,
tzn. kapalna biopsie [4]. Tento pfistup je vhodny nejen k diagnostice, ale 1 k individualizaci
terapie, ke sledovani jeji ucinnosti a k monitorovani navratu onemocnéni (tzv. molekularni
relaps). Tato prace si vyty€ila za hlavni cil vypracovat metodicky postup ke sledovéni
cirkulujici RNA 1 DNA k jejimu dal§imu pouziti, pro vySe zminéné ucely, u kohorty pacientl

s kolorektalnim karcinomem.

1.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC z angl. colorectal carcinoma) je nddorové onemocnéni, které
vzniké postupnou transformaci benigniho adenomu (polyp), na vnitini stran€ sliznice tlusté¢ho

stteva nebo kone¢niku, v maligni adenokarcinom. Tato karcinogeneze trva mnohdy nékolik
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dekad, a pokud neni diagnostikovana vcas, dale pokracuje invazi naddorovych bunck do
okolnich struktur, vcetn¢ lymfatickych cév, kterymi se §ifi dal. Muze dojit az k tvorbé
vzdalenych metastdz [5]. Nejcastéjsi maligni formou je adenokarcinom nasledovany

karcinoidnim tumorem, gastrointestinalnim stromalnim tumorem, lymfomem a sarkomem [6].

1.1.1 Epidemiologie

CRC je jednim z nejcastéjSich typli nadorového onemocnéni na svété. Klinicka diagndza je
znacCena C18-C21. Incidence se pohybuje v rozmezi jednoho az dvou milionil novych ptipada
ro¢né a jedna se o tfeti nejcastejsi nador a druhou nejcastéjsi pficinu smrti spjaté s malignim
onemocnénim na svéte [7, 8]. U muzl je CRC tietim nejcastéjSim nadorem (1 065 960 novych
ptipadl roéné ve svéte k r. 2020), pfi¢emz na prvnich dvou mistech jsou nadory plic a prostaty.
U Zen je toto onemocnéni na druhém misté (865 630 novych ptipadii roéné k r. 2020) ptedchazi
mu jen karcinom prsu. Nejvyssi incidence na svéte je v Australii s Novym Zélandem (36,7
pfipadi na 100 000 obyvatel) nésledovanymi Evropou (28,8-32,1 ptipadd na 100 000
obyvatel), vychodni Asii (26,5) a severni Amerikou (26,2), zatimco nejnizsi je v Africe
(6,4-9,2) a jihocentralni Asii (4,9). Celosvétové riziko vzniku CRC je 2,27 % (2,75 % u muzi
a 1,83 % u zen) pro vék 0-74. Riziko se zvySuje s v€kem a je Castéjs$i u osob starSich 50 let.
Vékovy median diagnézy je 72 let u zen a 68 let u muzi. V Ceské republice tomu je velmi
podobné jako ve svété (viz Obr. 1 a 2, str. 13) [6, 8]. Od roku 1990 do roku 2012 ve svéteé

vzrostla incidence o vice nez 200 000 novych piipadt ro¢né [7].

C18-C21 - 7N tlustého stifeva a konecniku - Incidence
Wiyoj W Gase - Mortalita
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Obrizek 1 — Dlouhodoby vyvoj incidence a mortality CRC v CR. Prevzato z UZIS.
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Obrdzek 2 — Vékova struktura populace pacientii s CRC v CR. Pievzato z UZIS.

1.1.2 Etiologie

Ke vzniku néddorovych onemocnéni mohou vést mutace ve specifickych genech. Tyto mutace
se mohou objevit v onkogenech, tumor supresorovych genech a genech souvisejicich
s mechanismy DNA opravy. Podle piivodu mutace se CRC muze délit na sporadicky, dédi¢ny
a familiarni. Bodové mutace, které vznikaji sporadicky v prubéhu zivota, tj. somatické mutace
nejsou spjaty s dédicnymi onemocnénimi a zasahuji pouze individudlni buniky. Nadory
odvozené zbodovych somatickych mutaci se proto nazyvaji sporadické a patfi mezi né
ptiblizne 70 % vSech CRC. Prvni mutace se obvykle objevuje v tumor supresorovém genu APC
(adenomatous polyposis coli), ktery se podili na vzniku benigni formy adenomt nazyvajicich
se polypy. K mutacim dale dochazi v genech KRAS, TP53 a DCC [7]. Dédi¢né nadory zaujimaji
pouze 5 % z celkového poctu piipadi CRC. Tato onemocnéni jsou zpiisobena zdédénymi
mutacemi jedné zalel (kopii) genu, obvykle tumor supresorového. Bodovd mutace nebo
epigenetickd inaktivace druhé alely pak pfispiva ke vzniku nddorové builkky a nasledné
1 samotného karcinomu. Dédicné ptipady se dé€li na dvé skupiny a to polyp6zni a nepolypdzni
formy. Polyp6zni formy z vétsi ¢asti zahrnuji familiarni adenomatézni polypozu (FAP), ktera
je typickd vznikem nékolika potencidlné malignich polypli ve stfev€. Naopak dédicny
nepolypoézni kolorektalni karcinom (HNPCC) je spojen s mutacemi v genech opravy DNA.
Hlavnim divodem vzniku HNPCC je Lynchiiv syndrom, ktery je zplsobeny zdédénymi
mutacemi v jedné z alel kodujicich proteiny pro DNA opravu jako je naptiklad MLHI, MSH?,
MSH6, PMSI a PMS2. Lynchiiv syndrom mtze byt objeven u 2-3 % pacientd z celkového
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poctu ptipadi, coz ¢ini tento syndrom nejcastéjSim u HNPCC. Familiarni kolorektalni karcinom

zaujimé az 25 % vSech ptipadi a je také zplsobena zdédénymi mutacemi [7].
Familiarni adenomatozni polypo6za (FAP)

Jedna se o onemocnéni, pti kterém vznikaji stovky az tisice adenomu ve stievé a rektu.
Incidence pfi narozeni je okolo 1/8300, projevuje se stejné u Zen 1 muzi a tvoii ptiblizné 1 %
piipadi CRC [9]. VétSina pacientl je asymptomaticka i nékolik let dokud nejsou adenomy dost
velké a pocetné a zptisobi krvaceni z rekta ¢i anémii. Pokud nedojde k v€asné diagnoze a 1écbe,
je zde az 100% riziko vzniku CRC do 40 let a vyskytu maligniho nadoru stfev po 10 letech od
vzniku polypl. FAP je dédi¢né autosomalné dominantni onemocnéni zpusobené¢ mutaci APC
genu [10]. Bylo popséno vice nez 800 riznych mutaci APC genu spojenych s FAP a vétSina
z nich zahrnuje posunové mutace [11]. U zdravého jedince tumor supresorovy protein APC
reguluje degradaci beta-kateninu ve Wnt signalizaci. Beta-katenin je transkripéni faktor
proliferacnich gend. Jeho akumulaci je zabranéno produkty APC genu a pfi jeho mutaci tato

regulace nefunguje. Pro rozvoj naddoru musi dojit k dal§im mutacim [10].
MUTYH-spjaté polypdza (MAP)

Mutace genu MUTYH zpusobuje recesivné dédi¢nou formu polypodzy, kterd se projevuje
zvySenym rizikem vzniku CRC a polypt v GIT. Diagnostika se provadi na zakladé€ rodinné

anamnézy, klinickych nalezti a endoskopie/kolonoskopie [9].
Dédiény nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC)

Prevalence se pohybuje okolo 1-5 % pfipadi CRC. U vétSiny pacienti s HNPCC byla
zaznamenana mikrosatelitova nestabilita (MSI), coZz vedlo k objevu, Ze je toto onemocnéni
zpusobeno defektem DNA mismatch repair geni (MMR). Bylo nalezeno 5 HNPCC geni:
hMSH2, h(MLHI1, hMSH6, hPMS1 a hPMS2 [12].

Rizikové faktory a prevence

Ve svété se celozivotni pravdépodobnost vzniku CRC pohybuje mezi 4-5 %. Hlavnim
rizikovym faktorem je ve€k, pfi¢emz riziko rozvoje CRC je vétsi po dovrSeni 50 let a diagnodza
pfed timto milnikem se povazuje za vzacny piipad (na rozdil od dédi¢nych forem). Mezi dalsi
neovlivnitelné faktory patfi rodinnd anamnéza ¢i zanétlivé onemocnéni jako je naptiklad
Crohnova choroba, kdy mé postizeny 2,5% vys$si riziko vzniku na vyvoj CRC. Toto riziko lze
redukovat zménou Zivotniho stylu a to jak co se tyCe stravovani, tak fyzickych aktivit. Napiiklad

cervené maso uvoliluje ve stfevé hemové skupiny, které zde podporuji tvorbu karcinogennich
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N-nitroso sloucenin a stejné tak cytotoxickych a genotoxickych aldehydt vznikajicich pfi
lipoperoxidaci. Pfiprava masa pii vysokych teplotach produkuje potencidlni karcinogeny, napft.
heterocyklické aminy a polycyklické uhlovodiky. Alkohol a kouteni také zvysuji riziko vzniku
CRC. Hlavni metabolit alkoholu je acetaldehyd, u kterého bylo prokazano, ze zvysuje riziko
vzniku CRC u lidi s polymorfismem enzymu ucastnicich se odbouravani alkoholu [7]. Alkohol
je navic metabolizovan na acetaldehyd i mikrobidlné, coz vede k degradaci folatu in vivo [5].
Folat je potfebny pro syntézu a opravu DNA, takze jeho nedostatek mulze vést
k chromosomalnim zlomim a dal$im nedostatkim prekurzoru DNA, coz miize prispet ke
karcinogenezi [5]. Koufeni zvySuje toto riziko az o 10,8 %, nebot’ cigareta obsahuje mnoho
karcinogentl, mezi které patii také nikotin, jehoz metabolity mohou ve stfevé zpusobit tvorbu
polypt [7]. Pii srovnani byvalych kutaki s t€émi sou¢asnymi bylo zjisténo, ze ukonceni koufeni
je spojeno s delSim celkovym pfezitim a to o 10 a vice let od ukonceni [13]. Rizikovym
faktorem je také vysoka hladina insulinu v krvi a gastrointestinalni zadnét. Hyperinsulinémie
zvysuje riziko promoci proliferace stfevnich bunék a redukci apoptdzy [5].

Na druhou stranou existuji faktory, které¢ toto riziko snizuji. Jednou z moznosti mize
byt zavedeni ryb a rybiho oleje do jidelnicku, jelikoZ potlacuji promoci sttevnich nadord, ¢imz
snizuji jejich incidenci. Dal§imi zaznamenanymi faktory jsou zvySeny piijem vitaminu D

a vapniku [5].
Screening

Screening CRC zahrnuje analyzu polypi pfed rozvojem nebo v brzkych stadiich tvorby naddoru
nez se zacnou projevovat symptomy nebo nez se zacne nemoc §itit. Pro muze a Zeny ve véku
50-75 je doporuceno podstoupit test okultniho krvaceni ve stolici, sigmoidoskopii nebo
kolonoskopii. Pti testu okultniho krvaceni ve stolici se detekuje krev pomoci protilatky nebo
enzymaticky [5, 14]. Enzymovéa detekce je zaloZena na aktivit¢ hemoglobinu podobné
peroxidasam, nicméné¢ miuze dojit k faleSné pozitivnim vysledkiim, coz byva zpisobeno
poZitim nékterych potravin €i jingym krvacenim v GIT [14]. U kolonoskopie doktor zavede
uzkou hadici do rekta pacienta a kontroluje, ptfipadné odebira, polypy nebo jakékoli znadmky
potencialni karcinogeneze. Pacientlim je doporuc¢eno podstoupit toto vySetieni jednou za 10 let.
FOBT je levné&jsi a méné citliveéj$i metoda v porovnani s kolonoskopii a pti pozitivnim vysledku

jsou pacienti odeslani k dal§imu vySetteni, nejcastéji praveé kolonoskopii [5, 15].
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Molekularni drahy CRC

Genomicka nestabilita je dualezitym prvkem stojicim za CRC. Patogenni mechanismy vedouci
k jejimu vzniku jsou chromosomova nestabilita (CIN), mikrosatelitova nestabilita (MSI) a CpG
methylatorovy fenotyp (CIMP). CIN drdha je povazovana za hlavni, jelikoz je nalézana
u 80-85 % pripadi CRC. CIN je zplsobena zménou poctu chromosomi vedouci k aneuploidii
bunck a ke ztraté heterozygozity (LOH). Mechanismus tohoto déje zahrnuje zmény v segregaci
chromosomil, dysfunkci telomer a odpovéd na poskozeni DNA (DDR), coz zvysuje
pravdépodobnost vzniku mutaci v genech zasahujicich do udrzeni spravné funkce bun¢k jako
APC, KRAS, PI3K a TP53. APC mutace zpusobuji translokaci beta-kateninu do jadra a tidi
transkripci genli ucastnicich se tumorigeneze a invaze, zatimco KRAS a PI3K mutace vedou
k aktivaci MAPK a tudiz zvySeni bunééné proliferace. Mutace v TP53 zpusobuje
nekontrolovatelny vstup bunék do bunécného cyklu [7].

MSI je typ nestability, ktery se projevi pti mutaci nukleotidovych repetitivnich sekvenci
v genomu [14]. Tyto sekvence se nazyvaji mikrosatelity a jsou slozeny z 1-6 bazi. Schopnost
opravy kratkych usekit DNA ¢i repetitivnich useki je u nadorit diky tomu sniZena a mutace
maji sklon se v téchto usecich hromadit. Tyto mutace mohou ovlivnit jak nekodujici oblasti,
(hypermethylace promotoru) nebo germinalnimi mutacemi, jeZ byly nalezeny u Lynchova
syndromu. Tyto nadory jsou ptevazné diploidni a maji méné LOH. Geny mutované v tumorech
s MSI zahrnuji pravé geny MMR - MLHI1, MSH2, MSH6, PMS1 a PMS2. MSI-H (MSI-high)
tumory maji lepsi prognoézu nez ostatni sporadické tumory [7].

Epigeneticka nestabilita je zodpovédna za CIMP, kterad je zplsobena hypermethylaci
promotord gentl, coz vede k umlcent jejich exprese [7].

I pfesto, ze mutace jsou nejcastéjSimi genetickymi alteracemi, mliZzou byt nalezeny
i nékteré chromosomalni zmény (delece ramének napt. 1p ¢i 18q) a translokace (napf.
NAV2-TCF7L1) [7, 16]. VSechny tyto aberace mohou ovlivnit diilezité signalizace a bunécné
funkce, pfi jejichz mutaci mize dojit ke vzniku maligni tkan€ napt. Wnt signalizace, TGF-3
signalizace ¢i p53 [7, 14].

Wnt signalizace hraje dilezZitou roli pfi diferenciaci kmenovych bun€k a bunééném
rustu. Z toho diivodu zmény v této signalizaci mohou vést ke vzniku nadoru. Zmény jsou
spojené i s oslabenim uzkych spojeni (tight junctions), coz zpisobuje snizenou bunécnou
adhezi a tudiz uptednostiiuje migraci a metastdzovani. Hlavni aberaci spjatou s Wnt signalizaci

u CRC je APC mutace. Jedna se o nejCastéji mutovany gen u CRC, avSak nejednd se
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o spolehlivy prognosticky marker CRC. B-katenin, ktery se také ucastni Wnt signalizace rovnéz
neni obecné uziteCny, jelikoz jeho exprese je u CRC obvykle zvysSend. Na druhou stranu
zvysend exprese c-MYC, ktery je aktivovan Wnt signalizaci, je povazovdna za marker
metastazovani a za pozitivni prognosticky faktor zvySujici Sanci na dlouhodobé preziti [7].

MAPK a PI3K signalizace se ucastni bunécné proliferace a preziti buiikky. Zmény
u téchto signalizaci stoji za zvySenou proliferaci nddorovych bun¢k. KRAS, BRAF a PIK3CA
mutace jsou dal$imi Casto se vyskytujicimi udalostmi u CRC a jednotlivé mutace mohou mit
pro progndzu i lécbu odlisny vyznam. Mutace KRAS se typicky vyskytuji v kodonu 13 exonu 2
a v kodonu 12 exonu 2, jehoZ mutace jsou spojeny s pokro¢ilym stadiem a metastazami. BRAF
mutace jsou také spojeny se Spatnou prognézou a s vys$im rizikem umrti, zejména u tumord
s MSI-H. Nejcastéjsi mutaci je BRAF V600E, ktera ptredstavuje slibny cil personalizované
mediciny, kdy kombinace inhibitorit BRAF V600E, napt. vemurafenibu s dal§imi inhibitory
MAPK/PI3K signalizace, napt. kobimetinibem se ukdzala jako 0¢innéj$i nez pouZziti pouze
jednoho z inhibitort [7].

TGF- signalizace se Ucastni bunécnych procesi jako rust, diferenciace ¢i apoptoza.
Sporadické mutace v TGF-P a jeji signalizaci nejsou u CRC bézné, a proto nejsou dilezité jako
prognosticky marker. Nicméné chromosomalni zmény zahrnujici TGF- jsou spjaty s CIN.
Ztrata 18q je jednou z hlavnich genomovych aberaci spojenych s TGF-B signalizaci u CRC.
Chromosom 18q kdduje dva dulezité tumor supresorové geny znamé jako SMADZ2 a SMADA,
jejichZ ztrata umoziuje nadorové bunice vyhnout se apoptoze a piispiva k deregulaci bunééného
cyklu [7].
bodem bunécéného cyklu, tudiz jeho ztrata souvisi s nddorovou progresi, protoze umoziuje
nadmérnou proliferaci [7]. p53 je transkrip¢ni faktor, ktery je kddovan genem 7P53 a aktivovan
napf. poSkozenim DNA, hypoxii nebo n€kterymi onkogeny. Regulace p53 zahrnuje rizné
modifikace v¢etné fosforylace, methylace a acetylace [7, 14].

Bylo zjisténo, ze mutacni z4t¢z u nadorti (TMB), ktera je definovana jako celkovy pocet
somatickych chyb v kddovani nebo substituci bazi nalezenych na milion bazi DNA, by mohla
hrat dalezitou roli pfi odhadu prognézy jednotlivych pacientl. Z nékterych studii vyplyva, Ze
vyssi TMB (TMB-high) koreluje s lepsi progndzou, avSak dalSi studie souvislost mezi
prognozou a TMB nepotvrdily [17].

1.1.3 LéCba
Strategie 1€cby se odviji od vlastnosti nadoru (velikost, poloha, pfitomnost metastaz) a faktort

spjatych s anamnézou pacienta (progndza, komorbidity a celkovy zdravotni stav). V soucasné
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dobé je pouzivan komplexni onkochirurgicky pfistup zahrnujici, u nckterych nadort,
i radioterapii. Pokud jsou u jediného polypu nalezeny patologické projevy karcinogeneze
(adenokarcinom), je obvykle doporuceno ¢astecné nebo Uplné odstranéni stfeva bez nasledné
onkologické 1écby [7].

Podezieni na metastazy by meélo byt vzdy potvrzeno adekvatnim radiologickym
zobrazenim (pocitacova tomografie (CT), magneticka rezonance (MRI)). Moznosti je také
vyuziti spojeni fluorodeoxyglukosy s pozitronovou emisni tomografii (PET) nebo i kombinaci
PET-CT. Vzdy je potfeba provést histologii primarniho tumoru nebo metastazy ptred nasazenim
chemoterapie [18]. Optimalni strategie pro 1écbu CRC by méla zahrnovat staging, rozbor krve,
otestovani funkce jater a ledvin, karcinoembryondlni antigen (CEA) a zobrazovaci metody.
Mezi znamé laboratorni prognostické faktory patii pocet bilych krvinek, hladina alkalické
fosfatasy, LDH, sérovy bilirubin a albumin [18].

Mnoho vyzkumil se zamétuje na vyvoj terapie, kterd ma vyssi i€¢innost a mensi vedlejsi
ucinky. Mezi ty stojici za zminku patii vyuziti agarosovych makrokulicek, protizanétlivych
1é¢iv a 1€civ zalozenych na zlatu [7].

U pacientl v brzkych stadiich (prvni a druhé stadium bez rizikovych faktorti) se voli
chirurgicky zakrok, kdy neni doporu¢ena nasledna doplitkova 1écba [18, 19]. Terapie pouZivané
pii 1€€be se rozliSuji na neoadjuvantni, adjuvantni a paliativni. Neoadjuvantni terapie, obvykle
konkomitantni chemoradioterapie, je typicky pouZivana na karcinom rekta II-IV stadia
a hlavnim cilem je minimalizace lokélni recidivy, pfipadné zvySeni resekability. Adjuvantni
chemoterapie slouZzi jako doplitkova 1écba primarni terapie (chirurgicky zékrok) k maximalizaci
jeji ucinnosti, kdy mize pomoci minimalizovat recidivu nadoru a prodlouzit pireziti, a je
provadéna u pacientli s karcinomem stfeva ve tfetim stddiu a u pacientii ve druhém stadiu
s rizikovami faktory, pficemz u karcinomu rekta II nebo III stddia se nedoporucuje. Délka
chemoterapie se méni v zavislosti na pfipadu a nabizi se tfi moznosti: 1écba trvajici 3-6 mésict,
induk¢ni 1écba nasledovana udrzujici 1écbou nebo 1écba trvajici do projevu toxicity nebo
progrese [20, 21]. Vétsina pacientii s metastatickym CRC (mCRC) neni vhodnymi kandidaty
pro resekci. U téch bez moznosti resekce se voli 1écba paliativni a jejim cilem je ulehceni od
symptom1l, snizeni agresivity a Siteni onemocnéni [7, 18]. Hlavnim cilem u takovychto pacientli

je zvysit resekabilitu zavedenim kombinované chemoterapie [18].

Radioterapie

Radioterapie je Siroce pouZzivdna u pacientll s pokroCilym karcinomem rekta a vyuziva

rentgenové paprsky k usmrceni bunék. K biologickému piisobeni radioterapie dochédzi pfimym
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nebo nepifimym poSkozenim. V piipadé piimého plsobeni posSkozuje ozafeni rizné
biomolekuly, jako jsou proteiny, lipidy a hlavné¢ DNA. Poskozeni mohou zptisobovat i reaktivni
formy kysliku (ROS), jez predstavuji sekundarni Uc¢inky ozéfeni. Piestoze je radioterapie
klicovou slozkou 1é¢by bud’ samostatné, nebo v kombinaci s chirurgickym zakrokem nebo

chemoterapii, radiorezistence je hlavni pti¢inou terapeutického selhani [5, 22].
Chemoterapie

Zakladnim prvkem chemoterapie je S-fluorouracil (i. v. FU) v rznych dédvkach a kombinacich
s ostatnimi cytostatiky nebo cilenou 1é¢bou [18]. Po vstupu do buiiky se pieméni na sviij aktivni
metabolit, 5-fluor-2-deoxyuridinmonofostat (FAUMP), jehoz primarnim mechanismem tG¢inku
je inhibice thymidylatsyntasy (TS) tvorbou ternarniho komplexu. To blokuje de novo syntézu
thymidinu, zakladni slozky pro syntézu DNA, a iniciuje poskozeni DNA [23]. Aktivita FU byla
zvysena pridanim biochemického modulatoru leukovorinu (kyselina listova, LV), ktery zvysuje
ucinek a toxicitu FU zvySenim afinity 1éCiva k TS. Pfi testovani bylo zjiSténo, Ze kombinace
téchto dvou latek méla dvakrat vysSi odpovéd nez pii podani samotného FU [24].
Chemoterapeutickd cinidla jsou klasifikovana dle jejich mechanismu ucinku. Nejcastéji
pouzivanymi chemoterapeutiky jsou derivaty platiny (oxaliplatina), antimetabolity
(kapecitabin, FU) a inhibitory topoizomerdzy (irinotekan). Chemoterapie prvni linie
u pokrocilého CRC je zaloZena na FU s LV, samostatné nebo v kombinaci s oxaliplatinou,
pfipadné s irinotekanem [21]. Irinotekan je inhibitor topoisomerasy I a na zakladé ziskanych
dat, kdy jeho vyuziti vedlo k delSimu pteziti nez pti vyuziti FU/LV, byl vyuZzit u pacienti,
u kterych 1é¢ba FU/LV selhala. Oxaliplatina je derivat cisplatiny, ktery inhibuje rust
kolorektalni naddorové bunétné linie rezistentni na cisplatinu a karboplatinu. Je vyuZivéna
v kombinaci s FU/LV v rezimu FOLFOX. Kombinace FU/LV s irinotekanem ptedstavuje
rezim FOLFIRI. Kapecitabin je oralné podavany fluoropyrimidinovy karbamat ptvodné
navrzeny pro lepsi prenos FU hlavn€ do nadorovych bunék a jedna se o prolécivo, které je
pfeméiovano na svlj jediny aktivni metabolit, FU, thymidinfosforylasou [24, 25].
Chemoterapeutika ovliviiuji nejen nadorové burky, jelikoZ nici rychle se délici bunky, mezi
které patii 1 buiikky vlasového folikulu, sliznice dutiny ustni a traviciho traktu, erytrocyty

a leukocyty [20].
Cilena lécba
Cilena terapie vyuziva lé¢iva nebo jiné metody, které atakuji pouze nadorové burky, aniz by

doslo k poSkozeni okolni tkané [5]. Byl zaznamenan vysledek s dobrou u¢innosti pti kombinaci
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tradicni chemoterapie s cilenou terapii monoklonalnimi protilatkami nebo inhibitory proti
vaskularnimu endothelidlnimu ristovému faktoru (anti-VEGF) a receptoru epidermalniho
rastového faktoru (anti-EGFR). Nejvyuzivanéjsi anti-VEGF strategii je monoklondlni
protilatka bevacizumab, ktera cili na cirkulujici VEGF-A a rekombinantni fizni protein
aflibercept, ktery blokuje VEGF-A, VEGF-B a placentarni ristovy faktor [24]. Tato strategie
je vyuzivédna u pacienti s RAS mutacemi [26]. Bylo prokazéno, ze prodluzuje pteziti
v kombinaci s FU/LV, FOLFIRI nebo samotnym kapecitabinem. VEGF je specificky mitogen
endotelialni buiiky a jeden z proangiogennich faktort. Inhibuje apoptézu a ma vyznamnou roli
pti mobilizaci prekurzorti endotelidlnich bunék do mist angiogeneze. Jeho vysoka hladina byla
nalezena u vétSiny lidskych nadort, véetné CRC, kdezto u zdravych jedinct je jeho hladina

nizka [24].
Cetuximab

Dtlezitou roli pii nddorovém ristu a progresi riznych nadori, vcetné CRC, zaujima
HER-1/EGFR signalizace. HER-1/EGFR patfi do rodiny HER receptorii, coZz jsou
glykoproteiny slozené z extracelularni ligand-vazebné domény, intracelularni tyrosin-kinasové
domény a transmembranového segmentu. Vazba ligandu na extracelularni doménu zpiisobi
aktivaci tyrosinkinasové aktivity, coz vede k proliferaci nadorovych bunék, migraci, adhezi,
angiogenezi a inhibici apoptdzy. Nizka exprese téchto receptorli je spjata s progresi
onemocnéni, Spatnou prognézou a snizenou citlivosti k chemoterapii. Strategii anti-EGFR 1ze
pouzit pouze v neptfitomnosti RAS mutaci bud’ samostatné, nebo v kombinaci s cytotoxickymi
panitumumab. Tyto kombinace pfedstavuji jednu z moZnosti pro pacienty s mCRC. Cetuximab
se vaze na extracelularni doménu EGFR a tim blokuje pfenos signalu (cytostaticka aktivita)
[24, 27]. Mezi dal$i vyuZzivané latky patfi nilotinib a erlotinib, které piisobi jako tyrosinkinasové

inhibitory a blokuji intracelularni kinasovou doménu EGFR [28].

1.1.4 Biomarkery kolorektalniho karcinomu

Biomarker je molekula, kterou lze vyuzit k diagnostice onemocnéni, pro stanoveni prognézy
neboli rizika progrese onemocnéni piipadné ¢asného timrti nebo k predikci uc€inki 1écby (viz
Obr. 3, str. 21). Ideélni biomarker by mél mit vysokou citlivost, specifitu a mél by byt snadno
méfitelny. Jak uz bylo dfive zminéno, mezi hlavni molekuldrni zmény u CRC patii MSI, CIN,
CIMP a genové mutace. Tyto zmény produkuji modifikovanou DNA, RNA, proteiny nebo

metabolity, které 1ze méfit v nadorové tkéni, krvi ¢i stolici a mohou byt tedy vyuzity jako
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biomarkery. Mezi nejvyuzivanéjsi biomarkery u CRC patii stanoveni MSI a KRAS mutaci
v nadorovych vzorcich. Nékteré onkomarkery uzivané pro urceni diagndzy vykazuji vysokou
specifitu ale nizkou citlivost, coz je diivod, pro¢ védci hledaji vhodnéj$i molekuly pro ¢asnou
diagnozu. V tomto ohledu stoji za zminku testy vyuzivajici kity k vyhodnoceni CIMP a genové

¢i mikroRNA exprese, které Ize pouzit i v krvi a stolici [7].

Diagnéza

Screening Prognéza

Biomarkery CRC

Pozorovani

Uginnost terapie o
onemocné&ni

Nadorova biologie

Obrazek 3 — Schematické znazorneni vyuziti biomarkerit CRC. Prevzato z [29].

Biomarkery se déli na prognostické a prediktivni. Prognosticky biomarker poskytuje
informaci o pravdépodobném pribéhu onemocnéni v dobé diagnézy. Naopak prediktivni
biomarker poskytuje informaci o predpokladané odpovédi na konkrétni 1é€bu a umoziuje tak
vyhodnotit jeji t€innost a zvazit jeji indikaci [30].
systém, ktery je zalozen na popisu miry invaze ve stievni sténé€, rozsifeni do miznich uzlin
a ptitomnost vzdalenych metastdz. Miru invaze ptedstavuje pismeno T a nabyva hodnot 0-4.
Zasazeni miznich uzlin popisuje pismeno N nabyvajici hodnot 0-2 a pfitomnost metastazi

piedstavuje pismeno M nabyvajicich hodnot 0 nebo 1 [31].
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APC mutace jsou spojeny se vznikem a progresi CRC a jednalo by se o dobrého
kandidata na diagnosticky nebo prognostikcy biomarker. Nicméné mutace byly nalezeny v celé
kodujici oblasti genu, ¢imz jej jako biomarker €ini technicky hlife vyuzitelnym [14]. Mutace
p53 jsou spojeny s pozdnimi zmeénami, proc¢ez nejsou vhodnym kandidatem. Jako onkomarker
je vyuzivan CEA, coz je glykoprotein o velké molekulové hmotnosti. Jeho vysoka hladina je
spojena ale i s jinymi nemocemi, jako je hepatitida a nema tak dostatecnou specifitu pro
screening. Hlavni vyuziti mé pro pooperacni sledovani recidivy u asymptomatickych pacienti

[14].
DNA Mismatch Repair geny (MMR)

MMR geny jsou zapojeny do opravy chybné vlozenych basi v DNA. Inaktivace MMR genti
byly zaznamenany u HNPCC i sporadickych CRC. Tumory s defektem MMR (dMMR) mohou
byt identifikovdny testovanim mikrosatelitové nestability pomoci sekvenace nebo
imunohistochemicky detekovatelné ztraty exprese proteinti ti¢astnicich se téchto oprav [32].
Jedna se o prediktivni biomarker, ktery Ize vyuzit pfi volb¢ terapie karcinomu stieva, napf.
k nasazeni tzv. immune checkpoint inhibitori [33, 34]. Nicméné, mechanismus, pro¢ tomu tak

je, neni stale jasny [33].
KRAS

KRAS patii do rodiny RAS onkogent spolu s geny HRAS a NRAS. Mutované onkogeny maji
schopnost pfeménit buiku v nddorovou, pfi¢emz nej€astéjSim mutovanym onkogenem RAS
rodiny u CRC je KRAS. Bodové mutace jsou nejcastéjsi na kodonech 12,13 (exon 2), 61 (exon
3) a 146 (exon 4). Mutace KRAS vedou k aktivaci GTP vazebného proteinu, ktery pfenasi signal
na BRAF a ten ovliviiuje MAPK signaliza¢ni kaskadu [34].

Hodnota KRAS byla intenzivné zkouména u terapie zaméfené na EGFR. Je
ptedpokladéano, Ze ligand navazany na EGFR aktivuje kaskddu Ras-Raf-MEK (MAPK). Bylo
zjiSténo, Ze pacienti s metastatickym CRC, ktefi nesou mutace KRAS v kodonech 61 a 146,
vykazuji rezistenci k 1é¢bé anti-EGFR [32]. KRAS je v klinické praxi vyuZivan jako prediktivni

biomarker, avSak jeho prognosticka hodnota neni stale jasné popsana [7, 32].
1.2 VolIné cirkulujici nukleové kyseliny v krvi

Dtlezitost volné cirkulujicich nukleovych kyselin byla rozpoznana v roce 1994, kdy byla
nalezena pfitomnost mutovanych onkogennich gent v plasmé pacientii s rakovinou pankreatu.

V dalsich letech bylo provedeno nékolik dalSich vyzkumt, pii kterych byla zaznamenéana
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vysoké frak¢éni koncentrace tumorové DNA v plasmé pacientl s rakovinou rtizného ptivodu
[35].

Voln¢ cirkulujici nukleové kyseliny zahrnuji nékolik typtt DNA (genomova,
mitochondrialni, virovd) a RNA molekul (mRNA, miRNA), jez jsou pfitomny
v extracelularnich tekutindch. Do tekutin jsou uvoliiovany smrti buiikky jako je nekroza
a apoptoza nebo bunécnou sekreci a to nejen nadorovymi bunkami, ale také bunkami
v mikroprostiedi nadoru ¢i endotelialnimi bunikami a lymfocyty [36]. V télnich tekutinach se
vyskytuji ve tfech formach: volné, vdzané na proteiny (nukleosomy) nebo vazané na
extracelularni vezikuly (exosomy) [36]. Volné DNA/RNA fragmenty jsou sekvence, které
nejsou vazany na nic, coz vede k jejich St€épenim DNAsami/RNAsami pfitomnym v cirkulaci.
Tomu Ize zabranit zabalenim nukleovych kyselin do extracelularnich membranovych vezikul
nebo vazbou na proteiny (nukleosom). Podle velikosti vezikulu se rozliSuji mikrovezikuly
(50-3000 nm), exosomy (40-100 nm) a apopticka téla (800-5000 nm) (viz Obrdazek 4). Vezikuly

mohou byt uvoliiovany jak zdravou bunkou, tak nadorovou [37].
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Obrazek 4 — Tvorba extracelularnich membranovych vezikul. Prevzato z [37].

1.2.1 miRNA

MikroRNA (miRNA) jsou malé molekuly sloZené z 18-23 nukleotidl, které zasahuji do
postranskripéni genové regulace. V lidském genomu bylo identifikovano vice jak 2500 miRNA
(miRBase v22.1), které se ti€astni regulacnich mechanismt fady biologickych procest véetné
vyvoje, bunécného cyklu a apoptoézy. Hlavnim tkolem miRNA je regulovat translaci proteint

vazbou na komplementarni sekvence cilové messenger RNA [38]. Jedna molekula miRNA
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muze cilit na vice mRNA a zarovenn mize mit jedna molekula RNA nékolik cilovych mist pro
rizné miRNA molekuly [36]. Extracelularni miRNA Ize snadno detekovat v télnich tekutinach
diky jejich relativné vysoké stabilit€ v porovnani s ostatnimi typy RNA. To je zpiisobeno jejich
kratkou délkou, vazbou na proteiny (Argonaut 2) ¢i enkapsulaci exosomy [39]. Vykazuji proto
vysSi rezistenci na endogenni a exogenni ribonukleasovou aktivitu, extrémni pH podminky
a teplotni zmény pfti rozmrazovani [40]. Tyto vlastnosti ¢ini z miRNA potencidlni biomarkery
pro rizné typy onemocnéni, véetné nadorovych onemocnéni. Piikladem mize byt miR-10b,
jejiz zvysena hladina byla popsana u pacientli s karcinomem vajecniku, plic ¢i u glioblastomu
v porovnani se zdravymi kontrolami nebo miR-16, jejiz rizna exprese, v porovnani nemocnych
jedincti se zdravymi kontrolami, byla popsana u karcinomu prsu, prostaty ¢i jater [41].
Nevyhodou miRNA jako krevnich biomarkert je jejich nizsi specifita, kterd je dana jejich
fyziologickou funkci [42].

Pro sledovani zmén genetickych biomarkert v plasmé/séru Ize vyuzit miRNA molekuly
pro detekci hemolyzy [43]. Pro tyto ucely mohou byt vyuzity miRNA, o kterych je znamo, ze
jsou zastoupeny v ¢ervenych krvinkach jako miR-451 nebo miR-144. Jelikoz celkové mnozstvi
miRNA v krvi mize byt ovlivnéno 1 jinymi faktory, naptiklad preklinickymi ¢i néjakym
poranénim, je potieba zaroven analyzovat i miRNA, kterd neni ovlivnéna hemolyzou. Takovou

molekulou je miR-23a, kterd je stabilni v plasmé a séru [41].

1.2.2 DNA
Volna cirkulujici DNA (cell free DNA, cfDNA) je pfitomna v plasmé&, moci a dalSich télnich

tekutinach ¢loveka. cfDNA je tvofena dvouvlaknovymi fragmenty o délce méné nez 200 paru
bazi a o velmi nizké koncentraci [36]. In vivo dochazi k zaniku cfDNA nukleasovou aktivitou
a nasledné je vyluCovdna do moci ledvinami nebo je absorbovéna jatry a slezinou, kde je
degradovdna makrofagy. Hladina cfDNA je zvySena pifi nékterych patologickych
a fyziologickych podminkach véetné cvi€eni, zanétu, diabetu a nadorového onemocnéni [42].
Podle studii se koncentrace cfDNA u zdravych jedincii pohybuje v rozmezi 0-100 ng/ml
s prumérnou hodnotou 30 ng/ml. Naopak u pacientli se toto rozmezi pohybuje od 0 do
1000 ng/ml s primérnou hodnotou 180 ng/ml. Také bylo zjisténo, Ze hladina cfDNA souvisi
s velikosti a stadiem tumoru. U pacientil se stddiem IV rGznych karcinomil bylo pozorovéano
100-1000 kopii cirkulujici nddorové DNA (circulating tumor DNA, ctDNA), cast cfDNA
pochézejici pfimo znadoru, v5 ml krve a naopak pouze 10 kopii ctDNA u pacientl
v zalinajicim staddiu [38]. ZvySené mnozZstvi ctDNA je také pozorovano u pacientil
s metastatickymi naddory. Kvantifikace u pacientek s relapsem ovarialniho karcinomu ukézala

zvyseni o Sest kopii ctDNA na ml krve za ptidany 1 cm® nadoru [44]. U pacientii s riiznym
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typem nadoru byla také pozorovana snizena aktivita DNase v plasm¢, coz muze mit také vliv
na zvySenou hladinu cfDNA v plasmé [40]. Hladiny ¢cfDNA v krvi ovliviiuje i umisténi nddoru,
jelikoz naptiklad u pacientil s primarnim tumorem mozku byla hladina ctDNA vyssi
v mozkomiSnim moku nez v plasmé [45].

CtDNA muze obsahovat specifické variace, které souviseji s nadorem pacienta jako
napiiklad mutace v tumor supresorovych genech nebo onkogenech, alterace poctu kopii genu

(CNA), MSI, zmény v methylaci DNA ¢i chromosomalni aberace [38].

1.2.3 Vyznam miRNA a cfDNA jako krevnich biomarkert u CRC

Diagnostika

Nékolik studii se zabyvalo potencidlem miRNA jako diagnostického biomarkeru u CRC.
Huang et al. byl prvnim, kdo zkoumal diagnostickou hodnotu miRNA v plasmé. Byla nalezena
zvysena exprese miR-29a a miR-92a u 37 pacientti s pokrocilym stddiem adenomu v porovnani
se zdravymi kontrolami. To vedlo k dal§im studiim, které objevily mnoho dalSich miRNA, jez
maji zvySenou hladinu u pacientii s CRC ¢i naopak maji hodnotu niZsi v porovnani se zdravymi
kontrolami. N&které z téchto miRNA molekul jiz byly navrZeny pro vcasnou diagnostiku CRC
vice nez jednou studii (napf. miR-17-3p, miR-18a, miR-21, miR-29a, miR-92, miR-106a,
miR-29b a miR-145) [46]. Studie, které navic kombinuji rizné miRNA, pii detekci CRC
v brzkych stadiich, dosahuji vysoké ptesnosti i specifity (nad 80 %) [39].

MiRNA molekuly se také podileji na procesech odpovédnych za Sifeni nddorid do
okolnich tkani a krevniho fecisté (tzv. metastazovani). Tento fakt byl vyuzit pfi zkoumani
hladiny exprese miRNA u pacientii s pokrocilym stadiem CRC v porovnani s pacienty se
vzdalenymi metastdzami. Jednim z nich byla miR-141, u které bylo zjisténo, ze jeji hladina je
schopna rozliSit IV stddium od téch ostatnich. Lze proto uvaZovat o vyuziti stanoveni miR-141
v plasmé v kombinaci s CEA pro v€asnou detekci metastaz u CRC pacientli. DalSimi zéstupci,
jejichz hladina byla zvySena u pacienti s pokrocilym stadiem v porovnani se zdravymi jedinci,
byli naptiklad miR-96 ¢i miR-22 [39].

V ptipad¢ vyuziti cfDNA pro diagnostiku CRC byl v roce 2016 vyvinut prvni FDA
(Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv, Food and Drug Administration) schvaleny methylaéni test,
Epi proColon®, urceny pro detekci methylované DNA genu SEPT9 ze vzorkl lidské plasmy.
Obdobné je studovan methylacni profil genti VIM a SFRP2 [42, 44].

Nekolik studii také poukazuje na moznost detekce mutaci v genech spojenych
s rozvojem CRC v cfDNA (napt. KRAS, BRAF, PIK3CA a EGFR) pro diagnostické tucely.

Nicméné je nckolik piekazek, které je potfeba vyftesit nez bude mozné vyuzit cfDNA jako
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biomarker pro ¢asnou diagnozu v klinickém prostiedi. Jednou z nich je limitace technologicka
a analytickd. Déle Sum pii odbéru vzorkli kvili omezené dostupnosti krve, ktera omezuje
citlivost detekce. Problém je také nizsi specifita a citlivost testli u ranych stadii onemocnéni

[45].
Odhad prognozy

Hladiny né¢kterych pro diagnostiku vyuzitelnych miRNA také vyznamné souvisi s progndézou
onemocnéni (miR-17-3p, miR-21, miR-92). V tomto sméru jsou naptiklad intenzivné
studovany miRNA patfici do rodiny miR-200 (miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c,
miR-429). Vyss$i hladiny jiz dfive zminéné miR-141 v krvi byly spjaty s horsi prognézou
pacientl s mCRC. Zkoumana byla také miR-221, jejiz vysoké hladiny v krvi odpovidaly horsi
prognoze pacientll a souvisely s expresi proteinu p53. Naopak u nékterych miRNA byla
popsana souvislost niz§ich hladin v krvi s hor$i prognézou CRC pacientli, naptiklad miR-23b
¢i miR-194 [39].

CfDNA je také studovana v souvislosti s prognézou. Pti analyze vzorkl pacientti s CRC
pted a po obdrzeni chemoterapie bylo zjisténo, Ze u CRC piipadi byla hladina cfDNA vyrazné
vy$§i. Nicménég hladina cfDNA nebyla vyznamné spojena s pohlavim, v€kem, stadiem TNM ¢i

lokalizaci nadoru, ale naopak korelovala s expresi CEA [47].

Predikce a sledovani odpovédi na terapii

MiRNA molekuly byly také zkoumany jako potencidlni prediktivni biomarkery pro odhad
citlivosti CRC vii¢i chemoterapii. Chen et al. studovali vzorky séra u pacienti s CRC 1écenych
rezimem FOLFOX. U pacientd §patn¢ odpovidajicich na 1é¢bu byla vyznamné zvySena exprese
miR-19a oproti pacientim dobfe odpovidajicim na danou terapii. Dalsi studie se zabyvala
analyzou exprese miRNA u pacientll léenych oxaliplatinou. V této praci bylo nalezeno pét
miRNA (miR-20a, miR-130, miR-145, miR-216 a miR-372) potencialn¢ vyuzitelnych pro
predikci chemosenzitivity k oxaliplatiné u CRC pacientl. V jiné praci byl studovan vyznam
miR-126 pro predikci odpovédi pacientti s mCRC na chemoterapii (kapecitabin, oxaliplatina)
v kombinaci s anti-angiogenni terapii (bevacizumab). U pacientd, ktefi Spatn¢ odpovidali na
anti-angiogenni terapii byla detekovana stejna nebo zvysSena hladina miR-126 oproti snizeni
hladin této miRNA u pacientdl dobie odpovidajicich. Hladiny miR-126 v plasmé také
korelovaly s velikosti tumoru a celkovou prognozou pacientt [39]. Pozd¢jsi prace ukazuji, ze
cirkulujici miRNA by mohly byt vyuzitelné jako prediktivni i prognostické markery samostatné

u karcinomu rekta [39, 48].
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Pro predikci a sledovani u€inkt terapie se ukazuje jako slibné sledovani obsahu ctDNA
v celkové cfDNA. Tento piistup je zvlasté G€inny u pacientli s metastatickym onemocnénim
[49]. Pacienti jsou indikovéani k sekvenénim odbériim krve béhem terapie, coz umoziuje
sledovat zmény v nadorové DNA (v piipad¢ pacientdi s CRC pievazné mutace v genech
RAS/BRAF), jejich vliv na ucinnost aktualni 1écby a predikci u¢innosti dalsi terapie [44].

1.3 Metody analyz volné cirkulujici miRNA a DNA v krvi

Pro analyzu nukleovych kyselin v krvi je dulezité uchovavani odebranych vzorki s ohledem na
vyskyt nukleas. Jednou moznosti jsou EDTA zkumavky a druhou zkumavky obsahujici
stabilizujici reagenty. Faktorem ovlivitujicim kvalitu krve je také zpisob transportace, kdy by
mélo dojit k zabranéni tfesu a pohybu se vzorkem, jelikoz dochézi k 1yzi bunék (hemolyza)
a kontaminaci séra a plasmy DNA a RNA z krevnich buné€k [50]. To je také ovlivnéno casem
mezi odebranim vzorku a samotnym zpracovanim. Z toho divodu se pouzivaji i specidlni
odbérové zkumavky, napt. PAXgene Blood ccfDNA (PreAnalytiX GmbH, Svycarsko) nebo
RNA Complete BCT (Streck, USA), které stabilizuji leukocyty a zabranuji kontaminaci,

pti¢emz vzorky lze pouzit do jednoho tydne od odebrani [51].

1.3.1 Metody izolace

Samotnéd izolace je uskutecnéna pirevazné zplasmy ¢i séra [51]. Protokoly pro izolaci
nukleovych kyselin vyuZivaji riznych technik, ale obecné zahrnuji 1yzi, ktera je nasledovéana
odstranénim proteinll a dalSich makromolekul. Pro odstranéni proteini je vyuzivana proteinasa
K, vysolovani (chlorid cesny), extrakce (fenol-chloroformova) ¢i vazba na pevnou fazi. DNA
je ziskana precipitaci za pouziti ethanolu ¢i isopropanolu. Je doporuceno provadet co nejméné
krokd, jelikoz velké mnozstvi ziskanych nukleovych kyselin mize byt ztraceno v procesu [52].
Hlavni metody pro izolaci vyuZzivaji magnetické kulicky nebo kolony s kiemicitou (silikatovou)
o nejvetsi kvalité, jelikoz jich je k dispozici velké mnozstvi. Mezi ty nejpouzivanéjsi patii kity

od spole¢nosti QIAGEN a Thermo Fisher Scientific [51].

1.3.2 Metody detekce a kvantifikace
Koncentrace nukleovych kyselin v plasmé je nizka a je zapotiebi vyuzit sensitivnich metod ke

kvantifikaci. BéZn¢ pouzivané metody zahrnuji fluorescencni barviva, spektrofotometrii

a qPCR [50].
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1.3.2.1 Kvantifikace nizko koncentrovanych nukleovych kyselin

Standardem pro hodnoceni koncentrace nukleovych kyselin je métfeni fluorescence.
Interkalujici barviva, které selektivné vazi dsDNA, napt. PicoGreen nebo Qubit Fluorometer
kity, umoznuji kvantifikaci DNA v koncentracich 50 pg/ul respektive 5 pg/ul priméarniho
vzorku. Vysledky mohou byt ovlivnény fluorescenci pozadi, ktera je zplisobena nenavazanymi
molekulami barviva a interferenci s kontaminanty jako jsou soli, detergenty ¢i volné nukleotidy
(vysokomolekularni DNA). Separace cfDNA je mozna také na systému Agilent (Agilent
Technologies), kterd umoziuje posouzeni velikosti, kvantifikaci a rozliSeni fragmenti cfDNA
1 pfi nizkych koncentracich v fadu pikogramii. qPCR s interkalujicimi barvivy (napt. SYBR
Green) nebo sondami jsou vyuzivany pro kvantifikaci riznych nukleovych kyselin a patii mezi

nejvyuzivanéj$i metody [50, 51].

1.3.2.2 qPCR

Dtlezitym milnikem ve vyuziti PCR bylo zavedeni pozorovani amplifikace DNA v redlném
Case prostfednictvim monitorovani fluorescence. Pii qPCR (také oznacované jako PCR
v redlném Case) se fluorescence méti po kazdém cyklu a intenzita fluorescencéniho signéalu
odrazi momentalni mnozstvi DNA amplikonll ve vzorku v dany Cas. V pocatecnich cyklech je
fluorescence pfiili§ nizka na to, aby byla odliSitelnd od pozadi. Nicméné bod, ve kterém se
intenzita fluorescence zvysi nad detekovatelnou troven (exponencidlni faze amplifikacni
reakce), odpovida imérné pocate¢nimu poctu molekul templatové DNA ve vzorku. Tento bod
se nazyva kvantifika¢ni cyklus (Cq) a umoziiuje stanoveni absolutniho mnozstvi cilové DNA
ve vzorku podle sestrojené kalibracni kiivky sériové fedénych standardnich vzorkl (obvykle
dekadicka fedéni) se znamymi koncentracemi nebo pocty kopii. Kromé toho miize qPCR také
poskytnout semikvantitativni vysledky bez standardli pouze s kontrolami pouzitymi jako
referencni materidl. V tomto pfipadé mohou byt pozorované vysledky vyjadfeny jako vyssi
nebo nizsi nasobky vzhledem ke kontrole. Tato aplikace qPCR je Siroce pouZzivana pro studie
genoveé exprese. Existuji dveé strategie pro vizualizaci amplifikovanych fragmenti DNA
vrealném case — nespecifickd fluorescencni barviva DNA a fluorescencné znacené
oligonukleotidové sondy. Sondy jsou vice vyuzivané diky jejich vyssi specifite, kterd vyplyva
z pouziti fluoroscencné znacené sondy cilené mezi par primeriti ohrani¢ujici kvantifikovany
usek, coz vylucuje soucasnou detekcei piipadnych nespecifickych PCR produktii napt. primer

dimert [53].
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1.3.2.3 Sekvenovani nové generace (NGS)
NGS je technologie vyuzivana pro DNA a RNA sekvenaci a detekci mutaci, malych inzerci

a deleci (indell), CNA nebo genovych fuzi. Tato technologie umoziuje sekvenaci nukleovych
kyselin riiznych délek i celého genomu v relativné kratkém casovém useku [54]. Prerekvizitou
pro NGS je piiprava kvalitni knihovny. Tato piiprava zahrnuje nejprve zisk templatu, ktery
odpovida sledovanym molekulam a nasledné ptipravu fragmentii pro sekvenovani. NejCastéji
je vyuzivano sekvenovani kratkych DNA tusekt (tzv. short-read sekvenovani), proto se pred
piipravou knihovny provadi fragmentace DNA na n¢kolik kratkych segmenti, Casto o délce
100-300 bp. Toho je docileno riznymi metodami napt. mechanickymi metodami (sonikace)
nebo enzymatickym Stépenim. Protokoly pro ptipravu knihoven se lisi podle typu analyzy [54].
Velikost a kvalita knihovny se obecné kontroluje na Bioanalyzeru (Agilent Technologies, USA)
pomoci vysoce citlivych DNA ¢ipt (Agilent Technologies, USA) nebo HS DNA ScreenTape
kitu na Tapestation 2200/4200 (Agilent Technologies, USA) [51].

DNA sekvenovani (DNA-seq) muze zahrnovat cilenou sekvenaci vybranych gent
(targeted sequencing, TS), sekvenaci exomu (whole exom sequencing, WES), celého genomu
(whole genome sequencing, WGS) ¢i epigenomu. U WES a TS protokolt pro ptipravu
knihoven se pro namnozeni templatl zpravidla vyuZiva zachytova hybridizace (tzv.
hybrid-capture), pii které vznikda méné PCR duplikati nez pti klasickém namnozeni jen cilenou
PCR amplifikaci. Na cilové sekvence jsou hybridizovany komplementarni sondy a nésledné
jsou tyto komplexy izolovéany za vyuziti magnetickych kuli¢ek (Casto obalené streptavidinem)
[55].

RNA sekvenovani (RNA-seq) je uzitecné pro funkéni genomické studie, jako je genova
exprese, alternativni sestfih a objevovani sekvencnich variant. RozliSuje se sekvenovani celého
transkriptomu (whole transcriptome sequencing, WTS), mRNA a sekvenovani kratkych RNA
molekul. Pfiprava vzorku zahrnuje izolaci RNA a reverzni transkripci RNA na komplementérni
DNA (cDNA). Jelikoz ptiblizné 90 % ziskané celkové RNA z buné¢k ¢i tkdné zaujima rRNA,
je nutné ji odstranit. U kitu od spolec¢nosti Illumina pro ptipravu knihovny pro WTS dochazi
nejprve k odstranéni rRNA, chemické fragmentaci zbylé RNA a reverzni transkripci. Ve
vysledku je pfichystdna cDNA knihovna. Pro pfipravu vzorku pro sekvenovani mRNA jsou
vyuzity magnetické kulicky pro oddéleni poly(A) molekul od celkové RNA a pfiprava
knihovny poté probiha podobné jako u WTS. K dispozici je 1 cilené RNA sekvenovani, které
umoziuje analyzovat jen nékteré vybrané geny [55].

Sekvenovani kratkych RNA molekul, tzv. small RNA sekvenovani, umoziiuje detekovat

rizné typy kratkych RNA (miRNA, piRNA, tRNA, siRNA, snoRNA, apod.). Nejcasté&ji
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studovanymi kratkymi RNA molekulami jsou miRNA vzhledem k jejich vyznamu v fadé
onemocnéni. Tradiéni pfiprava knihovny kratkych RNA molekul za¢ind prodlouzenim RNA
molekuly ligaci adapterti (umoziujici nasednuti primerti pro reverzni transkripci i nasednuti
primerid pro samotnou sekvenaci), reverzni transkripci a amplifikaci cDNA (viz Obr. 5) [55].
Nov¢jsi protokoly pro pfipravu knihoven kratkych RNA molekul se lisi vyuzitim raznych
pristupti snizujici nerovnomérné zastoupeni jednotlivych molekul a potencialni zkresleni
vysledk, které Casto vznika pfi procesu ligace a amplifikace. K takovym pfistupiim patii napft.
vyuziti unikatnich molekularnich identifikéatorti, tzv. UMI, nebo randomizovanych adaptért
[56].
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Obrdazek 5 — Schematické zndzornéni pripravy knihovny kratkych RNA molekul. Prevzato z [56].

Ptiprava NGS knihoven déle zahrnuje ligaci specifickych indexi (tzv. barcodit), které
umoziuji identifikaci jednotlivych vzorkl po sekvenaci. Nakonec jsou pfidany adaptéry pro
hybridizaci fragmentti na povrch amplifikaéni desticky (,,flow-cell) [55].

Protokol vlastniho sekvenovani se li§i podle pouzitého typu sekvenatoru. Illumina NGS
sekvenator vyuziva desti¢ek s oligonukleotidy a pro amplifikaci knihovny tzv. mtstkovou PCR.
Sekvenace probiha formou syntézy postupnym pitipojovanim fluorescencné znacenych dNTP.
Vysledkem je masivné paralelni sekvenovani vSech DNA segmentl najednou. Ziskana data

jsou nasledné bioinformaticky zpracovéana [54].
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1.3.2.4 Droplet-based digitalni PCR (ddPCR)

ddPCR je typ digitalni PCR, kterd umoznuje absolutni kvantifikaci DNA nukleovych kyselin
bez nutnosti pouziti standardni kfivky. Principem ddPCR je rozdéleni DNA nebo cDNA
fragmenti do n¢kolika tisici samostatnych PCR reakci. Pro rozd€leni objemu vzorku do
jednotlivych az pikolitrovych objemu je pouzivan bud’ princip rozdéleni vzorku do kapicek
pomoci disperzniho oleje za vzniku emulze (napt. QX200/600 Droplet Digital PCR Systém,
Biorad) nebo rozdéleni do komurek pomoci specialnich desticek (QIAcuity Digital PCR
Systém, Qiagen) [57]. Predpokladem ddPCR je nahodné rozdéleni cilovych molekul do
jednotlivych reakénich kompartmentt tak, aby kazda reakce obsahovala jednu nebo méné kopit
templatu DNA. Nasleduje tzv. end-point amplifikace, kdy je po skonceni reakce stanoven pocet
pozitivnich a negativnich signali. Pro vyhodnoceni vysledkti se pouzivéa korekce vychazejici
z tzv. Poissonova rozdéleni pravdépodobnosti, které zohlediiuje mozné vyssi mnozstvi cilovych
molekul v reakénich kompartmentech (viz Obr. 6). K dal§im komerénim piistrojim umoznujici
ddPCR patii BioMark HD dPCR (Fluidigm) nebo QuantStudio 12K Flex dPCR (Life
Technologies) [58].
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Obrazek 6 — Schematické znazornéni pritbehu ddPCR. Prevzato z [59].
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2. Cile prace

1. Vybér a optimalizace metod pro izolaci ¢cfDNA a miRNA z plasmy/séra a jejich

charakterizace z hlediska kvantity a kvality
2. Optimalizace metody stanoveni hemolyzy v plasmé/séru pomoci qPCR

3. Vybér a optimalizace metody stanoveni hladin cirkulujicich miRNA pomoci

sekvenovani kratkych RNA molekul
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3. Material
3.1 Chemikalie

Agilent High Sensitivity DNA Kit
dH,O

ethanol

glykogen

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
QIAseq miRNA UDI Library kit

QIAzol Lysis Reagent

Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit and Reagent

Quant-it™ RiboGreen RNA Assay Kit and Reagent

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit

Qubit™ microRNA Assay Kit
Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit
Isopropanol

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
miRNeasy Serum/Plasma Kit

mirVana® miRNA mimic

NEXTFLEX Small RNA-Seq kit

NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (75 bp)
probe PCR master Mix (4x)

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
TagMan® Small RNA Assay (20x)

TagMan® Universal Mastermix
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Agilent Technologies, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Qiagen, Némecko

Qiagen, Némecko

Qiagen, Némecko
Invitrogen™, USA
Invitrogen™, USA
Invitrogen™, USA
Invitrogen™, USA

Zymo Research, USA

Sigma Aldrich, USA

Qiagen, Némecko

Qiagen, Némecko

Thermo Fisher Scientific, USA
PerkinElmer, USA

[llumina, USA

Qiagen, Némecko

Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA



TE pufr

3.2 Pristroje a laboratorni vybaveni

Agilent 2100 Bioanalyzeru

Automatické pipety

Centrifuga Hettich MIKRO 200R

Centrifuga Hettich UNIVERSAL 320 R

dPCR desticka (8,5k)
Infinite200
Laminarni box

Magneticky stojan

Mastercycler™ Nexus Thermal Cycler

Mikrotitracni desticka
NanoDrop2000

NextSeq 500 sekvenator
Odbéroveé zkumavky

PCR mikrozkumavky
QIAcuity Digital PCR System
QIAvac vakuovy systém
Qubit 4.0 Fluorometer

Qubit assay tubes

RotorGene

Stolni minicentrifuga minispin
Strip 4 PCR zkumavek s vicky

Termoblok
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Invitrogen™, USA

Agilent Technologies, USA
Eppendorf, Némecko

Schoeller Instruments, s.r.o., CR
Schoeller Instruments, s.r.o0., CR
Qiagen, Némecko

Tecan, Svycarsko

Schoeller Instruments, s.r.o., CR
Thermo Fisher Scientific, USA
Eppendorf, Némecko

Greiner Bio-One, Rakousko
Thermo Fisher Scientific, USA
[llumina, USA

Greiner Bio-One, Rakousko
Thermo Fisher Scientific, USA
Qiagen, Némecko

Qiagen, Némecko

Invitrogen™, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Qiagen, Némecko

Eppendorf, Némécko

Thermo Fisher Scientific, USA

Eppendorf, Némecko



Vortex V-1 plus

3.3 Softwarové prostredky
2100 Bioanalyzer Expert Software
BWA (Burrow-Wheeler Aligner, v0.7.17)
ComplexHeatmap (v2.14.0)

Cutadapt (v4.2)

edgeR (v3.40.2)

FastQC (v0.11.9)

ggpubr (v0.6.0)

QIAcuity software suite (v2.1.8.23)
MultiQC (v1.14)

R (v4.2.2)

RotorGene Q Software

Samtools (v1.6)

3.4 Pacienti a zdravi dobrovolnici

Pro optimalizaci metod izolace a kvantifikace nukleovych kyselin byly vyuZity vzorky periferni
krve ziskané od dobrovolnych darcii - zaméstnanct SZU a EUC kliniky ve Zling. Vzorky byly
odebrany v roce 2016 - 2017. K optimalizaci metody sekvenovani kratkych RNA molekul byly
pouzity vzorky periferni krve ziskané od pacientli s karcinomem prsu diagnostikovanych
v letech 2012 az 2019 (Onkocentrum, Medicon a.s. a Ustav pro pé¢i o matku a dité,

Podoli - UPMD). Vsichni dobrovolni dérci a pacienti zatazeni do studie podepsali Informovany

Biosan, LotySsko

Agilent Technologies, USA
https://github.com
https://bioconductor.org
https://github.com
https://bioconductor.org
https://github.com
https://bioconductor.org
Qiagen, Némecko
https://github.com
https://cran.r-project.org
Qiagen, Némecko

https://github.com

souhlas schvéleny Etickou komisi Statniho zdravotniho Gstavu nebo UPMD.
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4. Metody
4.1 Separace plasmy/séra

Vzorky periferni krve byly odebrany do 9 ml K3EDTA (plasma) a 9 ml Serum Vacuette (serum)
odbérovych zkumavek (Greiner Bio-One). Vzorky byly centrifugovany 5 minut na 2200 rpm
pii 4°C, horni faze plasmy a séra byly pfeneseny do 10 ml zkumavek a znovu centrifugovany
5 minut na 2200 rpm pii 4°C. Ziskané vzorky plasmy, séra a suspenze krevnich bunck zbyla
po prvnim kroku centrifugace v K3EDTA zkumavce, byly rozdéleny do 3 alikvotli o objemu

0,5 - 1,5 ml do 1,5 ml a zamrazeny na -80°C do dal$iho zpracovani.

4.2 1zolace RNA a DNA z plasmy/séra

K porovnéani metod urcenych k izolaci nukleovych kyselin z plasmy nebo séra byly vyuzity
vzorky plasmy ziskanych od zdravych kontrol (n=4), oznacené dle abecedy A-D. Samotna
izolace byla realizovana pomoci 4 kitt:

1. miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen)

2. miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen)

3. Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit (Zymo Research)

4. QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen)
MiRNeasy Serum/Plasma Kit a miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit byly uZzity pouze
k izolaci RNA, Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit k izolaci RNA i DNA a QIAamp
Circulating Nucleic Acid kit pouze k izolaci DNA. Protokol MiRNeasy Serum/Plasma Kitu byl
Jiz dfive v laboratofi Toxikogenomiky zoptimalizovan s vyuzitim glykogenu pro zvySeni
precipitace RNA u nizko-koncentrovanych vzorkti [60]. Vyuziti glykogenu bylo proto
otestovdno i u nov¢jSiho miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kitu (viz Tabulka 1, str. 37).
Jednotlivé kity byly mezi sebou porovnany tak, aby mezi nimi byl vybran ten nejlepsi z hlediska

kvality a vytéznosti pro izolaci RNA a/nebo pro izolaci DNA.
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Tabulka 1 — Prehled vyuZitych kitii k izolaci nukleovych kyselin véetne objemu plasmy

izolace RNA izolace DNA
objem
plasmy 200 pl 200 pl 1 ml
1. miRNeasy Serum/Plasma
Kit (Qiagen) 4. QIAamp
2. miRNeasy Serum/Plasma | Quick-cfDNA/cfRNA Circulating
izolacni kity Advanced Kit (Qiagen) Serum/Plasma Kit Nucleic
3. Quick-cfDNA/cfRNA (Zymo Research) Acid Kit
Serum/Plasma Kit (Zymo (Qiagen)
Research)

4.2.1 Priprava exogennich miRNA a vzorku k izolaci

Jako exogenni kontroly pro kontrolu homogenity izolaci byly vyuzity dvé synteticky pfipravené
miRNA molekuly, cel-miR-39-3p (dale uvadéna jako cel-miR-39) a ath-miR-159a (mirVana®
miRNA mimic, Thermo Fisher Scientific) [60]. Lyofilizované miRNA molekuly (5 nM) byly
rozpustény (20 min pii pokojové teploté na rotaéni tfepacce) na 50 uM koncentraci do 100 pl
dH20 (Thermo Fisher Scientific) a zamrazeny v alikvotech jako koncentrované standardy na
-80°C. Jeden z alikvotli byl dale natedén na 0,4 uM koncentraci (2 pl koncentrovaného
standardu byly rozpustény ve 248 ul dH»0), rozalikvotovan a zamraZen na -80°C. Tyto alikvoty
fedénych standardii byly dale fedény na pracovni koncentraci (0,4 M) tésné pied pouZitim a to
nasledovng. Cel-miR-39 byl nafedén 100% na 4 nM koncentraci a ath-miR-159a 10 000% na
0,04 nM koncentraci.

Optimalni fedéni exogennich miRNA bylo stanoveno fedici fadou, kdy byla provedena
reverzni transkripce dané miRNA molekuly, v rozmezi 14,3 —0,00143 fmol/reakci odpovidajici
2 pmol — 0,2 fmol dané miRNA teoreticky pfidané k izolaci spolu s 2 ng celkové RNA a jejich
detekci pomoci qPCR. Pro sledovani homogenity izolaci bylo zvoleno 20 fmol/izolaci v ptipade
cel-miR-39 a 0,2 fmol/izolaci v ptipad¢ ath-miR-159a.

Vzorky plasmy byly na ledu rozmrazeny a centrifugovany po dobu 5 minut na 16 000x g pfi

4 °C pro odstranéni ptipadnych bunécnych zbytkl a kryoprecipitatu.
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4.2.2 miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen)

Vzorky byly izolovéany podle protokolu vyrobce s vyjimkou primarni centrifugace (viz kapitola
4.2.1), ptidani exogennich miRNA molekul a glykogenu (viz dale). Tento kit kombinuje 1yzi
vzorkll zaloZzenou na fenolu a guanidinu a purifikaci celkové RNA zprostfedkovanou pomoci
kfemicité membrany.

Po primarni centrifugaci plasmy (4.2.1) bylo ptfeneseno 200 pl supernatantu do 2ml
zkumavky s 1 ml QIAzolu, vzorky byly promichany na vortexu a inkubovany pii pokojové
teploté¢ 5 minut. Mezitim bylo ke vzorkim pfidano 5 pl exogennich miRNA (20 fmol/izolaci
cel-miR-39 a 0,2 fmol/izolaci ath-miR-159a), vzorky byly promichany na vortexu a kratce
centifugovany. Ke vzorkiim bylo pfidano 200 pl chloroformu, byly promichany na vortexu
a inkubovany 3 minuty pfi pokojové teploté. Po centrifugaci (15 minut, 12 000x g, 4 °C) byla
opatrné pipetou pienesena horni vodna faze (700 pl) do novych 2ml zkumavek tak, aby do
Spicky nebyla napipetovana mezifaze. VSechny nasledné kroky protokolu a centrifugace
probihali jiz pfi pokojové teploté. Do zkumavek s pienesenou horni fazi byl pfidan 1 pl
glykogenu (20 pg/ul, Thermo Fisher Scientific) a ethanol, jehoZ pipetovany objem byl
v poméru 1,5:1 s pfenesenym supernatantem. Roztok byl promichdn a postupné (po 700 pl)
pfenesen na RNeasy MinElute spin kolonku ve 2ml zkumavce pro navazani RNA na
silikagelovou membranu. Kolonky byly centrifugovany 15 s na 8000x g a pii pokojové teploté
dokud nebyl pienesen cely objem daného vzorku. Kolonky byly postupné promyty 700 ul RWT
pufru s néslednou centrifugaci (15 s, 8000x g), 500 pl RPE pufru (15 s, 8000x g) a 500 pl
80% ethanolu (2 min, 8000 g). Poté byly vlozeny do novych 2ml zkumavek a membrana byla
vysuSena centrifugaci na maximalni otacky (27670% g) 5 minut. Po centrifugaci byly vzorky
vlozeny do 1,5ml zkumavek a na silikagelovou membranu bylo naneseno 14 ul dH,O. RNA
byla eluovadna centrifugaci na maximalni otacky 1 minutu, pienesena do 0,2ml zkumavek

a zamrazena na -80 °C.

4.2.3 miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen)
Vzorky byly izolovany podle protokolu vyrobce s vyjimkou primarni centrifugace (4.2.1),
pfidani exogennich miRNA molekul a glykogenu (viz dale). Tento kit kombinuje 1yzi vzorkl
zalozenou na guanidinu, krok na odstranéni inhibitord a purifikaci celkové RNA
zprostiedkovanou pomoci kfemic¢ité membrany. VSechny kroky protokolu a centrifugace
probihali pfi pokojové teploté.

Po primarni centrifugaci (4.2.1) bylo 200 pl supernatantu preneseno do 2ml zkumavky

s 60 pl RPL pufru a vzorky byly promichany na vortexu a inkubovany pii pokojové teploté
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3 minuty. Ke vzorkiim bylo pfidano 5 pl exogennich miRNA (20 fmol/izolaci cel-miR-39
a 0,2 fmol/izolaci ath-miR-159a), vzorky byly promichany na vortexu a kratce centifugovany.
Ke vzorklim bylo ptidano 20 ul RPP pufru, byly promichény na vortexu, inkubovany 3 minuty
a nasledné¢ centrifugovany (3 minuty, 12000x g) Supernatant byl pfenesen do nové zkumavky
a byl pfidan stejny objem isopropanolu. Po promichani na vortexu byl cely objem nanesen na
RNeasy UCP MinElute kolonku s néaslednou centrifugaci 15 s na 8000% g. Kolonky byly
promyty 700 ul RWT pufru (15 s, 8000x g), 500 ul RPE pufru (15 s, 8000% g) a 500 ul 80%
ethanolu (2 min, 8000x g). Nasledn¢ byly kolonky vlozeny do novych 2ml zkumavek
a silikagelové membrany s navazanou RNA vysuSeny centrifugaci na maximdlni otacky
(27670 g) 5 minut. Poté byly kolonky vlozeny do novych 1,5ml zkumavek a na silikagelovou
membranu bylo naneseno 20 pl dH>O. RNA byla eluovana centrifugaci na maximalni otacky

1 minutu, pfenesena do 0,2ml zkumavek a zamrazena na -80 °C.

4.2.4 Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit (Zymo Research)

Vzorky byly izolovany podle protokolu vyrobce s vyjimkou primérni centrifugace (4.2.1)
a pfidani exogennich miRNA molekul (viz déle). Tento kit je zalozen na lyzi vzorka
proteinasou K, naslednym navazanim na membranu a postupnou eluci RNA a DNA. Vzhledem
k vstupnimu objemu 1 ml plasmy byl pro pienos vzorkli a promyvacich pufri pfes kolonky
v prvni poloviné protokolu vyuzit QIAvac vakuovy systém (Qiagen), ktery lze vyuZzit pro
vakuové paralelni zpracovani az 24 kolonek pii 800 mbar.

Kromé inkubace vzorku s proteinasou K probihaly vSechny kroky protokolu pfi
pokojové teplote.

Po primarni centrifugaci (4.2.1) byl 1 ml supernatantu pfenesen do 5ml zkumavky
s I ml Quick-cfDNA/cfRNA Digestion pufru a roztok byl promichan. Bylo ptfidano 50 ul
proteinasy K, vzorky byly promichdny na vortexu a inkubovany 2 hodiny pii 37 °C na
termobloku. Po uplynuti inkubace bylo ke vzorkliim pfidano 5 pl exogennich miRNA (20
fmol/izolaci cel-miR-39 a 0,2 fmol/izolaci ath-miR-159a), vzorky byly promichany a poté byl
pfidan Quick-cfDNA/cfRNA Binding pufr v poméru 1:1 a vSe bylo promichdno na vortexu.
Byl pfidan isopropanol v poméru 1,5:1 se smési namichanou v piedchozim kroku a vzorky byly
opét promichdny na vortexu. Spin-Away filtr spolu s 25ml rezervodrem (soucasti QIAvac
vakuového systému) byl pfipojen na manifold vakuové pumpy, cely vzorek byl pienesen do
rezervoaru a pomoci vakua piefiltrovan pfes membranu (vakuova pumpa byla vypnuta vzdy az
po prefiltrovani veskerého objemu ve vzorcich). Na filtr bylo naneseno 600 ul RNA Prep pufru

a pomoci vakua byl filtr promyt.
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Vsechny dal$i centrifugacni kroky byly provedeny po dobu 30 sna 12000x g pii
pokojové teploté. Spin-Away filtr byl centrifugovan 2 minuty a nasledné vlozen do nové
zkumavky. Na membranu bylo pfidano 200 pl Cell-free Recovery pufru, nasledovala inkubace
a centrifugace 3 minuty. K ziskanému filtratu s RNA bylo pfidano 300 ul ethanolu, roztok byl
promichdn acely objem byl pfenesen na ZymoSpin IC kolonu, ktera byla nasledné
centrifugovana pro zachyceni RNA na membrané. ZymoSpin IC kolonka byla do doby
findlniho promyti a eluce uchovana pti 4°C pro izolaci RNA. Mezitim byl Spin-Away filtr
vloZzen do nové sbérné zkumavky a membrana byla postupné promyta 600 ul RNA Prep pufru
a dale dvakrat pomoci 700 ul RNA Wash pufru s naslednou centrifugaci. Kolonka byla vlozena
do nové zkumavky, na membranu bylo naneseno 100 pl dH>O, nasledovala inkubace po dobu
2 minut a centrifugace. K filtratu bylo pridano 200 ul Cell-free Recovery pufru a roztok byl
promichéan. Bylo pfidano 300 pl ethanolu, roztok byl opét promichan, pfenesen na ZymoSpin
IC kolonu a centrifugovan pro zachyceni DNA na membrang.

Kolonky s navédzanou RNA i DNA byly déle zpracovavany soucasné. Membrany byly
promyty 400 ul RNA Wash pufru, centrifugovany 2 minuty a kolonky byly nasledné vlozeny
do novych zkumavek.

Nukleové kyseliny byly eluovany do 15 pul dH2O (2 minuty inkubace s naslednou

centrifugaci), pfeneseny do 0,2ml zkumavek a zamraZeny na -80 °C.

4.2.5 QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen)

Vzorky byly izolovany podle protokolu vyrobce s vyjimkou primarni centrifugace (4.2.1).
Tento kit vyuziva 4 krokl: lyze vzorkil za ptitomnosti proteinasy K, vazbu na kiemicitou
membranu, promyvani a samotnou eluci nukleovych kyselin. Vzhledem k vstupnimu objemu
1 ml plasmy byl pro ptfenos vzorki a promyvacich pufri ptes kolonky vyuzit QIAvac vakuovy
systém stejné jako u ptedchoziho kitu.

Do 2ml zkumavky bylo napipetovano 100 pl proteinasy K a kni 1 ml supernatantu
ziskaného po primarni centrifugaci plasmy. Dale bylo pfidano 0,8 ml ACL obsahujiciho 1 pg
RNA a roztok byl peclivé promichan na vortexu. Vzorky byly inkubovany 30 minut pii 60 °C
na termobloku. Lyzét byl pfenesen do S5ml zkumavky a bylo k nému ptidano 1,8 ml ACB pufru.
Roztok byl promichan na vortexu a inkubovan 5 minut na ledu. 20ml rezervoar byl vloZen do
QIAamp Mini kolony a ta na vakuovou pumpu. Cely vzorek byl pfenesen do rezervoaru
a ptefiltrovan pfes membranu. Do kolonky bylo postupné naneseno 600 pul ACWI1 pufru,
750 ul ACW?2 pufru a 750 ul ethanolu vzdy s naslednym ptefiltrovanim pfes membranu pomoci

vakua. Dale byla kolonka vloZena do 2ml zkumavky a centrifugovana 3 minuty na 20 000x g.
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Kolona byla vlozena do nové 2ml zkumavky a s otevienym vickem byla membrana susSena
10 minut pii 56 °C. Pot¢ byla kolonka vlozena do nové 1,5ml zkumavky a DNA byla eluovana
pomoci 50 ul AVE pufru (s naslednou inkubaci 3 minuty a centrifugaci 1 minutu na 20 000% g)

a eluovana DNA byla pfenesena do 0,2ml zkumavek a zamrazena na -80 °C.

4.3 Méreni koncentrace RNA a DNA

U zizolovanych vzorki jednotlivymi kity byla sledovana jejich vytéznost a kvalita méfenim
koncentrace miRNA, celkové RNA a DNA (viz Tabulka 2). U DNA byla zaroven sledovana

velikost fragmentd.

Tabulka 2 — Prehled metod vyuzitych pro kvantifikaci nukleovych kyselin

Me¢fteni koncentrace RNA Me¢fteni koncentrace DNA
miRNA celkova RNA dsDNA
Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA
Qubit™ microRNA Quant-it™ RiboGreen RNA Assay Kit and Reagent
Assay Kit Assay Kit and Reagent (Invitrogen™)
(Invitrogen™) (Invitrogen™) Qubit™ dsDNA HS Assay Kit
(Invitrogen™)

4.3.1 Koncentrace miRNA

Pro kvantifikaci byl vyuZzit Qubit™ microRNA Assay Kit (Invitrogen™) s rozsahem méteni od
25 pg/ul do 150 ng/pl pitvodniho vzorku (0,5 — 150 ng v 200 pl reakéni smési). Tento kit je dle
vyrobce vysoce selektivni pro miRNA oproti rRNA ¢i dlouhym mRNA.

Qubit microRNA pufr (komponent B) a Qubit microRNA reagent (komponent A) byly
vytemperovany na pokojovou teplotu, pficemz reagent obsahujici fluorescen¢ni barvu byl
uchovavan ve tmé&. Nejprve byl pfipraven pracovni roztok smichanim Qubit microRNA pufru
a Qubit microRNA reagentu 200:1 v objemu pozadovaném dle poctu vzorkd. Do 0,5ml
zkumavek (Qubit assay tubes, Thermo Fischer Scientific) bylo napipetovano 199 ul pracovniho
roztoku pro vzorky a 190 pl pro 2 standardy (komponent C a D). Vzorky RNA byly rozmraZzeny
na ledu a do odpovidajicich zkumavek byl pfidan 1 pl vzorku a 10 pl standardu. VSechny
vzorky byly promichdny na vortexu po dobu 3 s a inkubovany pii pokojové teploté 2 minuty.
Meéteni bylo provedeno na pfistroji Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen™), kdy byla na displeji
zvolena moznost méfeni miRNA. Nejprve byly zméfeny standardy a nasledné jednotlivé

vzorky.
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4.3.2 Koncentrace celkové RNA
Pro kvantifikaci celkové RNA byl vyuzit Quant-it™ RiboGreen RNA Assay Reagent and Kit
(Invitrogen™) s rozsahem méieni od 2 pg/ul do 200 ng/ul ptivodniho vzorku (0,2 — 200 ng
v 200 pl reak¢ni smési). Tento kit obsahuje Quant-iT RiboGreen RNA reagent, ktery je jeden
z nejcitlivéjsich fluorescencnich barviv pro detekci RNA. Pfi méfeni byl vyuzivan rozsah pro
nizké koncentrace RNA (low range protokol) 1-50 ng.

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé roztoky dle poctu vzorkti a to konkrétné
Ix koncentrovany TE (Tris/EDTA) pufr z20x koncentrovaného zasobniho roztoku
(komponent B), Quant-iT RiboGreen RNA Reagent (komponent A) pracovni roztok smichanim
1% koncentrovaného TE pufru s komponentem A (2000:1) a Ribosomal RNA Standard
pracovni roztok smichanim 1x koncentrovaného TE pufru s komponentem C (100 pg/ml v TE
pufru) (fedéni 1000%, pro koncentraci 100 ng/ml). Byla pfipravena ¢ernd mikrotitracni desticka
(Greiner Bio-One), do které byl rozpipetovan TE pufr 99 ul pro vzorky a pro standardy dle
Tabulky 3 (vSe v duplikatech). Do desticky byl napipetovan pracovni roztok pro standardy
(Tabulka 3) a 1 pl vzorkd, které byly rozmrazeny na led€ (promichéany a centrifugovany), k TE
pufru. Do vSech jamek bylo napipetovano 100 pl pracovniho rozotoku RiboGreen a nasledné
byla desticka vlozena do temna na michac¢ku na 10 minut. Méfeni fluorescence bylo provedeno
na pristroji Infinite200 (excitace 480 nm, emise 520 nm). Pomoci kalibra¢ni kiivky a ziskanych
hodnot byly vypocitany koncentrace vzorki.

Tabulka 3 — Priprava standardii na kalibracni krivku

koncentrace
_ objem 1x TE objem RNA pracovniho roztoku
pozice RNA
pufru (ul) standardu (pul)
(ng/ml)
Al 0 100 50
A2 50 50 25
A3 90 10 5
A4 98 2 1
AS 100 0 blank

4.3.3 Koncentrace DNA

Pro kvantifikaci DNA byl vyuzit Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Reagent and Kit
(Invitrogen™) s rozsahem méfeni od 0,05 pg/pl do 200 ng/ul ptivodniho vzorku (5 pg - 200 ng

v 200 pl reakéni smési). Tento kit obsahuje fluorescencni barvivo PicoGreen, které je specifické

42



pro kvantifikaci dsDNA v pfitomnosti RNA. Pifi méfeni byl vyuzivan rozsah pro nizké
koncentrace dsDNA (tzv. low range protokol) s rozsahem 0,025-25 ng.

Byly pfipraveny jednotlivé roztoky dle potieby a to konkrétné 1x koncentrovany TE
pufr z 20x koncentrovaného zasobniho roztoku (komponent B), Quant-iT PicoGreen DNA
Reagent pracovni roztok smichanim 1x koncentrovaného TE pufru s Quant-iT™ PicoGreen®
dsDNA reagentem (komponent A) (200:1) a Lambda dsDNA Standard pracovni roztok
smichanm 1% koncentrovaného TE pufru s Lambda DNA standardem (100 pg/ml) (komponent
C) (fedéni 50x%, pro koncentraci 2 ug/ml). Standardy na kalibra¢ni kiivku byly piipraveny dle
Tabulky 4 a rozpipetovany po 100 pl v duplikatech do jamek na ¢ernou mikrotitraéni desticku.
Pro vzorky bylo do jamek napipetovano 99 ul 1x koncentrovaného TE pufru a 1 ul DNA
vzorkd, které byly pfed méfenim rozmrazeny na ledu, promichany a centrifugovany. Do vSech
jamek bylo napipetovano 100 ul PicoGreen pracovniho roztoku a desticka byla vloZena do
temna na michacku na 10 minut. Méfeni fluorescence bylo provedeno na pfistroji Infinite200
(Tecan) (excitace 480 nm, emise 520 nm). Pomoci kalibra¢ni kiivky a ziskanych hodnot byly
vypocitany koncentrace vzork.

Tabulka 4 — Priprava standardii na kalibracni krivku

koncentrace
objem 1x TE
pozice lambda dsDNA standard (ul) RNA
pufru (ul)
(ng/ml)
Al 1950 50 (zé&sobni roztok) 25
A2 450 50 (A1) 2,5
A3 450 50 (A2) 0,25
A4 450 50 (A3) 0,025
AS 400 0 blank

Pro kvantifikaci dsDNA byl také pouzit Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™)
s rozsahem méfeni od 5 pg/ul do 120 ng/pl ptivodniho vzorku (0,1 ng — 120 ng v 200 pl reakéni
smési). Kit je velmi selektivni pro dsDNA oproti ssDNA, RNA ¢i proteinu.

Qubit dsDNA HS pufr (komponent B) a Qubit dsSDNA HS reagent (komponent A) byly
piedem nafedény v lahvicce v poméru 200:1 a nasledné roztok vytemperovan na pokojovou
teplotu. Do 0,5ml zkumavek (Qubit assay tubes, Thermo Fischer Scientific) bylo napipetovano
199 ul pracovniho roztoku pro vzorky a 190 pl pro 2 standardy (komponent C a D). Vzorky
DNA byly rozmrazeny na ledu a do odpovidajicich zkumavek byl pfidan 1 pl vzorku a 10 pl

standardu. VSechny vzorky byly promichany na vortexu po dobu 3 s a inkubovany pii pokojové
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teplot¢ 2 minuty. M¢éfeni bylo provedeno na pfistroji Qubit 4.0 Fluorometer, kdy byla na
displeji zvolena moznost mefeni dsDNA jako typ dsDNA High Sensitivity. Nejprve byly

zméfeny standardy a néasledné jednotlivé vzorky.

4.3.4 Agilent High Sensitivity DNA Kit
DNA byla analyzovana také pomoci Agilent High Sensitivity DNA Kitu na Agilent 2100

Bioanalyzeru, kde byla primarné sledovana velikost DNA fragmenti a dale koncentrace. DNA
Gel byl vytemperovan na pokojovou teplotu a spolu se standardem (DNA Zebtickem)
promichén na vortexu. Novy HS DNA ¢ip byl vlozen do pipetovaciho stojanu s pfipevnénou a
nastavenou aplikacni stfikackou dle protokolu pro HS DNA kit. Do jamky pro gel bylo
napipetovano 9 pl gelu, Cip byl uzavien a stiikacka stlacena na pozici dle protokolu pro HS
DNA kit. Po uplynuti 60 s byla stfikacka uvolnéna a po dalSich 5 s opatrné€ vysunuta na ptivodni
pozici 1 ml. Cip byl odkryt a v pravém sloupci bylo dopipetovano 9 ul gelu do zbylych 3 jamek.
Do jamek ur¢enych pro vzorky a standard bylo napipetovano 5 pl markeru. Do jamek pro
vzorky byl napipetovan 1 pl odpovidajiciho vzorku a do jamky pro standard 1 pl DNA
standardu. Takto pfipraveny Cip byl vlozen na vortex na 60 s a poté do pfistroje. Vysledky byly
ziskany pomoci programu 2100 Bioanalyzer Expert Software (Agilent).

4.4 Reverzni transkripce a RT PCR

Z izolovanych vzorkli RNA byl proveden piepis miRNA do cDNA pomoci reverzni transkripce
za vyuziti specifickych ,,stem-loop* primert a nasledné byla provedena amplifikace v realném
Case, pii které byly detekovany 3 miRNA, hsa-miR-16-5p (déale uvddéna jako hsa-miR-16) jako

endogenni kontrola, a ath-miR-159a s cel-miR-39 jako exogenni kontroly.

4.4 1 Reverzni transkripce

Izolovand RNA byla pfepsana do cDNA pomoci TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kitu (Thermo Fisher Scientific). Izolaty byly fedény 25x (1 pl vzorku:24 pl dH>O) a byl
pfipraven mix pro pozadovany pocet vzorkil s odpovidajicim specifickym primerem
(Tabulka 5, str. 45). Do kazdé mikrozkumavky ve stripu bylo napipetovano 5 pl mixu a 2,5 ul
vzorku (celkovy objem reakéniho mixu byl tedy 7,5 pl). Stripy byly promichany a kratce
centrifugovany. Nasledné¢ byly vlozeny do cykléru Mastercycler™ Nexus Thermal Cycler
(Eppendorf) a byl nastaven pozadovany program (7abulka 6, str. 45). Po ukonceni byla cDNA

zamrazena na -20 °C.
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Tabulka 5 — Objemy roztokii pro pripravu mixu pro reverzni transkripci

slozka objem pro 1 vzorek (ul)
10x koncentrovany pufr 0,750
100mM dNTP 0,075
inhibitor (20 U/ pl) 0,095
transkriptasa (50 U/ ul) 0,500
dH.0 2,080
specificky primer 1,500

Tabulka 6 — Program pro provedeni reverzni transkripce na cykléru

¢as teplota
30 minut 16 °C
30 minut 42 °C
5 minut 85 °C
- 4°C

4.4.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném Case (QPCR)
Komplementarni DNA byla rozmrazena, promichéana, kratce centrifugovana a na ledu natedéna
3x pomoci dH,O na objem potiebny pro pocet méfenych miRNA molekul. Vzorky byly
promichény, centrifugovany a ponechany na ledu. Poté byly pfipraveny mixy (pro kazdou
méfenou miRNA zvlast) v objemu pro pozadovany pocet vzorkii meéfenych v duplikatech, které
obsahovaly TagMan Small RNA Assay (20x) (se specifickymi primery a probou pro danou
miRNA), TagMan Universal Mastermix (2x) (oboji Thermo Fisher Scientific) a dH>O
(Tabulka 7, str. 46). Do mikrozkumavek pro qPCR bylo napipetovano 8 pul mixu a 2 pl fedéné
cDNA k ziskéani celkového objemu reakce 10 pl. Komplementarni cDNA byla v qPCR reakci
nafedéna tedy celkem 15x. Mikrokumavky byly vlozeny do pfistroje RotorGene (Qiagen) a byl
nastaven program (7Tabulka 8, str. 46). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu
RotorGene Q Software (Qiagen).
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Tabulka 7 — Objemy potiebné pro pripravu mixu pro gPCR

objem pro 1 vzorek
slozka

(ul)

dH>O 2,5

TagMan Small RNA Assay 0.5
(20x) ’

TaqMan Universal 50
Mastermix (2x) ’

Tabulka 8 — Program pro provedeni gPCR

¢as teplota
10 minut 95 °C
40 cyklu:
95 °C
15 sekund
60 sekund 60 °C

4.5 Stanoveni hemolyzy

Pro optimalizaci stanoveni miry hemolyzy v plasm¢ pomoci qPCR byla pouZzita smés plasmy
a suspenze krevnich buné€k v rliznych koncentracich, pficemZz hemolyza byla detekovana
méfenim absorbance pii 414 nm a pomoci qPCR detekci dvou miRNA, hsa-miR-451 (pfitomna
v ¢ervenych krvinkach) a hsa-miR-23-3p (déale uvadéna jako hsa-miR-23a, konstantni exprese

v plasm¢) [61]. Méteni bylo provedeno v triplikatech.

4.5.1 Priprava vzork

Pro ptipravu fedici fady smési plasmy a krevnich bun¢k byly pouzity vzorky plasmy od
zdravych kontrol (n=8) Vzorky byly nejdiive zkontrolovany okometricky a pomoci méteni
absorbance pii 414 nm (viz 4.5.2). Pro vylouceni ptipadné hemolyzy byly pouZity jen vzorky
s absorbanci < 0,1. Vzorky byly centrifugovany (5 minut na 16 000x g pti 4 °C) a smiseny do
tii samostatnych vzorki o minimalnim objemu 2 ml. Déle byla pouzita suspenze krevnich
bun¢k zbyld po separaci plasmy pii primarnim zpracovani krve (viz 4.1), kterd byla pred
pouzitim min 10 minut vortexovana a minimalné jednou zamrazena a rozmraZena k zajisténi

lyze bun¢k. Nasledné byla ptipravena tedici fada dle Tabulky 9 (str. 47).

46



Tabulka 9 — Postup pripravy vzorkit pro detekci hemolyzy v plasmé

suspenze krevnich
vzorek postup
bunck (v/v, %)
S1 5 8 ul suspenze krevnich bun¢k + 392 pl
plasma

S2 1 200 ul ST + 200 pl plasma
S3 0,5 200 pl S2 +200 pl plasma
S4 0,2 200 pl S3 +200 ul plasma
S5 0,125 200 ul S4 + 200 pl plasma
S6 0,0625 200 ul S5 + 200 pl plasma
S7 0,03125 200 ul S6 + 200 pl plasma
S8 0 200 pl plasma

4.5.2 Méreni absorbance

Hemolyza byla méfena v plasmé pii 414 nm na pfistroji NanoDrop2000 (Thermo Fisher
Scientific). Z kazdého vzorku byly odebrany 2 ul do 0,2ml zkumavky a vzorky byly ponechany
minimalné 10 minut pfi pokojové teploté. Pied pouzitim byl pfistroj ocistén 5 ul dH»O a poté
bylo postupné pipetovano po 1 pl kazdého vzorku a byla métena absrobance. Absorbance byla

métena z plasmy pied 1 po primarni centrifugaci plasmy.

4.5.3 qPCR

Ze vzorki fedici fady smési plasmy a suspenze krevnich bunék byla bezprostfedné po piipraveé
izolovana RNA pomoci metody miRNAeasy Serum/Plasma kit (viz 4.2.2) a nasledné byla
provedena reverzni transkripce a qPCR pro exogenni kontroly (ath-miR-159a a cel-miR-39),
hsa-miR-451 a hsa-miR-23a (viz 4.3.1 a 4.3.2). V ptipad€ hsa-miR-451 a hsa-miR-23a byla
jeste pred meéfenim qPCR samotnych vzorkl ovéfena ucinnost tzv. eseji (TagMan Small RNA
Assay). Uginnost byla pozorovana pii tfech riiznych teplotich pro nasednuti primerd
a amplifikaci a to pii 60 °C, 58 °C a 56 °C. Pro hsa-miR-23a 1 hsa-miR-451 byla zvolena teplota
pro nasednuti primerti a amplifikaci 56 °C.

Vysledek byl urcen jako rozdil ACq=Cq (hsa-miR-451) - Cq (hsa-miR-23a).
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4.6 Priprava knihovny

Pro ptipravu knihovny kratkych RNA molekul byly pouzity vzorky plasmy od pacienti
s karcinomem prsu (n=8). Ze 400 pl plasmy byla izolovdana RNA (4.2.2) a zkontrolovana
koncentrace a kvalita méfenim koncentrace miRNA pomoci kitu Qubit™ microRNA Assay Kit
(viz 4.3.1), absorbance pii 414 nm (viz 4.5.2) a detekci 3 miRNA (hsa-miR-16, cel-miR-39
a ath-miR-159a) pomoci reverzni transkripce a qPCR (viz 4.4). Pro samotnou piipravu
knihovny kratkych RNA molekul byly pouzity 2 kity, NEXTFLEX Small RNA-Seq kit
(PerkinElmer) a QIAseq miRNA UDI Library kit (Qiagen). Oba kity jsou zalozeny na vlastonsti
maturovanych miRNA molekul, které jsou na svych 3¢ a 5° koncich ukonceny hydroxylovou
resp. fosfatovou skupinou, coz umoziuje specifickou ligaci adaptéri a univerzalni reverzni
transkripci. Pii reverzni transkripci jsou u druhého kitu do sekvence navic zafazeny unikatni
molekularni indexy (UMI) a pti amplifikaci jsou vyuzity univerzalni dudlni indexy (UDI) (viz

1.3.2.3).

4.6.1 NEXTFLEX Small RNA-Seq Kit

Ligace prvniho adaptéru

Do stripu bylo napipetovano 11 pul RNA, nasledné byla provedena inkubace pfi 70 °C na
2 minuty (denaturace DNA) a po vloZeni na led byly vzorky inkubovany 5 minut. Byl nafedén
4N Adenylated Adapter v poméru 1:4 (3 pl adaptéru + 9 pl dH»0), ktery byl pouzit pro ptipravu
mixu (Tabulka 10). Do jamek bylo pipetovano 9,5 ul ptipravené¢ho mixu do celkového objemu
20,5 pul. Do posledniho vzorku bylo pfidano pouze 4,5 pl smési z ditvodu nedostatku chemikalii
mastermixu v kitu a celkovy objem byl proto doplnén 5 ul dH»O. Vzorky byly peclivé
promichany pipetou a byly inkubovany pies noc pti 20 °C.

Tabulka 10 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro ligaci na 3 ‘ konci

objem pro 8 vzorkl
slozka
(uD)
nafedény 4N Adenylated 9
Adapter
3’ Ligation Buffer 63
3’ Ligation Enzyme Mix 13,5
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Odstranéni adaptéru

Druhy den byl pfipraven mix smichanim 25 pl Adapter Depletion Solution s40 pl
magnetickych kulicek a 60 pl isopropanolu. Ke kazdému vzorku RNA bylo napipetovano
125 pl tohoto mixu a vSe bylo promichdno pipetou. Vzorky byly inkubovany 5 minut a poté
byly vlozeny na magneticky stojanek na 5 minut. Supernatant byl odstranén a kulicky byly
2x oplachnuty 180 ul 80% ethanolu. Ethanol byl odebran po 30 s inkubace a po dal$i 3minutové
inkubaci byl pipetou opatrné odstranén zbytek kapaliny. Strip byl odstranén ze stojanku
a kulicky byly resuspendovany ve 22 ul resuspendacniho pufru. Po 2minutové inkubaci byl
strip vloZen zpét na magneticky stojanek na 3 minuty a bylo odebrano 20 ul supernatantu do
nového stripu. Poté byl pfipraven dal$i mix smichanim 25 pl Adapter Depletion solution s 40 pl
magnetickych kulicek a 60 pl isopropanolu. Ke vzorkiim bylo napipetovano 125 pl tohoto
mixu, vzorky byly promichany, inkubovany 5 minut a vloZeny na magneticky stojanek na
5 minut nebo do doby, kdy byl roztok Ciry. Po odstranéni supernatantu byl proveden opét
dvojity oplach 180 ul 80% ethanolu. Po 3minutové inkubaci byl pipetou odstranén zbytek
kapaliny. Vzorky byly pfesunuty ze stojanku a kuli¢ky byly resuspendovany ve 13 ul dH20.
Byla provedena 2minutova inkubace, vzorky byly vloZeny na magneticky stojanek na 3 minuty

a bylo odebrano 11,5 pl supernatantu do nové fady stripu.
Inaktivace adaptéru

Dale byl pfipraven mix pro inaktivaci adaptéru podle Tabulky 11 a ke kazdému vzorku bylo
pfidano 2,5 pl tohoto mixu. Vzorky byly promichany a inkubovany 15 minut pii 12 °C,
20 minut pfi 50 °C a ochlazeny na 4 °C v cykléru. Poté byl natedén 5' 4N Adapter v poméru

1:4 a byl inkubovan 2 minuty pfti 70 °C, pficemz byl nasledné hned vlozen na led.

Tabulka 11 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro inaktivaci adaptéru

objem pro 8 vzorkl
slozka
(ul)
Adapter Inactivation 8
Buffer
Adapter Inactivation 45
Enzyme ’

49



Ligace druhého adaptéru

Byl ptipraven mix pro ligaci adaptéru na 5° konci (Tabulka 12), ke kazdému vzorku bylo

piidano 11 pl tohoto mixu a vzorky byly promichany pipetou. Vzorky byly inkubovany
1 hodinu pti 20 °C.

Tabulka 12 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro ligaci na 5 ‘ konci

objem pro 8 vzorku

slozka

(ul)
nafedény 5' 4N

13,5

Adapter
5’ Ligation Buffer 67,5

5’ Ligation Enzyme 2
Mix

Reverzni transkripce

Podle tabulky 13 byl ptipraven mix pro reverzni transkripci. Ke kazdému vzorku bylo ptidano

15 pl tohoto mixu, vzorky byly promichény pipetou a inkubovéany 30 minut pti 42 °C a 10 minut
pti 90 °C.

Tabulka 13 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro reverzni transkripci

objem pro 8 vzorkl
slozka
(ul)
RT Buffer 117
M-MuLV Reverse 18
Transcriptase

Precisténi magnetickymi kulickami

Po reverzni transkripci RNA byl pfipraven mix smichanim 10 pl Adapter Depletion Solution
s 40 ul magnetickych kulicek a 90 pl isopropanolu a ke kazdému vzorku bylo pfidano 140 pl
tohoto mixu. Po promichédni a Sminutové inkubaci byly vzorky vloZeny na magneticky stojanek,
dokud nebyl roztok zcela €iry. Supernatant byl odstranén a byl proveden dvojity oplach 180 ul
80% ethanolu. Byla provedena 3minutova inkubace a pipetou byl opatrné odstranén zbytek

kapaliny na dné¢ stripu. Strip byl odebrén ze stojanku a kulicky byly resuspendovany ve 20 pl
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dH>O. Byla provedena 2minutova inkubace a strip byl vlozen zpét na stojanek, kde byl tak
dlouho, dokud nebyl roztok ¢iry. Bylo odebrano 18 pul supernatantu do nové rady stripu.

PCR amplifikace

K 18 ul cDNA ziskanym z ptedchoziho kroku byl napipetovan 1 pl universalniho primeru, 1 pl
identifikatoru (,,Barcoded Primer*, pro kazdy vzorek byl pouzit jiny identifikator) a 5 pul Small
RNA PCR Master Mixu. Na cykléru byl nastaven program (7Tabulka 14) a po ukonceni bylo

provedeno precisténi s vyuzitim magnetickych kulicek.

Tabulka 14 — Program pro provedeni amplifikace

¢as teplota
2 minuty 95 °C
25 cyklu:
20 se};und 7
30 sekund 60 °C
15 sekund 72 °C
2 minuty 72 °C

PreciSténi magnetickymi kulickami

Ke kazdému vzorku bylo napipetovano 62,5 ul kuli¢ek (Cleanup Beads) a vzorek byl
promichédn pipetou. Dale byly vzorky inkubovany 5 minut a poté vloZzeny na magneticky
stojanek na dalSich 5 minut (dokud se roztok nejevil ¢iry). Supernatant byl odebran
a magnetické kuli€ky dvakrat oplachnuty 80% ethanolem (pfidani 180 pl 80% ethanolu,
inkubace 30 sekund, odstranéni ethanolu). Nakonec byly vzorky inkubovany 2 minuty
a vSechna zbyl4 tekutina na dné byla opatrné odstranéna. Vzorky byly odstranény ze stojanku
a magnetické kulicky s navazanou DNA byly resuspendovany ve 13,5 pul pufru (Resuspension
Buffer). Po 3minutové inkubaci na magnetickém stojanku bylo pieneseno 12 pl supernatantu
do nového stripu. Takto byla pfipravena knihovna k sekvenovani. Kontrola kvality knihovny
byla provedena pomoci zméfeni koncentrace Qubit™ dsDNA HS Assay Kitem (viz 4.3.3)
a nasledné pomoci Agilent High Sensitivity DNA Kitu na pfistroji Agilent Bioanalyzer (viz
4.3.4).
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4.6.2 QlAseq miRNA UDI Library Kit

3¢ ligace

Nejprve byl natedén QIAseq miRNA 3' Adapter v poméru 1:5 (2,2 pl adaptéru + 8,8 pl dH20)
a poté pripraven a opatrné promichan liga¢ni mix (7abulka 15). Do stripu bylo napipetovano
20 pl tohoto mixu a do kazdé jamky bylo napipetovano 5 ul RNA. Vzorky byly promichany,
centrifugovany a inkubovany 1 hodinu pti 28 °C, 20 minut pii 65 °C. Po ukonceni byly vzorky

ochlazeny na 4 °C v cykléru.

Tabulka 15 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro ligaci na 3 ‘ konci

slovka objem pro 8 vzorki

(uD)

nafedény QIAseq miRNA 3' .
Adapter

QIAseq miRNA RI 11
QIAseq miRNA 3' Ligase 11
QIAseq miRNA 3' Buffer 22

Ligation Activator 110

5¢ ligace

UDI 5' Adapter byl natedén v poméru 1:2,5 (4,4 pl adaptéru + 6,6 pul dH>O) a liga¢ni mix
pfipraven mix na ledu dle Tabulky 16. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 20 pl tohoto mixu
a byly inkubovany 30 minut pti 28 °C, 20 minut pii 65 °C a po ukonfeni ochlazeny na 4 °C

v cykléru.

Tabulka 16 - Objemy potrebné pro pripravu mixu pro ligaci na 5 ‘ konci

sloZka objem pro 8 vzorki (pul)
natedény UDI 5' "
Adapter
QIAseq miRNA RI 11
QIAseq miRNA 5' 11
Ligase
QIAseq miRNA 5' 22
Buffer
dH>O 165
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Reverzni transkripce

Ke vzorkiim byly pfidany 2 pl UDI RT inicidtoru, které byly poté promichany a centrifugovany.
Vzorky byly inkubovany dle Tabulky 17. QlAseq miRNA RT Primer byl nafedén v poméru 1:5
(4,4 pl primeru + 17,6 pl dH20) a mix pro reverzni transkripci ptipraven na ledu (Tabulka 18),

pricemz ke kazdému vzorku bylo napipetovano 18 ul tohoto mixu.

Tabulka 17 — Inkubacni ¢asy s UDI RT iniciatorem

W

cas teplota

2 minuty 75 °C

2 minuty 70 °C

2 minuty 65 °C
2 minuty 60 °C
2 minuty 55°C
5 minut 37 °C
5 minut 25°C

Tabulka 18 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro reverzni transkripci

slozka objem pro 8 vzorki (pul)
QIAseq miRNA RT 22
Primer
dH20 22
QIAseq miRNA RT 132
Buffer
QIAseq miRNA RI 11
QIAseq miRNA RT 11
Enzyme

Vzorky byly promichany pipetou, inkubovany 1 hodinu pii 50 °C, 15 minut pii 70 °C

a po ukonceni ochlazeny na 4 °C v cykléru.
Ptiprava QIAseq miRNA magnetickych kulicek

Magnetické kulicky byly peclivé promichany na vortexu a bylo odebrano 2x1,6 ml a 800 pul do
2ml zkumavek. Strip byl vloZzen na magneticky stojanek, a jakmile byl roztok zcela ¢iry, byl
supernatant odebran. Ke kulickam bylo napipetovano 2x600 pl a 300 ul QIAseq Bead Binding

pufru. Kulicky byly resuspendovany, kratce centrifugovany na stolni centrifuze a oddé€leny
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vloZenim na magneticky stojanek. Po vzniku ¢irého roztoku byl odebran supernatant a kulicky

byly resuspendovéany v 1,6 ml a 800 ul QIAseq Bead Binding pufru.
Piecisténi cDNA

Vzorky ¢cDNA byly kratce centrifugovany a ke kazdému bylo napipetovano 143 pl kulicek.
Vzorky byly promichany na vortexu 3 s, kratce centrifugovany a inkubovany 5 minut pii
pokojové teploté. Vzorky byly vlozeny na magneticky stojanek do té doby, dokud nevznikl
zcela Ciry roztok. Supernatant byl odebran a magnetické kulicky dvakrat oplachnuty
80% ethanolem (ptfidani 200 ul 80% ethanolu a okamzité odebrani ethanolu). VSechna zbyla
tekutina na dné€ byla opatrné odstranéna. Kuli¢ky byly suSeny pii pokojové teploté¢ 10 minut.
Ke vzorkim bylo pfidano 17 pl dH2O a byly promichany na vortexu, dokud se kulicky
neresuspendovaly. Vzorky byly kratce centrifugovany a inkubovany 2 minuty pii pokojové
teploté. Strip byl vracen zpét na magneticky stojanek a po migraci kuli¢ek bylo odebrano 15 ul

vzorku do nové fady.
Amplifikace s vyuzitim indext

Amplifikacni mix byl pfipraven dle Tabulky 19 a ke kazdému vzorku bylo ptidano 33 pul. Déle
byly ke vzorkiim napipetovany 2 ul nukleotidového indexu (UDI) jako identifikatoru (pro
kazdy vzorek byl pouzit jiny identifikator). Na cykléru byl nastaven program pro amplifikaci
(Tabulka 20, str. 55). Po ukonceni byly vzorky kréatce centrufigovany a ke kazdému bylo
pfidano 47 pl magnetickych kuli¢ek a byly promichdny 3 sekundy na vortexu a kratce
centrifugovany. Daéle byly vzorky inkubovany 5 minut pifi pokojové teploté a vloZeny na

magneticky stojanek.

Tabulka 19 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro amplifikaci

objem pro 8 vzorki
sloZka
(ul)
QIAseq miRNA Library 80
Buffer
HotStarTaqg DNA 12
Polymerase
dH20 172
Index z 1 jamky QIAseq
miRNA 12 UDI Index 2
desticky
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Tabulka 20 — Program pro provedeni amplifikace na cykléru

cas teplota
15 minut 95 °C
22 cykla:
15 sekund »C
30 sekund 60 °C
15 sekund 72 °C
2 minuty 72 °C

- 4 °C

Po sedimentaci kuli¢ek bylo odebrano 92 pul supernatantu do nového stripu a bylo k nim
pridano 83 pl kulicek, pfiCemz vzorky byly opét promichdny na vortexu a kratce
centrifugovany. Vzorky byly opét inkubovany 5 minut a vloZzeny na magneticky stojanek. Po
migraci kuli¢ek byl odstranén supernatant a bylo provedeno opétovné oplachnuti 200 pl 80%
ethanolu. Po druhém oplachu byly peclivé odstranény zbytky tekutiny na dné a peleta byla pii
pokojové teploté¢ vysuSena (cca 10 minut). Vzorky byly ponechany na stojanku a DNA
navazand na kulicky byla resuspendovana v 17 pl dH»0O. Nésledné byly vzorky sundany,
inkubovany 2 minuty a vloZeny zpét na stojan. Po migraci kulicek bylo odebrano 15 pl
supernatantu do nové fady stripu. U nékterych vzorkl nebylo moZzné odebrat celych 15 pl a tak
bylo chybé&jici mnozstvi doplnéno dH»O. Takto ptipravena knihovna byla analyzovana pomoci
meéfeni koncentrace Qubit™ dsDNA HS Assay Kitem (viz 4.3.3) a nasledné pomoci Agilent
High Sensitivity DNA Kitu na pfistroji Agilent Bioanalyzer (viz 4.3.4).

4.6.3 Sekvenace a bioinformaticka analyza

Ptipravené vzorky knihoven byly nafedény na 4nM koncentraci v 1x TE pufru (Invitrogen™)
a ekvimolarné smiseny. Takto pfipravend smés knihoven (tzv. pool) byla osekvenovéana
v Servisni laboratofi funké&ni genomiky a bioinformatiky (Ustavu molekularni genetiky AV CR,
v. v. 1.) pomoci kitu NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (75 bp) a NextSeq 500 sekvenatoru
(Illumina).

Ziskana hruba a ,demultiplexovand™ sekvenacni data ve formatu FASTQ byla
zpracovana programem Cutadapt (v4.2), pomoci kterého byly postupné odstranény 1)
adaptorové sekvence, 2) sekvence < 16 bp a 3 konce s kvalitou pod Q20 (Phred Quality Score)
a 3) sekvence > 28 bp pro selekci miRNA molekul. Zbylé sekvence byly pfifazeny

k referencnim sekvencim databaze miRBase v22.1 pomoci programu BWA (Burrow-Wheeler
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Aligner, v0.7.17) a seCteny pomoci programu samtools (v1.6). Kvalita dat byla kontrolovana
pomoci programii FastQC (v0.11.9) a MultiQC (v1.14). Ziskan¢ sekvence byly déle zpracovany
v R (v4.2.2). Pocty sekvenci byly normalizovany metodou CPM (counts per million) pomoci
R balicku edgeR (v3.40.2) Pro zobrazeni dat byly wvyuzity balicky ggpubr (v0.6.0)
a ComplexHeatmap (v2.14.0).

4.7 Digitalni PCR

Komplementarni DNA byla rozmrazena, promichéana, kratce centrifugovana a na ledu nafedéna
na pozadovanou koncentraci pomoci dH>O na objem potiebny pro pocet méfenych miRNA
molekul. Vzorky byly promichany, centrifugovany a ponechany na ledu. Poté byly pfipraveny
mixy (pro kazdou méfenou miRNA zvlast’) v objemu pro pozadovany pocet vzorki métenych
v duplikatech, které obsahovaly TagMan Small RNA Assay (20x), 4% probe PCR master Mix
(Qiagen) a dH>O (Tabulka 21, str. 57). Objem jednotlivych reagencii byl zvySen o 10 %
z ditvodu nasledného piepipetovani na dPCR desticku. Do PCR desticky bylo napipetovano
10,56 pl mixu a 2,64 pl fedéné cDNA. Po promichéni a kratké centrifugaci bylo pfepipetovano
12 ul do dPCR desticky o formatu 8,5K (8500 kompartmentti). Desticka byla vlozena do
piistroje QIAcuity (Qiagen) a byl nastaven program (7abulka 22, str. 57). Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci programu QIAcuity software suite (v2.1.8.23, Qiagen). Hranice (cut-off)
pro oddéleni kompartmentl s pozitivni expresi od kompartmentl s negativni expresi byla
volena manualn¢ na zaklad¢ vysledkli negativnich kontrol obsahujici dH>O namisto vzorku.

Utinnost pouzitych eseji (TagMan Small RNA Assays) s mastermixem pro dPCR
(4x probe PCR master Mix) byla pfed pouzitim na dPCR ovéfena pomoci dekadicky
nafedénych kontrolnich vzorkl na pfistroji RotorGene. Jako kontrolni vzorek pro cel-miR-39
byl pouzit vzorek cDNA s exogenni cel-miR-39 (viz kapitola 4.2.1). Jako kontrolni vzorek pro
hsa-miR-16 byl pouzit jeden ze vzorkit cDNA piipraveny z RNA izolované z plasmy (viz
kapitola 3.5).
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Tabulka 21 — Objemy potrebné pro pripravu mixu pro gPCR

dlorka objem pro 1 vzorek | navySeny objem o 10 %
(nl) (ul)
dH>O 6,0 6,6
TagMan Small RNA Assay 0.6 0,66
(20x%)
4x probe PCR master Mix 3,0 3,3
objem cDNA 2.4 2,64
celkovy objem reakce 12 13,2
Tabulka 22 — Program pro provedeni gPCR
cas teplota
2 minut 95 °C
40 cyklu:
15 sekund 95 °C
60 sekund 60 °C
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5. Viysledky

5.1 Optimalizace izolace RNA

K izolaci RNA z plasmy byly vyuzity 3 kity: miRNeasy Serum/Plasma Kit (metoda, M1),
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (metoda 2, M2) a Quick-cfDNA/cfRNA
Serum/Plasma Kit (metoda 3, M3). Bylo vyuzito jednotné znaceni kitd a vzorka pro lepsi
prehlednost (viz Tabulka 23). Nésledné byly mezi sebou porovnavany pomoci kvantifikace
izolované RNA dvéma kity: Qubit™ microRNA Assay Kit (kvantifikace kratkych RNA, 20 bp)
a Quant-it™ RiboGreen RNA Assay Kit and Reagent (kvantifikace celkové RNA). Déle pak
pomoci qPCR, kvantifikaci exogennich kontrol a endogenni miRNA hsa-miR-16-5p, ktera se
v plasmé vyskytuje ptirozené. Byly pouzity 4 vzorky, které byly popsany abecedné. Vysledky
jsou shrnuty v Tabulce 24 (str. 60) a na obrazcich 7-9 (str. 59-60). Nejvyssi hodnoty koncentraci
kratkych RNA molekul jsme ziskali metodou 1 (miRNeasy Serum/Plasma Kit), primérné
1,195 £ 0,226 ng/ul, nejnizsi vytézky byly naopak u metody 2 (miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kit), praimérné 0,728 + 0,439 ng/ul. Metodou 2 se podatilo oproti tomu izolovat
nejvice celkové RNA (u tf ze ¢tyt izolovanych vzorktl), primérna hodnota 0,424 + 0,270 ng/ul.
naméfeny u vzorki izolovanych metodami 1 a 3, nicméné rozdily u jednotlivych izola¢nich
metod nebyly vyrazné. Vzhledem k nejvy$sim hodnotadm koncentraci kratkych RNA molekul
a odpovidajicim nizkym hodnotam ct pro hsa-miR-16-5p byla pro dalsi izolace RNA zvolena
metoda 1. U metody 2 byl také sledovan vliv glykogenu na izolaci. Hodnoty ct endogenni
hsa-miR-16-5p neukdzaly vyrazné zlepSeni vytéznosti po piidani glykogenu (26,14 + 3,22)
v porovnani s variantou, kdy glykogen nebyl pouzit (24,59 + 2,35).

Tabulka 23 — Jednotné znaceni kitii a vzorkii pro lepsi prehlednost

miRNeasy Serum/Plasma

‘ M1
Kit

miRNeasy Serum/Plasma

M2
Advanced Kit
1zola¢ni kity
Quick-cfDNA/cfRNA M3
Serum/Plasma Kit
QIAamp Circulating Nucleic M4
Acid Kit
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Obrazek 7 — Hodnoty koncentraci kratkych RNA molekul (ng/ul) izolované ze vzorkit A-D tremi
izolacnimi kity. Chybéjici hodnoty v grafech odpovidaji hodnotdam, které byly pod limitem detekce.

Koncentrace - celkova RNA
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Obrdazek 8 - Hodnoty koncentraci celkové RNA (ng/ul) izolované ze vzorkii A-D tremi izolacnimi kity.

Chybeéjict hodnoty v grafech odpovidaji hodnotam, které byly pod limitem detekce.




ct - miR-16
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Obrazek 9 — Hodnoty ct ziskané pri detekci hsa-miR-16 pomoci gPCR.

Tabulka 24 — Priimerné hodnoty koncentraci celkové RNA, kratkych RNA molekul a hsa-miR-16 (ct)
ziskané riiznymi izolacnimi kity M1-M3

M1 M2 M3
celkovd RNA (ng/ul) | 0,347 0,085 | 0,424 + 0,270 | 0,386 + 0,043
kratkd RNA (ng/ul) | 1,195+ 0,226 | 0,728 £0,439 | 1,045 + 0,203

hsa-miR-16 (ct) 21,78 +0,58 | 24,60 £2,03 | 22,12+0,39

5.2 Optimalizace izolace DNA

K izolaci DNA z plasmy byly vyuzity 2 kity: Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit (M3)
a QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit (metoda 4, M4). Ziskané vytézZky DNA byly
porovnany mefenim koncentrace DNA pomoci 2 kitl: Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay
Kit and Reagent a Qubit™ dsDNA HS Assay Kit. Pouzity byly stejné 4 vzorky (A-D) jako
v ptipad¢ izolace RNA. Vysledky jsou shrnuty na obrdzku 10 a 11 (str. 61) a Tabulce 25 (str.
62). Primérné mnozstvi DNA ziskané z 1 ml plasmy méfené kitem Quant-iT™ PicoGreen™
dsDNA Assay Kit na Infinite200 bylo vyznamné vyssi u izola¢ni metody 4 (17,00 £ 8,92 ng/ml
plasmy) v porovnani s metodou 3 (2,80 + 2,96 ng/ml plasmy). Vysledky ziskané kitem Qubit™
dsDNA HS Assay Kit byly oproti tomu podobné, s mirné vyssSimi vytézky ziskanymi izolacni
metodou 3 (48,45 £ 7,50 vs 42,00 + 9,82 ng/ml plasmy). Vzhledem k vyrazn& odliSnym
vysledklim koncentraci izolované DNA pii pouziti dvou odlisnych kvantifika¢nich kith, byla
DNA navic analyzovana na vysoce citlivé automatické elektroforéze pomoci kitu Agilent High
Sensitivity DNA na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer, ktery umoznuje zobrazeni DNA,
odecteni velikosti fragmentll i stanoveni mnozstvi DNA. Vysledky jsou zobrazeny na obr. 12

(str. 62), na kterém jsou viditelné DNA fragmenty o velikosti 150-180 bp a to pfevazné u vzorkt
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izolovanych metodou 4, coz odpovida vysledklim namétenym kitem Quant-iT™ PicoGreen™
dsDNA Assay. Piiblizné hodnoty ziskanych koncentraci se pohybovaly od 57,6-372,5 ng/1 ml
plasmy, pii zapocteni fragmenti od 100 — 250 bp, a od 89,8 — 598,4 ng/ 1 ml plasmy, pfi
zapocteni fragmentt od 100 — 600 bp. Pro izolaci DNA byla tedy zvolena metoda 4 (QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit).

Koncentrace DNA - Infinite200
30,00

>

€

8

o

E 20,00

= HA
E

< mB
& 10,00

= mC
S

s D
= 0,00

M3 M4
metoda

Obrazek 10 — Hodnoty koncentraci DNA (ng/ml plasmy) izolované ze vzorkii A-D izolacnimi kity M3
a M4 na pristroji Infinite200. Chybéjici hodnoty v grafech odpovidaji hodnotam, které byly pod limitem
detekce.
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Obrdazek 11 - Hodnoty koncentraci DNA (ng/ml plasmy) izolované ze vzorkii A-D izolacnimi kity M3
a M4 na pristroji Qubit.
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Tabulka 25 — Primérné koncentrace DNA ziskané izolacnimi kity M3 a M4

typ méteni M3 M4
DNA (ng/ml
plasmy) PicoGreen, 2,80 £2,96 17,00 + 8,92
Infinite200
DNA (ng/ml
plasmy) Qubit HS 48,45 +7,50 | 42,00=+9,82
assay
M3 M4
i [bp]
[bp]
3 3
o ©
S < OO S < m O O
= 7000 — —— - et
i — 2000 — —
1$ — 1000 — —
— — E'Elﬂl _ I
500 — — o) — ——
400 — — 400 — —
0 — — 0 — ——
200 — —— S—
150 — —— 150 —
100 — 100 —

Obrazek 12 — Elektroferogramy, zobrazujici izolovanou DNA ze vzorkiit A-D dvéma izolacnimi kity (M3
— Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit, M4 — QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit), ziskany
automatickou elektroforézou na pristroji Agilent 2100 Bioanalyzer. Zvyrazneéné pruhy DNA odpovidaji
priblizné velikosti 150 — 180 bp.
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5.3 Detekce hemolyzy

Meéfeni absorbance

Hemolyza byla detekovana méfenim absorbance pifi 414 nm na pfistroji NanoDrop2000 pted
i po primarni centrifugaci. Centrifugace na hodnoty neméla vliv. Jako hrani¢ni hodnota pro

detekci hemolyzy byla pouzita absorbance 0,25 [62].
qPCR

Druhou metodou pro detekci hemolyzy byla qPCR, kdy byly detekovany dvé endogenni
miRNA molekuly — hsa-miR-451 (pfitomna v ¢ervenych krvinkéch) a hsa-miR-23a (konstantni
exprese v plasmég). Nejprve byla provedena izolace vzorka pripravenych z konstantniho objemu
plasmy a suspenze krevnich bunék od 2 — 0,03 % (v/v) nasledovana samotnou detekci miRNA
molekul (viz kapitola 3.6). Pro tyto ucely byla jesté¢ ovéfena Uc¢innost eseji pro detekci
hsa-miR-23a a hsa-miR-451 pomoci riznych teplotnich profili pro nasednuti a elongaci
primeri Pro obé eseje byla zvolena teplota pro nasednuti primert a amplifikaci 56 °C

s uc¢innosti 103 % pro esej hsa-miR-451 a 95 % pro esej hsa-miR-23a (viz Obr. 13 a 14).

=[] 0Cinnost =103 %
R?= 0,983
sklon = -3,252

Obrazek 13 - Amplifikacni krivky redici Fady endogenni miRNA hsa-miR-45 pii teploté 56 °C pro
nasednuti primeru a amplifikaci.

ol ucinnost =95 %
R?=0,980 -/’:
sklon = -3,454 T

Obrazek 14 - Amplifikacni kiivky redici 7ady endogenni miRNA hsa-miR-23a pri teploté 56 °C pro

nasednuti primeru a amplifikaci.

Vysledky ziskané méfenim absorbance a qPCR byly graficky zpracovany (viz Obrazek
15 — 17, str. 64-65). Z grafu na Obrazku 17 1ze urcit hrani¢ni hodnotu pro detekci hemolyzy,
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kterd byla stanovena na A Cg=10 odpovidajici absorbanci 0,25, pficemz této absorbanci

odpovidalo 0,25% suspenze krevnich bunék.

Zavislost absorbance na obsahu krevnich bunék
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Obrazek 15 — Graf zavislosti absorbance pri 414 nm na obsahu krevnich bunék ve vzorku.
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Obrdazek 16 — Graf zavislosti A Cq na obsahu krevnich bunék ve vzorku.
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Zavislost A Cq (miR-23a - miR451-3p)
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Obrazek 17 — Graf zavislosti A Cq na aborbanci pri 414 nm s vyznacenou hranicni hodnotou odectenou
na zaklade prolozené krivky.

5.4 Optimalizace sekvenace kratkych RNA molekul

Pro ptipravu knihoven pro NGS sekvenovani kratkych RNA molekul byly pouzity dva kity:
NEXTFLEX Small RNA-Seq kit a QIAseq miRNA UDI Library kit. Byla pouzita DNA
izolovana z celkem 8 vzorki plasmy (viz kapitola 4.6), kdy byl kazdy z téchto vzorki pred
izolaci RNA ekvimolarné rozdélen do dvou alikvotd pro zpracovani dvéma riznymi kity pro
piipravu knihoven. Vysledky kontroly kvantity a kvality izolované RNA jsou obsahem tabulky
26.

Tabulka 26 — Hodnoty koncentraci miRNA (ng/ul) a ct (hsa-miR-16-5p, cel-miR-39-3p, ath-miR-159a)
u 8 vzorkii slouzicich pro naslednou pripravu knihovny pomoci dvou kitii

Vzorky pro NEXTFLEX Small RNA-Seq Vzorky pro QIAseq miRNA UDI Library

kit kit
ct ct ot ct ct ot
koncentrace (h.s a (ge - (ath- koncentrace (h.S a (cg - (ath-
vzorek miR- | miR- . vzorek miR- | miR- .
(ng/ul) miR- (ng/pul) miR-
16- 39- 159a) 16- 39- 159)
5p) | 3p) 5p) | 3p)

2,98 20,54 | 20,05 | 27,74
2,20 21,42 | 20,28 | 27,92
2,86 20,60 | 20,20 | 27,83
3,02 20,90 | 20,10 | 27,55
2,28 21,68 | 19,65 | 27,27
2,12 21,30 | 20,47 | 27,35 2,02 21,64 | 20,02 | 27,25
2,96 21,47 120,42 | 27,59 2,98 21,80 | 21,26 | 27,24
8 2,32 22,00 | 20,28 | 28,28 8 2,32 22,41 | 20,82 | 28,62

Pozn.: Jedna se o vzorky nehemolyticke, které meély absorbanci pod hranici 0,25.

2,20 21,41 | 20,95 | 27,80
2,24 21,61 | 20,56 | 27,47
2,96 20,72 | 20,88 | 27,01
3,24 20,96 | 20,30 | 27,42
2,56 21,42 2044 | 27,43

NN [N | |WIN | —
N N[N | |WIN|—
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Pomoci kitu NEXTFLEX Small RNA-Seq kit se podatilo pfipravit knihovny s
dostate¢nou koncentraci a velikosti fragmenti 150 bp (Tabulka 27 a Obrazek 18 a 19, str. 67).
Druhym kitem na ptipravu knihoven (QIAseq miRNA UDI Library kit) nebyly ziskany
dostatecn¢ vysoké koncentrace knihoven ani odpovidajici velikost fragmentii a to ani pfi
opakovaném pokusu o piipravu knihovny.

Tabulka 27 — Hodnoty koncentraci a velikosti fragmentiit DNA knihovny (ng/ul) pripravené z 8 vzorki
NEXTFLEX Small RNA-Seq kitem - méreno na pristroji Agilent Bioanalyzer

koncentrace velikost
vzorek | " ity | fragmentii (bp)
1 44,20 152
2 1,93 152
3 41,20 150
4 40,80 152
5 22,60 151
6 38,20 152
7 44,00 152
8 1,12 152
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Obrazek 18 — Elektroferogram, zobrazujici knihovnu pripravenou NEXTFLEX Small RNA-Seq kitem,
ziskany automatickou elektroforézou na pristroji Agilent 2100 Bioanalyzer. Vyrazné pruhy DNA
odpovidaji priblizné velikosti 150 bp.
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Obrazek 19 - Krivka zobrazujici méreni pripravené knihovny na pristroji Agilent Bioanalyzer — ukdazdno
na prvnim vzorku

5.4.1 Kontrola kvality sekvenace kratkych RNA molekul
V ramci sekvenace kratkych RNA molekul se podafilo ziskat v priméru 16,9 milionti sekvenci
na vzorek (od 4,9 do 24,2 mil) z nichZ v priméru 2,5 mil (14,9 %) sekvenci bylo unikétnich

(Tabulka 28, str. 68). Po odstranéni adaptorti, nekvalitnich sekvenci, sekvenci mitochondrialni

67



rRNA a tRNA, a sekvenci kratSich 16 bp nebo delsich 28 bp z hrubych dat (Obrazek 20 a 21,
str. 69-70) zbylo v priméru 12 mil (od 3,9 do 17,2 mil) sekvenci pro nasledné mapovani

a kvantifikaci (filtrovana data).

Tabulka 28 — Porovnani celkového poctu sekvenci a podilu unikatnich sekvenci u hrubych a filtrovanych
dat ziskanych ze sekvenace kratkych RNA molekul

Hruba data Filtrovana data

pocet duplicitni unikatni pocet duplicitni unikatni

vzorek sekvenci sekvence | sekvence sekvenci sekvence | sekvence
(mil) (%) (%) (mil) (%0) (%0)
1 23,9 83,8 16,2 16,0 99,1 0,9
2 4,9 78,3 21,7 3,9 98,6 1,4
3 242 84,8 15,2 17,2 99,1 0,9
4 18,2 83,9 16,1 14,0 99,2 0,8
5 17,5 88,9 11,1 11,6 99,2 0,8
6 20,7 83,9 16,1 14,8 99,1 0,9
7 16,8 85,0 15,0 12,4 99,1 0,9
8 9,1 92,4 7,6 6,1 99,1 0,9

(A)

FastQC: Mean Quality Scores

40
30 \
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10

20 40 60 80
Position (bp)

68



(B)

FastQC: Mean Quality Scores
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Obrazek 20 — Prumeérna bazova kvalita (phred score) sekvenovanych vzorkii u hrubych (A)
a filtrovanych (B) dat.
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(B)

FastQC: Sequence Length Distribution
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Obrazek 21 — Pocet a rozsah délky fragmentit ziskanych (A) po primarni filtraci (filtrace adapterii,
kratkych a nekvalitnich sekvenci, mitochondrialni yrRNA a tRNA sekvenci), a (B) po odfiltrovani
fragmentii delsich 28bp (selekce miRNA molekul).

5.4.2 Kvantifikace miRNA

Sekvence zbylé po zakladni kontrole kvality byly nasledné pfifazeny (namapovéany) na
referencni sekvence 2656 miRNA molekul zahrnutych v databazi miRBase v22.1. V priméru

se podatilo ptifadit 67,5 % sekvenci (od 55 — 75,5 %) (Tabulka 29).

Tabulka 29 — Mnozstvi uspésné prirazenych sekvenci k referencnim miRNA sekvencim zahrnutych
v miRBase databazi

podil
celkovy pocet pocet namapovanych pocet detekovanych
vzorek namapovanych
sekvenci po filtraci sekvenci unikatnich miRNA
sekvenci (%)
1 15987185 9898468 61,9 651
2 3927213 2806850 71,5 530
3 17246531 13020918 75,5 640
4 14025158 10009122 71,4 598
5 11563124 7359664 63,6 543
6 14825589 10404374 70,2 617
7 12392284 8745976 70,6 648
8 262125 144258 55,0 161
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Namapované sekvence byly secteny a normalizovany pomoci metody CPM. Vysledkem
je pocet sekvenci pro urcity gen pii teoretické velikosti knihovny 1 milion, ¢imz se normalizuji
rozdily v poctech sekvenci vzniklé rtiznou hloubkou sekvenace u jednotlivych vzorki. Celkem
se podafilo detekovat 1228 miRNA molekul s pozitivni expresi alespont v jednom vzorku.
V priméru se podafrilo detekovat 549 + 153 miRNA z 2658 zahrnutych v databazi miRBase
v22.1 (Tabulka 29, str. 70).

Dale byla ziskand data zlogaritmovana pro kontrolu distribuce dat po normalizaci.
Rozptyl expresi u jednotlivych vzorkl je zndzornén na Obrazku 22. U vzorku 8 je vidét vyrazné
sniZzend exprese miRNA oproti ostatnim vzorklim, kterd pravdépodobné souvisi s technickymi

problémy pfi piipravé knihovny u tohoto vzorku (viz kapitola 4.6.1).

151

log2_exprese
=
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- G GRS & 000
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O.
1 2 3 4 5 6 7 8
Vzorek
Obrazek 22 — Krabicové grafy zobrazujici distribuce log2 transformovanych expresi vsech

detekovanych miRNA u jednotlivych vzorkii.

Jako nejCastéji zastoupené miRNA molekuly v plasmé pacienti s nadorovym
onemocnénim (karcinom prsu) byly detekovany hsa-miR-451a, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-92a-
3p, hsa-miR-26a-5p a hsa-let-7f-5p. Exprese dvaceti miRNA s nejvyssi souhrnou expresi ve
vzorcich plasmy jsou zndzornény na Obrdzku 23 (str. 72). MiRNA s podilem sekvenci vyS$im

nez 5 % z celkového poctu sekvenci daného vzorku jsou zobrazeny na Obrazku 24 (str. 72).

71



=1

hsa-miR-451a

hsa-miR-486-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-26a-5p

hsa-let-7f-5p
hsa-let-7a-5p
~ hsa-miR-21-5p
- hsa-let-7g-5p log2_exprese
hsa-let-7i-5p 20
hsa-miR-16-5p I18
hsa-miR-25-3p 16
hsa-miR-126-3p 14
hsa-let-7b-5p 12

hsa-miR-24-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-320a-3p
hsa-miR-423-5p
hsa-miR-3184-3p

vzorek 5
vzorek 7
vzorek 6
vzorek 3
vzorek 4
vzorek 8
vzorek 2
vzorek 1

Obrazek 23 — Heatmapa zndzornujici log2 transformované exprese a shlukovou analyzu na zdklade
Euklidovské vzdalenosti dvaceti nejvice zastoupenych miRNA molekul v plasme.
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Obrdzek 24 — MiRNA s podilem sekvenci vyssim nez 5 % z celkového poctu sekvenci daného vzorku.

Mezi miRNA s nejvyssi variabilitou v plasmé byly identifikovany hsa-miR-370-3p,
hsa-miR-660-5p, hsa-miR-4433b-3p, hsa-miR-412-5p a hsa-miR-329-5p. Expresni hladiny
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padesati miRNA snejvys§i variabilitou ve studovanych vzorcich jsou znazornény na
Obrazku 25. Vzorek 8 byl vyfazen kvili moznému zkresleni variability zptisobenému
technickymi artefakty.

V tabulce 30 (str. 74) jsou uvedeny CPM hodnoty u miRNA, jeZ slouZila jako exogenni
(cel-miR-39 a ath-miR-159a) a endogenni (hsa-miR-16) kontrola homogenity izolaci

a u miRNA, kterd byla vyuzita pfi stanoveni miry hemolyzy (hsa-miR-23a a hsa-miR-451a).

T

—ﬁ hsa-miR-122b-3p
hsa-miR-432-5p
hsa-miR-127-3p
. hsa-miR-370-3p
I

hsa-miR-323a-3p
hsa-miR-454-3p
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Obrazek 25 - Heatmapa znazornujici log2 transformované exprese a shlukovou analyzu na zdaklade
Euklidovske vzdalenosti padesati miRNA s nejvys$si variabilitou.
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Tabulka 30 — Hodnoty CPM pro vybrané miRNA

vzorek | ath-miR-159a | cel-miR-39-3p | hsa-miR-16-5p | hsa-miR-23a-3p | hsa-miR-451a
1 173,36 184,98 6677,60 5981,83 61375,96
2 390,83 674,78 26363,36 4145,22 271627,63
3 83,40 615,01 28311,60 7277,98 403372,48
4 57,95 386,85 33773,59 8296,23 328632,72
5 126,23 675,44 20805,57 11818,75 161446,09
6 136,48 813,89 29896,18 8578,32 330839,22
7 117,65 949,47 27642,88 7031,69 257760,48
8 824,24 1496,15 33663,27 3797,47 201086,51

5.5 Optimalizace a stanoveni miRNA exprese pomoci dPCR

Pro optimalizaci stanoveni exprese miRNA genti pomoci digitdlni PCR byly vybrany dvé
miRNA, cel-miR-39 a hsa-miR-16. U¢innost TagMan eseji pro ob& miRNA v kombinaci
s mastermixem ur¢enym pro dPCR byla nejdiive ovéfena pomoci klasické qPCR a dekadickych
fedicich fad (kalibracnich kiivek) vybranych cDNA vzorki (viz Metody). Kalibraéni kiivka
pro cel-miR-39 byla pfipravena z kontrolni cDNA obsahujici synteticky pfipravenou miRNA
cel-miR-39 v koncentracich od 1,27x107 - 1,27x10® fmol/ul dPCR reakce. Uinnost
amplifikace obou eseji byla mezi predpokladanymi 90 — 110 % (Obrazek 26, str 75).

(A)

| ucinnost = 101 %
1077{ R?=10,998
sklon = -3,453

Threshaldl

Morm. Fluoro.




(B)

ucéinnost = 98 %
079 R2=0,992
sklon = -3,369

10
Threshuldl

Moarm. Fluora.

T
15 20 25
Cyicle

Obrazek 26 - Amplifikacni krivky kalibracni rady (A) cel-miR-39 a (B) miR-16 se stanovenymi
ucinnostmi amplifikace.

Pro stanoveni dynamického rozsahu dPCR v porovnani s qPCR byl pouZita kontrolni
cDNA obsahujici cel-miR-39, kterd byla pfipravena dvojkovou fedici fadou s koncentracemi o
rozsahu 1,27x10%— 1,24x1077 fmol/ul dPCR nebo qPCR reakce, odpovidajici ptiblizné 8000 —
8 kopiim/pul reakce (vzorek 1 — 11). Detekované pocty kopii cel-miR-39 pomoci dPCR jsou
shrnuty v Tabulce 31 (str. 76) a zobrazeny na Obrazku 27 (str. 77). Primérné hodnoty kopii
detekované dPCR, piesnost kvantifikace dPCR na zaklad¢ predikovaného poctu kopii ve

vzorcich a primérné hodnoty Ct ziskané pomoci qPCR jsou zobrazeny na Obrazku 28 (str. 79).
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Tabulka 31 — Pocet

kopii cel-miR-39 detekovany pomoci dPCR u dvojkové vedici rady (méreno

v duplikatech)
celkovy pocet celkovy
pocet pocet pocet pocet pravdépodobny . 5 5
. Cl o o o 5 . kopii ve vSech pocet
vzorek | kopii/ul validnich pozitivnich negativnich pocet kopii na
(95%)! validnich kopif
rxn kompartmentl | kompartmenti | kompartmentti | kompartment
kompartmentech | v reakci
) 6579,9 | 2,90% 7874 7163 711 2,405 18934,2 78958,8
7058,6 | 2,90% 8153 7460 693 2,465 20098,1 84703,2
5 32394 | 2,80% 8260 5579 2681 1,125 92944 38872,8
34433 | 2,70% 8273 5713 2560 1,173 9704,1 41319,6
; 1686,3 | 3,30% 8282 3620 4662 0,575 4759,2 20235,6
1626,5 | 3,30% 8253 3546 4707 0,562 46343 19518,0
A 757,8 4,50% 8188 1896 6292 0,263 2156,6 9093,6
7574 4,50% 8147 1945 6202 0,273 22223 9088,8
s 391,6 6,10% 8156 1020 7136 0,134 1089,7 4699,2
394,7 6,20% 8250 986 7264 0,127 1050,1 4736,4
p 183,8 9,10% 8243 464 7779 0,058 477,6 2205,6
193,6 8,80% 8255 494 7761 0,062 509.,4 23232
; 104,1 12,00% 8237 268 7969 0,033 272,5 1249,2
93,0 12,60% 8247 241 8006 0,030 244,6 1115,5
8 55,8 16,10% 8254 149 8105 0,018 150,4 669,6
48,8 16,90% 8248 135 8113 0,017 136,1 585,36
0 28,9 21,60% 8187 82 8105 0,010 82,4 347,28
24,5 23,90% 8250 67 8183 0,008 67,3 293,52
0 12,0 34,60% 8246 32 8214 0,004 32,1 143,76
11,6 35,20% 8232 31 8201 0,004 31,1 139,44
" 9,9 38,40% 8252 26 8226 0,003 26,0 119,268
6,6 47,50% 8115 17 8098 0,002 17,0 78,612

1'C1 (95%) znaci konfidencni interval Poissonovy distribucni funkce
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Obrazek 27 — Grafické znazornéni detekovaného poctu kopii cel-miR-39 pomoci dPCR u jednotlivych
vzorkii. Méreni bylo provedeno v duplikdtech.
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Obrazek 28 — Priumerné hodnoty kopii cel-miR-39 detekované dPCR (A), presnost detekce na zdklade
predikovaného poctu kopii ve vzorcich (B) a priumérné hodnoty Ct ziskané pomoci gPCR (C). Chybové
usecky znaci smérodatné odchylky vypoctené ze dvou technickych replikatii.

5.6 Srovnani stanoveni exprese hsa-miR-16 pomoci gqPCR,
dPCR a sekvenace kratkych RNA molekul

Pro srovnani exprese miRNA genti pomoci qPCR, digitdlni PCR a NGS byla vybrana
hsa-miR-16. Byla pouzita DNA izolovand z celkem 8 vzorkd plasmy (viz kapitola 4.6).
Komplementarni DNA pro dPCR a qPCR byla pfipravena z2,5 pl 25x fedéného izolatu
ziskaného ze 400 pl plasmy. Celkové fedéni cDNA bylo 15x v pfipad€ qPCR a 50x v piipadé
dPCR. Pro pfipravu knihovny bylo pouZito 11 ul izolatu. Porovnani jednotlivych metod je
zobrazeno na obrazku 29 (str. 80) a 30 (str. 81). Ze ziskanych hodnot je viditelné, Ze pro detekci
rozdild v expresi mezi jednotlivymi vzorky jsou dPCR 1 NGS vyrazné citlivéjsi metody
v porovnani s qPCR. Pfi NGS doslo k detekci vétsiho poctu kopii v porovnani s dPCR, nicméné
1 pi1 vytazeni vzorku 8 jsme ziskali slabou pozitivni korelaci téchto dvou metod (r = 0,2,

Obrdzek 30 B, str. 82).
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Porovnani dPCR vs qPCR
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Obrazek 29 — Srovnani gPCR a dPCR pri stanoveni exprese hsa-miR-16. Vyssi hodnoty ct znamenaji
nizsi expresi, zatimco nizsi hodnoty ct naopak vyssi expresi.
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Obrazek 30— Stanovené pocty kopii hsa-miR-16 pomoci NGS a dPCR (A), pro ucely grafického srovnani
byly pocty kopii ziskané dPCR vyndsobeny 10X, a jejich korelace (B), kdy r je Pearsonuv korelacni
koeficient. Vzorek 8 byl vyrazen kviili moznému zkresleni zpiisobenému technickymi artefakty vzniklymi
pri pripravé NGS knihovny.
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6. Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace bylo vypracovat metodicky postup ke sledovani cirkulujici
RNA i DNA pro jeji dalsi pouziti u pacienti s nddorovym onemocnénim. Prvnim ukolem byla
optimalizace izolace RNA a DNA z plasmy/séra. K izolaci RNA byly vyuzity 3 kity a 4 vzorky
plasmy ziskané od zdravych jedinct. Vytéznost kitli pro kratké RNA se mezi t€émito kity
vyrazné neliSila. V priméru nejvyssi koncentrace a celkové vytézky kratkych RNA molekul
7200 pl plasmy jsme ziskaly pomoci metody M1 (miRNeasy Serum/Plasma Kit s vyuzitim,
ziskané pro hsa-miR-16. Naopak v priiméru nejmensi, i kdyZ podobné mnozstvi kratkych RNA
jsme ziskali metodou M2 (miRNeasy Serum/Plasma Advanced kit, 14,6 + 8,8 ng). Timto kitem
se naopak podafilo izolovat nejvice celkové RNA (8,5 + 5,4 ng oproti 4,9 + 1,2 ng ziskanych
pfedchozim kitem). Nicméné u 1 ze 4 vzorkl izolovanym timto kitem nebyla naméfena
koncentrace celkové RNA ani miRNA (hodnoty pod limitem detekce), s ¢imz koreluje 1 vysoka
hodnota ct u hsa-miR-16 (nizsi exprese). Lze uvazovat o néjaké technické ¢i manuélni chybé
pfi samotné izolaci vzorku, pfipadné o nizsi spolehlivosti izola¢ni metody, jelikoz pfi izolaci
pomoci zbylych dvou kit byla koncentrace v daném vzorku namétfena. Pomoci tieti testované
metody M3 (Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit) jsme ziskali obdobné vysledky jako
u metody M1 (15,7 + 3,0 ng kratkych RNA a 1,2 + 0,1 ng celkové RNA). Vysledky jedné ze
studii uvadi M1 také jako nejlepsi kit, kdy byl porovnavan s dal$imi 5 kity véetné¢ M2 a M3,
které vysly jako druhy respektive tieti nejlepsi. Z porovnani M2 a M3 vysla lépe M2, nicméné
pfi naSem porovnani vySel tento kit nejhiife. V ramci porovnani byla dokonce zkoumana
ucinnost izolace pfi vyuziti Cerstvé a zmrazené plasmy a jediny kit M1 prokazal podobné
vysledky v porovnani se zbytkem, u kterych bylo izolované mnozstvi RNA mensi pti vyuZiti
zmrazené plasmy [63]. Z dalsi studie porovnavajici Sest raznych izolacnich kitti vySel opét kit
M1 jako jeden ze dvou nejlepSich, co se tyce vytéznosti a Cistoty ziskané RNA [64].

Vyhodou metody M3 je moznost soucasné izolace RNA a DNA z jednoho vzorku. Tuto
metodu jsme proto porovnali s kitem QIAamp Circulating Nucleic Acid (M4), ktery je v praxi
pfevazné vyuZivan pro izolaci ctDNA [51]. Pfi kvantifikaci DNA pomoci kit Quant-iT™
PicoGreen™ dsDNA Assay a Qubit™ dsDNA HS Assay jsme piekvapivé ziskali vyrazné
odlisné vysledky, proto byl pro kvantifikaci navic vyuzit kit Agilent High Sensitivity DNA
umoznujici zobrazeni délky fragmentli izolované DNA. Ziskané koncentrace korelovaly
s vytezky ziskanymi metodou vyuzivajici PicoGreen, coz odpovida vyss$i vytéznosti kitu

QIAamp Circulating Nucleic Acid oproti kitu Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma
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(17,0 = 8,9 ng vs 2,80 + 3,0 ng/ml plasmy). Co se tyce vytéznosti, je na kit M4 nahlizeno jako
na zlaty standard, coz potvrzuje i jedna ze studii, kterd zaznamenala nejvyssi vytéznost prave
pfi vyuziti tohoto kitu. Jednim z dalSich kitl, ktery byl porovnavan v této studii, je téz M3.
Tento kit ostatni pied¢il v extrakei dlouhych fragmenti, zatimco M4 naopak v extrakci téch
kratkych [65]. Dalsi studie popsala mimojiné kit M3 a M4 jako nejlepsi pro izolaci cfDNA
s naslednym vyuzitim ddPCR. Kitem M3 bylo dosazeno nejvyssich absolutnich i relativnich
koncentraci ¢fDNA izolované z plasmy. Nicméné vzorky izolované M4 a kvantifikované
ziskanych vysledki bylo usouzeno, Ze se jednd o kit s vysokou konzistenci, kterd je
u diagnostiky nadorovych onemocnéni velmi diilezita [66].

Dal$im cilem této prace bylo vybrat a optimalizovat metodiku stanoveni hladin
cirkulujicich miRNA pomoci sekvenovani kratkych RNA molekul. Pro tento cel byly vyuzity
vzorky plasmy ziskané od pacientd s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim v dobé¢
odbéru krve, konkrétné s karcinomem prsu, jelikoz ptivodné planované vzorky od pacienti
s kolorektalnim karcinomem nebyly véas k disposici diky zpozdéni hlavni studie v souvislosti
s pandemiii. Knihovny kratkych RNA k sekvenovani byly pfipraveny pomoci kitlh QIAseq
miRNA UDI Library kit a NEXTFLEX Small RNA-Seq kit z duplicitn€ izolované RNA pro
kazdého pacienta. Kitem QIAseq se nepodatilo ziskat knihovny o dostate¢né koncentraci
a vzorky neobsahovaly fragmenty s pfedpokladanou velikosti. Pfi opakovaném pokusu byl
ziskan stejny vysledek, coZ vylu€uje technickou chybu pfi ptipravy knihovny. Jedna z moznych
pfic¢in by mohla byt vyssi citlivost v rdmeci protokolu pouzivanych enzym k inhibitortim, které
mohou byt teoreticky izolovany spolu s RNA. Cistota nukleovych kyselin je klasicky sledovana
pomoci stanoveni poméru absorbance pii 260 a 280 nm, ptipadné 260 a 230 nm pro sledovani
kontaminace proteiny, nicméné toto stanoveni je nevhodné pro vzorky o nizké koncentraci
(<10 ng/pl, NanoDrop 2000, ThermoFisher Scientific). V nasi praci se vytézky kratkych RNA
izolovanych z plasmy zdravych darci pohybovaly okolo 1,0 + 0,4 ng/ul (nezavisle na izolacni
metod¢) a okolo 2,6 + 0,4 ng/ul od pacientti s karcinomem prsu, tedy jejich Cistota nemohla byt
touto metodou ovefena. Moznost kopurifikace inhibitord mohla byt zvySena i navySenim
objemu plasmy pro izolaci z doporuc¢enych 200 pul na 400 pl. Urcité by bylo vhodné tento postup
jeste optimalizovat.

Kitem NEXTFLEX Small RNA-Seq byly ziskdny knihovny o dostate¢né koncentraci
pro sekvenovani. U vzorku 2 a 8 jsme nicméné ziskali vyrazné nizsi vytézky v porovnani

wrwe

chemikalii v NEXTFLEX Small RNA-Seq kitu pro pfipravu mastermixu, u vzorku 2 mohla byt
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pric¢inou nahodna chyba ptipadné vliv inhibitorti, jak bylo diskutovano vyse. U téchto dvou
vzorkl jsme detekovali i1 vyssi zastoupeni fragmentt kratSich nez pozadovanych 150 bp pro
knihovny ptipravené NEXTFLEX protokolem, které pravdépodobné odpovidaji artefaktiim, jez
mohou vzniknout pfi pfipravé knihoven z adapterti (130 bp) nebo primerti (65 bp). Nicméné
u vSech vzorka se pfi sekvenaci podatilo ziskat dostate¢né mnozstvi sekvenci (> 4,9 mil.) pro
naslednou analyzu.

Ze ziskanych sekvenci byly nejprve odstranény adaptory, sekvence mitochondrialni
rRNA a tRNA, sekvence krat$i nez 16 bp a nekvalitni sekvence. Nejvyssi pocet sekvenci jsme
ziskali u fragmentl o délce 20 — 24 bp, odpovidajici délce vétSiny miRNA molekul, a dale
u fragmentd o délce 30 — 34 bp. Tyto fragmenty nebyly v ramci této prace dale analyzovany,
ale pfedpokladame, Ze se jedna z casti o dalsi typy kratkych RNA molekul, jako jsou piRNA
nebo fragmenty tRNA [67], dale fragmenty stfedné dlouhych RNA molekul, zejména v plasmé
vyrazné zastoupené fragmenty Y-RNA [68], pfipadné fragmenty degradované mRNA. Tyto
sekvence byly pted dal§imi analyzami odstranény a zbylé namapovéany na referencni miRNA.
V praméru se podaftilo ptfifadit 67,5 % z filtrovanych sekvenci. Po piepoctu na celkovy pocet
sekvenci, tvotfily miRNA v praméru 50 % (+ 8,8 %) ze vSech ziskanych sekvenci u vzorku 1 - 7
a jen 1,6 % u vzorku 8, coZ potvrzuje chybu pfi pfipravé knihovny. Primémé se podafilo
detekovat 549 unikatnich miRNA molekul. Pocet miRNA molekul detekovany v plasmé je
ovlivnén fadou faktort, jako je typ analyzovanych vzorkul, preanalytické zpracovani vzorkd,
ucinnost izola¢ni metody, typ kitu na ptfipravu knihovny, i metodika a podminky vlastniho
mapovani [63, 67, 69, 70, 71]. Zastoupeni miRNA detekovanych v plasmé pomoci sekvenovani
kratkych RNA se proto v literatute vyrazné lisi [67, 72, 73]. Napt. v praci Coenen-Stass et al.
tvorfily miRNA pfiblizné 41 % vSech sekvenci ziskanych ze vzorki plasmy zdravych jedinct
pii pouZiti stejného kitu na ptipravu knihovny jako byl pouZit v nasi praci [67]. Naopak v praci
Yeri et al. byly miRNA zastoupeny 75 % pii vyuziti stejného typu vzorkl a kitu na ptipravu
knihovny jako v pfedchozi praci [72]. Na rozdilech v mife identifikovanych miRNA se miize
podilet 1 pifitomnost délkovych a sekvencnich isoforem miRNA molekul, tzv. isomiRda,
a zpusob jejich mapovani k referencnim sekvencim [74].

Nejcastéji  zastoupenymi miRNA molekulami byly detekovany hsa-miR-451a,
hsa-miR-486-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-26a-5p a hsa-let-7f-5p. Mezi miRNA
s nejvyssi variabilitou v plasm& byly identifikovany hsa-miR-370-3p, hsa-miR-660-5p,
hsa-miR-4433b-3p, hsa-miR-412-5p a hsa-miR-329-5p. Né&které studie uvadi specifické
miRNA, jejichz exprese je vyznamné zménéna v tkani karcinomu prsu oproti zdravé tkani a je

pro toto onemocnéni typicka [75, 76]. Mezi 20 nejvice zastoupenymi molekulami miRNA
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detekovanymi v této praci se nachdzi tfi takové a to hsa-let-7, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-21,
hsa-miR-126 [75, 76]. V pfipadé hsa-miR-451a a hsa-miR-486-5p se jednd o dvé z nejvice
zastoupenych molekul miRNA v lidské krvi, jelikoz pochazi z cervenych krvinek a jsou bézné
detekovany jako miRNA s nejvySsim zastoupenim v plasmé nezavisle na ptivodu vzorkti nebo
pouzitych kitech na pfipravu knihovny [74, 77]. Protoze jejich vysokd exprese muze
komplikovat detekci ¢i zpiisobovat nedostate¢nou kvantifikaci méné zastoupenych miRNA
molekul, jsou vyvijeny postupy, jak se téchto molekul zbavit napi. jejich blokaci
komplementarnimi oligonukleotidy béhem ptipravy knihovny [77].

Pfi porovnani stanoveni exprese hsa-miR-16 pomoci qPCR, dPCR a NGS byla sice
nalezena slabd pozitivni korelace mezi NGS a dPCR, nicméné byla zaznamenana vyssi
normaliza¢ni metodou [71]. Normalizace je duleZitou soucasti pfed samotnou analyzou dat,
nicméné v ptipadé analyzy kratkych RNA je Gi¢innost normalizacnich metod vice zavisla na
konkrétnich vstupnich datech, a proto zatim nebyl zaveden postup, ktery by fungoval
systematicky nejlépe [78]. Piestoze metoda CPM, kterou jsme pouzili v nasi studii, patii
k nejpouzivanéjsim [74, 77, 78], je k dispozici fada dalSich metod napt. TMM (trimmed mean
of M values), UQ (upper quartile) nebo komplexnéjsi postupy jako DANA (DAta-driven
Normalization Assessment) [71, 79]. Vysledky na$i prace ukazuji na nutnost zavedeni
optimalniho postupu analyzy dat ziskanych sekvenaci kratkych RNA izolovanych ze vzorkt
plasmy.

Hlavni ukoly diplomové prace, coZ bylo zavedeni kompletniho metodického postupu
izolace, kontroly kvality a kvantifikace cfDNA a cfRNA, s dirazem na miRNA, z lidské
plasmy, se podafilo splnit a byly ziskdny cenné zkuSenosti. Zejména srovnani tif metod
kvantifikace miRNA ztak limitniho materidlu jako je plasma onkologickych pacient
predstavuje unikatni piispévek této prace. Vytvotreny metodicky postup je nyni k dispozici pro

studium pritbéhu onemocnéni u kohorty pacientti s kolorektalnim karcinomem.
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7. Zaver

Cilem této prace bylo vytvofit metodicky postup pro izolaci nukleovych kyselin z plasmy/séra
pro jejich naslednou detekci u pacienti s nadorovym onemocnénim. Nejprve byly porovnany
tfi rizné kity pro izolaci RNA (miRNeasy Serum/Plasma Kit, miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kit a Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit) a dva razné kity pro izolaci DNA
(Quick-cfDNA/cfRNA Serum/Plasma Kit a QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit) z plasmy
zdravych kontrol z hlediska kvality a kvantity. Kvantifikace byla provedena pomoci dvou
riznych kit u RNA (Qubit™ microRNA Assay Kit a Quant-it™ RiboGreen RNA Assay Kit)
iu DNA (Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay a Qubit™ dsDNA HS Assay) a pomoci RT-
qPCR stanovenim exprese exogenni (cel-miR-39 a ath-miR-159a) a endogenni miRNA
(hsa-miR-16) slouzicich jako kontroly. Po vyhodnoceni vysledki byly vybrany kity miRNeasy
Serum/Plasma pro izolaci RNA a QIAamp Circulating Nucleic Acid pro izolaci DNA.

Po optimalizaci izolace RNA a postupu ovéteni jeji kvantity a kvality byla izolovana
RNA ze vzorki plasmy od pacientil s karcinomem prsu.

Vzorky byly nésledné vyuzity k ptipavé knihovny kratkych molekul RNA pomoci kith
NEXTFLEX Small RNA-Seq a QIAseq miRNA UDI Library. Knihovna byla Uspésné
pfipravena pouze kitem NEXTFLEX Small RNA-Seq. Po provedeni sekvenace bylo u vSech
vzorkl ziskano dostate€né mnoZstvi sekvenci pro naslednou analyzu. Nej€astéji zastoupenymi
miRNA molekulami byly detekovany hsa-miR-451a, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-92a-3p,
hsa-miR-26a-5p a hsa-let-7f-5p a mezi miRNA snejvyssi variabilitou v plasmé byly
identifikovany hsa-miR-370-3p, hsa-miR-660-5p, hsa-miR-4433b-3p, hsa-miR-412-5p
a hsa-miR-329-5p.

V neposledni fadé mezi sebou byly porovnany tfi metody kvantifikace miRNA (NGS,
qPCR a dPCR) pomoci stanoveni exprese hsa-miR-16. Nejméné¢ citlivou metodou bylo qPCR
a po vyfazeni jednoho vzorku byla ziskana slaba pozitivni korelace mezi NGS a dPCR.
Vytvoteny metodicky postup bude déale v laboratofi Skolitele vyuzit u kohorty pacientl

s kolorektalnim karcinomem.
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