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Abstrakt

Volba 1é¢ebné strategie u onkologickych pacientli zavisi na celé fadé klinickych
a molekularné biologickych faktort. Ackoliv jiz bylo navrzeno n¢kolik molekularnich
biomarkert, v klinické praxi se jich vyuziva jen par a stdle jich neni dostatek pro
spolehlivou personifikovanou medicinu. Vzhledem k nedostatecnym vysledkim
uspesnosti 1€cby u mnoha pacientti s kolorektalnim karcinomem (CRC) je zde naléhava
potieba personalizované mediciny s cilem identifikovat nové prediktivni biomarkery.

Jednou z hlavnich piekdzek pii 1écbé pokrocilého staddia CRC je vyvoj
chemorezistence k systémové chemoterapii. Casna detekce rezistentnich klond
nadorovych bunc¢k by mohla vést ke zméné lécebnych rezimil, avSak vyZzaduje
dlouhodobé sledovani pacientl a poznani specifickych markerti chemorezistence.

Naplni této diplomové prace bylo stanoveni biomarkert spjatych
s chemorezistenci na S5—fluorouracil (5-FU), jedno z nejcastéji pouzivanych
chemoterapeutik v 1é€bé pacienti s CRC. V prvnim kroku se z maternalnich
(sensitivnich) a rezistentnich DLD-1 (rezistenti na 40 uM 5-FU a rezistenti na 160 uM
5-FU) buné¢nych linii pfipravila knihovna pro sekvenovani celého transkriptomu za
vyuziti sekvenovani nové generace (NGS). Pomoci bioinformatickych analyz se vybraly
vhodné kandidatni geny (HISTIH2BE, CD44, DKKI1, ALDHILI a ABCC?2) k validaci na
vzorcich od pacientli s CRC lécenych 5-FU. Ty zahrnovaly tumorovou tkan a okolni
nepostizenou mukdzu od pacientti s CRC, u kterych byla zjisténa bud’ chemorezistence,
nebo kompletni odpovéd’ na 1éCbu.

Na zaklad¢ validace dat jsme potvrdili trend genové exprese u gentt CD44, DKK1,
ABCC2 a ALDHILI. Potencidlni vyuziti nové objevenych markert v klinické praxi u
pacientii s CRC by mohlo pfinést zlepseni 1é¢by CRC.

Kli¢ova slova:
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Abstract

The choice of treatment strategy in patients with malignant disease depends on
various clinical and molecular biological factors. Although several molecular predictive
biomarkers have already been proposed, only a few of them are used in clinical practice
and the number is still not enough for reliable personalized medicine. Given the lack of
treatment success results in many colorectal cancer (CRC) patients, there is an urgent
need for personalized medicine to identify new predictive biomarkers.

One of the main clinical challenges in the treatment of advanced CRC is the
development of chemoresistance to systematic chemotherapy. Early detection of resistant
cancer cells clones could lead to changes in treatment regimens but it requires a
long-term follow up of patients and monitoring of specific markers of chemoresistance.

The aim of this master’s thesis has been to determine the biomarkers associated
with chemoresistance to 5-FU drug, one of the most used chemotherapeutics in the
treatment of CRC patients. In the first step, the whole transcriptome of maternal
(sensitive) and resistant DLD—1 (line resistant to 40 uM 5-FU and line resistant to
160 uM 5-FU) cell lines using the next generation sequencing (NGS) has been analyzed.
Through bioinformatic analyses, potential candidate genes (HISTIH2BE, CD44, DKK1,
ALDHILI and ABCC?2) were selected for subsequent validation in samples from CRC
patients treated with 5-FU. These samples included tumor tissue and adjacent unaffected
mucosa from CRC patients identified with chemoresistance or complete response to
therapy.

Based on the data validation we confirmed the gene expression trend for the
CD44,DKK1,ABCC2 and ALDHIL1 genes. The potential use of new discovered markers

in clinical practice in CRC patients could lead to improvements in CRC treatment.

Keywords:
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1. Teoreticky uvod

1.1 Kolorektalni karcinom

1.1.1 Epidemiologie

Nadorova onemocnéni stale predstavuji velkou vyzvu pro uspésnost 1écby, i pro
soucasnou moderni medicinu. Velkym problémem je neustaly ptirGstek novych ptipadi
a také nemald Umrtnost. Dle statistické studie z roku 2014 (Obrazek 1) piibylo 1,4
miliont novych piipadi pacientt s kolorektalnim karcinomem (CRC), pfi¢emz timrtnost
dosahovala 600 000 ptipadii (Global Cancer Observatory 2022). V roce 2018 tomu bylo
jiz o 400 000 novych ptipadl vice oproti roku 2014 s celosvétové druhou nejvéetsi
umrtnosti, ktera ¢inila téméf o 300 000 ptipadi vice neZ v roce 2014 (Bray et al. 2018).
V roce 2020 dosédhlo mnozstvi novych piipadi o 100 000 vice oproti roku 2018
s umrtnosti témét 930 000 pripadi (Global Cancer Observatory 2022). Jednalo se tak o

jasnou vristajici incidenci 1 imrtnost.

Incidence a mortalita CRC v roce 2014, 2018 a 2020
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Obrazek 1. Graf znazornujici zvysujici se trend mnozstvi novych pripadit CRC

(Global Cancer Observatory 2022)
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Zvysujici se trend poukazuje na potfebnost ¢asné diagnostiky u konkrétnich
pacientli, personalizace 1é¢by a tim dosazeni lepSich 1écebnych vysledkii. Pomérné
vysoky pocet novych ptripadii miize také souviset s rozSifenim a aplikaci screeningovych

metod (Siegel et al. 2020).

Tabulka 1. Deset statii s nejvyssi cetnosti pripadit CRC vietné znazornéni poctu

pripadit CRC na 100 000 obyvatel v roce 2020
(Global Cancer Observatory 2022)

pocet pripadi pocet pripadi na

poradi stat v absolutnich hodnotach | 100 000 obyvatel
1. Mad’arsko 9793 49,5
2. Slovensko 4 821 439
3. Norsko 4976 41,9
4. Nizozemi 17015 41,0
5. Dansko 5769 40,9
6. Slovinsko 2018 39,6
7. Portugalsko 10 501 39,4
8. Japonsko 148 505 38,5
0. Lotyssko 1 745 36,8
10. Chorvatsko 3706 36,3

Ackoliv by se mohlo zdat, Ze CRC je problémem ptedevSim v rozvojovych
zemich, opak je pravdou. Je znamo, ze Cetnost ptipadi u mnoha nemoci prudce stoupa
v rozvojovych zemich, avSak vysokd incidence CRC je pozorovéna piedev§im ve
vyspélych statech. Praveé staty jako Slovensko s Mad’arskem obsazuji ptedni pticky
v poctu pripada pacientii s CRC (Tabulka 1). Divodti mtize byt vice, at’ uz v genetické
predispozici €1 nezdravym zivotnim stylem v podobé koufeni, alkoholu a stravy. Pocet
obyvatel ze Slovenska ¢i Mad’arska, ktefi podstupuji preventivni vySetieni je vSak velice
podobny tomu jako v Ceské republice. Pravé Ceska republika byla dle statistické analyzy
zroku 2020 az na Sestndctém misté v poc¢tu ptipadi CRC v rdmci celé Evropy, kdy
incidence odpovidala 32,7 na 100 000 obyvatel (Kral et al. 2020). Pted par lety vSak
Ceska republika byla na pfednich piickach v poétu zastoupeni pacientti s CRC na 100 000
obyvatel.

Z celosvétového hlediska je CRC tfeti nejCastéj$i nadorové onemocnéni

(Obrazek 2) s druhou nejveétsi imrtnosti, ktera dosahuje témét 50 % (Obrazek 3).
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Absolutni hodnota, incidence, ob& pohlavi, v roce 2022
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Obrazek 2. Grafincidence nadorovych onemocnéni v roce 2022

(Global Cancer Observatory 2022)

Absolutni hodnota, imrtnost, ob& pohlavi, v roce 2022

1817 131 (18,7 %)
4461 424 (45,8 %) 903 853 (9,3 %)
757 906 (7,8 %)
669 418 (6,9 %)

466 983 (4,8 %) 659 805 (6,8 %)

mplice  kolorektdl =jatra =prsa ®zaludek © slinivka = dalsi

Obrazek 3. Graf umrtnosti nadorovych onemocnéni v roce 2022

(Global Cancer Observatory 2022)
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1.1.2 Vlastnosti nadorovych CRC bunék

Nadorové buniky disponuji celou fadou vlastnosti, které jim poskytuji vyhody
oproti zdravym bunkam.

Metastazovani, neboli proces Siteni nadorovych bunék z mista primarniho nadoru
ptes krevni fecisté do vzdalengjSich tkani a organti, predstavuje hlavni pficinu amrti
pacientti s CRC. Z dosud provedenych vyzkumt bylo zjisténo, ze az z 50 % veskerého
metastatického Sifeni nddorovych CRC bunék jsou postizena jatra (Zarour et al. 2017).
Tento fakt je zapfi¢inén predevSim diky propojeni tlustého stfeva s jatry pomoci
portalniho zilniho systému (Zarour et al. 2017). Dalsim dikazem castého rozsiieni
jaternich metastaz doklada studie z roku 2018 popisujici vyskyt nddorovych bunék v
jatrech u 60 % veSkerych pacientli s CRC (Oki et al. 2018). Druhym nejcastéjSim
organem, do kterého metastazuji nadorové CRC buiiky jsou plice (Filip et al. 2020).
Dalsimi cili pro metastatické nadorové bunky CRC mohou byt kosti, mozek ¢i slezina

(Obrazek 4).

G 1]ice (2. nejéast&jsi organ

pro metastazu)

jatra (1. nejCastéjsi organ — 3 %— slezina
pro metastézu) @ Ll

‘ —— k05t

Obrazek 4. Schéma popisujici nejcastéjsi organy, do kterych metastazuji nadorové

bunky CRC (Seely et al. 2022) (vilastni uprava)

Existuji také nadorové buiky, u nichZ muize byt jejich proliferaéni aktivita
potlacena na Uplné minimum a lze je tak oznacit za spici tzv. senescentni (Chang 2011).
U pacientti s CRC tak velmi ¢asto dochazi k recidivé nddorového onemocnéni, nebot’
jedna zhlavnich hypotéz vramci této problematiky pojedndva o senescentnich
nadorovych bunkach, jejichZ senzitivita na plisobeni 1é¢iv je vyrazné nizsi oproti aktivné

proliferujicim buitkam, ¢imz dochazi k opétovnému metastazovani
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(Mansoori et al. 2017). Pravé recidiva v disledku snizené¢ho tc¢inku 1é¢iv je vyraznou
ptekazkou pro snizeni mortality CRC.

Proces, pii kterém bunky ztraci epitelovy charakter a ziskavaji znaky bunék
mezenchymalniho ptivodu je oznacovan jako epitelo — mezenchymalni tranzice (EMT).
Diky tomuto komplexnimu mechanismu, zahrnujici celou $kalu zmén v bunécné stavbe,
ziskavaji nadorové buiiky schopnost efektivnéji metastdzovat do okolnich organti. Jedna
se o evolu¢né konzervovany vyvojovy mechanismus, ktery se podili na karcinogenezi a
proptjcuje nadorovym bunkdm metastatické vlastnosti zvySenim mobility, invaze a
odolnosti vici apoptickym stimulim.

V soucasné dobé definujeme tii zdkladni typy EMT, pficemz rozdil nastava
v misté pliisobeni a odliSnych fazich ontogenetického vyvoje. Prvni typ neboli EMT 1
nastava jiz béhem vyvoje zdrodku, kdy dochazi k pohybu bunék pti vyvoji dulezitych
¢asti jako neurdlni liSta, nefronti ¢i srdecnich chlopni (Hay 2005). EMT 2 je
charakteristicky naopak pfi hojeni ran a regeneraci organid (Matéjka et al. 2017).
Poslednim typem je EMT 3, ktery je typicky pro nddorova onemocnéni, pii nichZ nastava
zvySena proliferace bun¢k (Hanahan 2022). Zakladnim ptedpokladem pro vznik EMT 3
je schopnost bunék piekonat bazalni membranu a produkovat mezenchymalni markery,
jako jsou vimentin ¢i desmin (Matéjka et al. 2017).

Hlavnimi vlastnostmi, kterymi disponuji takové bunky jsou ztrata polarity,
pfeména tvaru z kulatého na vietenovity, redukce mezibunéénych spoji, snizeni
zavislosti na bazadlni membrang, zvySend odolnost proti apoptéoze a také aktivace
metaloprotedz k degradaci extracelularniho matrixu, ztrata adheze a migrace
(Matéjka et al. 2017).

Mechanismus pfechodu bun€k z epitelidlntho na mezenchymalni fenotyp
(Obrazek 5) je komplexni a reverzibilni proces. Specifitou takovych bunék je pfitomnost
povrchovych proteind jako CD133, CD166 ptipadné CD44 (Ricci-Vitiani et al. 2007).
Diky této specificité jsou povrchové proteiny jako naptiklad CD44 vyuzivany jako

biomarker pro pfitomnost bun¢k iniciujicich nador neboli nadorovych kmenovych bunék.
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Obrazek 5. Schéma znazornujici epitelo — mezenchymalni tranzici a nasledné

metastdzovani (Kalluri a Weinberg 2009) (Filip et al. 2020) (vlastni uprava)

.....

na svém povrchu markery CD44, CD133 a EPCAM.

Jak jiz bylo zminéno, cely proces EMT je reverzibilni, kdy opacnym procesem je
takzvana mezenchymalné—epitelialni transformace (MET), ktera je dulezitym procesem
pro pfizpusobeni nadorovych bunék v cilovych organech pii tvorbé sekundarnich nadorti
neboli metastazovani.

U EMT existuje takzvany ,,tumor budding‘‘, neboli skutecnost, kdy buiky
schopné tranzice jsou lokalizovany na okraji nddoru (Kalluri a Weinberg 2009). Jedna se

o prognosticky biomarker souvisejici pravé s vyskytem CRC (Lugli ef al. 2021).

1.1.3 Klasifikace CRC

U CRC existuji 2 zakladni druhy klasifikace. Prvnim typem je TNM klasifikace,
pii niz dochazi k ureni zdvaznosti v misté primarniho nadoru, oznacujeme jako T, dale
v okoli miznich uzlin, oznacujeme jako N a v neposledni fad¢ v oblasti metastatického
Sifeni, popisujeme pomoci M (Sobin L.H., Wittekind Ch. 2002). Druhym typem je
klasifikace dle Dukese, kterd je jiz obsoletni (Zeman M. et al. 2006). V poslednich letech
je preferovan piedevsim prvni typ, tedy TNM Kklasifikace, kterd oznacuje jednotliva stadia

od 0 do 4 oproti klasifikaci dle Dukese popisujici faze pomoci pismen A az D. U pacientii
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v 1. stadiu je pétiletd doba preziti u 97 % pacientl, u 2. stadia je pétiletd doba pteziti
87,5 % (Siegel et al. 2020).

V souvislosti s CRC bylo zaznamendéno, Ze az 60 % pacientl ve 3. stadiu dosahli
petiletou dobu preziti (Siegel et al. 2020). Zasadni roli vSak predstavuje 4. stadium, které
s¢ita okolo 20 % veskerych evidovanych ptipadl a pouze 13 % pacientl dosahlo pétileté
preziti (Siegel et al. 2020). Takto nizké procento preziti, resp. vysoka umrtnost pacientli

poukazuje na nutnost zlepSeni dosud zavedenych postupti v ramci diagnézy a 1é€by CRC.

1.2 MozZnosti 1écby

Jak jiz bylo zminéno v piedeslé kapitole 1.1, problematika CRC v souvislosti
s nartstem poctl piipadd v jednotlivych zemich je aktudlni téma. Kromé diagnostiky a
stanoveni zavaznosti nemoci je naprosto klicova jeji 1é¢ba. U pacientii s CRC je tak
jednim z nejcastéjsich feSeni chirurgicky zakrok, at’ uz v ptipadé primarniho nadoru, tak
u vzdalenych metastdz. Ptiblizné u 50 % pacienti po chirurgickém odstranéni priméarniho
nadoru dochéazi ke vzniku metastaz, pficemz Uspésnost nasledujici 1é€by je u téchto
pacientli pomérné nizka (Bray et al. 2018). I pies vyznamny pokrok v 1écbé tohoto
onemocnéni mnoho pacienti (60-70 %) nereaguje na konvencni chemoterapii. Mezi
témito pacienty muze casem dojit k lokalni nebo vzdalené recidivé. Jednim z divodu
Spatné odpovédi na lécbu je rozvoj chemorezistence na poddvani cytostatika
(Filip et al. 2020).

Klicové je tedy zefektivnéni 1écby u CRC, a pfedev§im u metastatického
kolorektalniho karcinomu (mCRC), jelikoz pfi vzniku jaternich metastaz je median
preziti v intervalu 5 aZ 20 mésicti (Nakayama et al. 2020).

Pii 1écbé CRC rozliSujeme tii typy. Prvni pfedstavuje lécba neoadjuvantni
vyuZzivajici se predevS§im u karcinomu rekta a kombinujici radioterapii s chemoterapii.
Hlavnim vyznamem této lécby je zmenSeni konkrétniho nédoru pied samotnym
chirurgickym zakrokem. Nevyhodou této 1écby je pomérné vysoka toxicita, a proto je
tedy nutné zohlednit zdravotni stav pacienta. Druhym typem je adjuvantni lécba
aplikovana po opera¢nim zdkroku s cilem zamezit vzniku recidiv a pfipadného rozvoje
metastaz. Posledni typ 1écby je oznacCovan jako paliativni a je vyuzivan pfedevSim u
pacientl v poslednim stadiu z divodu snahy o zlepSeni kvality Zivota.

Z hlediska 1écby dale rozliSujeme standartni chemoterapii, zaloZenou na 1écbé
pomoci 5—fluorouracil (5-FU). V poslednich letech se do poptedi dostava cilena lécba,

ktera vyuziva malé specifické molekuly a cilen¢ ucCinkuje inhibici proliferace,
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diferenciace a migrace nadorovych bun¢k. V poslednich letech se poukédzalo na vliv
inhibitort checkpointii (inhibitory kontrolnich bodt imunitni reakce), které zamezi
rezistenci k imunitnim reakcim (Filip ez al. 2020).

Zékladni latkou, kterd je uzivana béhem chemoterapie u CRC pacienti je 5—FU.
Vznik rezistence nddorovych bunék vici 5-FU je jednim z hlavnich problémi uspésnosti
1é¢by. Beéhem poslednich desitek let proto dochazi k neustalému vyvoji jak 1é¢iva 5—FU,
tak 1 jeho proléciv.

5-FU (Obrazek 6) je charakterizovan jako antimetabolit, ve kterém dochazi

k substituci fluoru za vodik na uhliku v paté pozici u uracilu (Vértessy a Toth 2009).

O 0

N 0O N 0
H H
uracil 5-fluorouracil

Obrazek 6. Porovnani uracilu a 5—fluorouracilu (viastni zpracovani)

Z historického hlediska je 5-FU jednim z prvnich chemoterapeutickych 1éciv,
jehoz tuc€inky mély prokazatelnou protinddorovou aktivitu. Prvni, kdo dokazal
syntetizovat 5—FU byl tym profesora Heidelbergera (Heidelberger et al. 1957). V roce
1954 bylo prokazdno navazani uracilu do jaterniho nadoru potkant, pfi¢emz byla
nemaligni tkan nedotena (Rutman ef al. 1954). Vyhodou 5-FU je podobna molekularni
hmotnost fluoru i uhliku, dale pak silna vazba mezi témito prvky (Vodenkova et al. 2020).
Nevyhodu od pocatku predstavovala jeho vysoka toxicita, nizka terapeuticka u¢innost a
v mnohych piipadech neptedvidatelna absorpce v gastrointestinalnim traktu. Z hlediska
zefektivnéni ucinki 5—FU zacalo dochézet ke kombinovani 5-FU s oxaliplatinou, kdy ve
finale doslo ke zvySeni 1é¢ebné odpovédi (Lamont a Schilsky 1999). Postupem ¢asu doslo
ke zlepSeni G€inkil a zmirnéni toxicity 5—FU prostfednictvim jeho kombinace s jinymi
terapeutickymi latkami, konkrétn¢ vrezimu FOLFOX, tedy kombinace 5-FU

s oxaliplatinou a leucovorinem, piipadné¢ rezim FOLFIRI, neboli kombinace 5-FU
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leucovorinem s irinotecanem (Tournigand et al. 2004). Dal§i moznosti miize byt rezim

FOLFOXIRI, kdy dochazi ke kombinaci leucovorinu, 5-FU, oxaliplatiny a irinotecanu.

1.2.1 Mechanismus t¢inku 5-FU
Metabolismus proléciv a 5—FU je popsan v Obrazku 7. Dulezitou funkci zde

zastavaji enzymy jako karboxylesteraza ¢i thymidinfosforylaza.

kapecitabin tegafur
spontanni

\ pFreména /

CES 5-deoxy-5- —> 5-DFUR —>( 5-FU <«—— 5-hydroxyterafur  CYP2A6

fluorocitidin CDA TP

DPD Legenda:

jatra -
- prolécivo

dihydrofluorouracil
- 1é¢ivo
Zkratky: : DHP - metabolit
5-DFUR => 5 - deoxy - 5 - fluorouridin Y - enzyme
kys. alfa - fluoro - beta - L
5-FU=>5 - fluoruracil ureidopropionova =% - anabolick4 reakce

=) - katabolicka reakce

BUP1 => beta - ureidopropionaza
BUP1
CDA => cytidindeaminaza
CES => karboxylesteréza alfa - fluoro - beta - alanin

TP => thymidinfosforylaza
DPD => dihydropyrimidindehydrogenaza
DHP => dihydropteoratsyntaza

Obrazek 7. Metabolismus proléciv a 5—FU vcetné naslednych metabolitii
(Vodenkova et al. 2020) (vlastni uprava)

18



dUMP

i TS
v
dThd ===spp dTMP + « « «p dTDP === dTTP
w e » DNA
FdUrd ====p» FdUMPH FdUDP sss=§» FJUTP
A
degradaéni T TP
driha "
DHFU e 5.FU
DPD L, O
up v 0“
FUrd s===«pp- FUMP ===espp FUDP - « - FUTP ====spp RNA

UK
—P enzymy
=P S-fluorouracil

> anabolicka
draha

Obrazek 8. Metabolicka aktivace 5—FU na DNA a ribonukleovou kyselinu (RNA) véetné
degradacni drahy v nadorovych bunkach (Svoboda a Slaby 2004) (viastni uprava)

5-FU (5-fluorouracil) DNA (kyselina deoxyribonukleova)

dThd (deoxythymidin) dUMP (deoxyuridinmonofosfat)

dTMP (deoxythymidinmonofostat) dTDP (deoxythymidindifosfat)
dTTP (deoxythymidintrifosfat) DHFU (dihydrofluorouracil)

DPD (dihydropyrimidindehydrogendza) FAdUMP (fluorodeoxyuridinmonofosfat)
FAUDP (fluorodeoxyuridindifosfat) FAUTP (fluorodeoxyuridintrifosfat)
FdUrd (fluorodeoxyuridin) FUDP (fluorouridindifostat)

FUMP (fluorouridinmonofosfat) FUrd (fluorouridine)
FUTP (fluorouridintrifostat) TK (thymidinkinaza)

TP (thymidinfosforyléza) TS (thymidilatsyntaza)

UK (uridinkinaza) UP (uridinfosforylaza)

OPRT (orolat fosforibozyltransferaza) RNA (kyselina ribonukleova)

Na Obrazku 8 lze vidét metabolickou aktivaci 5-FU pomoci anabolické drahy,
kdy dochazi k preméné produktli az na findlni metabolity, které interaguji s DNA, resp.
s RNA v nadorovych buiikach stfeva a rekta (Svoboda a Slaby 2004).

Do metabolické drahy pro misto ucinku na RNA vstupuje 5-FU, ktery je pomoci
enzymu uridinfosfatazy (UP) pfeménén na fluorouridin (FUrd). Nasledné dochézi

k pteméné FUrd pomoci uridinkindzy na fluorouridinmonofosfat (FUMP),
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fluorouridindifosfat (FUDP) az na findlni fluorouridintrifostat (FUTP). Pravé FUTP je
nasledné¢ zaclenén do RNA ¢imz dochéazi k dysfunkci syntézy RNA. Dalsi drahou
vznikaji metabolity, které se nasledné =zaclenuji do DNA. 5-FU je pomoci
thymidinfosforylazy (TP) pfeménén na fluorodeoxyuridin (FdUrd), nasledné pies enzym
thymidinkinaza (TK) pfeménén na fluorodeoxyuridinmonofosfat (FAUMP),
fluorodeoxyuridindifosfat (FAUDP) a finalni fluorodeoxyuridintrifosfat (FAUTP).

Druhou alternativni metabolickou drahu piedstavuje deoxythymidin (dThd),
ktery je pfeménén na deoxythymidinmonofosfat (dTMP). Tomuto kroku poméha
deoxyuridinmonofosfat a enzym thymidylsyntaza (TS). V nésledujicim kroku je dTMP
metabolizovan na deoxythymidindifosfat (dTDP) a poté na deoxythimidintrifosfat
(dTTP).

Pravé produkty FAUTP a dTTP jsou schopny interagovat s DNA, kde pfispivaji
ke vzniku DNA zlomt, diky nimz muaze byt nasledné spusténa apoptoticka kaskada.
Soucasti Obrazku 8 je také degradacni drédha 5-FU, kdy pomoci enzymu
dihydropyrimidindehydrogenazy (DPD) je 5-FU metabolizovéan na inaktivni DHFU.

1.2.2 Proléciva 5-FU

Vyuziti 5-FU jakozto pooperacniho chemoterapeutického 1é¢iva je prevazné u
pacienti s CRC ve 3. a 4. stadiu. Vhodné je poznamenat, Ze pacienti v 1. a 2. stadiu
chemoterapii nedostavaji. Existuje vSak vyjimka, kdy pacienti ve 2. stddiu podstupuji
chemoterapii na bazi 5-FU, konkrétné¢ pokud nador nevykazuje mikrosatelitovou
nestabilitu (MSI).

Skutecnost, Ze vétsina davky Cisté formy 5-FU je po jeho uZiti metabolizovana v
jatrech na neaktivni metabolity jako dihydrofluorouracil (DHFU) a a-fluoro-B-alanin
(Miura et al. 2010), bylo nutné vytvofit efektivngj$i zplsob vyuziti
5-FU. Dalsi problém ptedstavuje fakt, ze az 20 % davky 5-FU je rovnou vylouceno
prostfednictvim moci. Z tohoto diivodu postupné vznikaly rizné typy proléciv, jejichz
hlavni funkci bylo zefektivnéni uc¢inku samotného 1é¢iva, tak Ze po jejich podani byly
metabolizovany v jatrech na farmakologicky aktivni 1é¢iva. Jednalo se o peroralni
proléciva. Hlavni vyhodou takovych latek je lepsi absorpce v gastrointestinalnim traktu
s naslednou pfeménou na 5-FU az v jatrech, ¢imz dochazi k del§imu ptisobeni samotného
1é¢iva a dosazeni efektivnéjsi 1éCby.

Prvnim  proléivem objevenym v 80. letech 20. stoleti byl

5—deoxy—fluorouridin (5-DFUR), jehoZ aktivita byla zcela mimotadna oproti jinym
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proléciviim z této doby (Vodenkova ef al. 2020). Hlavni nevyhodou vSak byla rezistence
leukemickych bunék vici 5-DFUR a také vyraznd toxicita v gastrointestinalnim traktu,
pii niz pravdépodobné dochazelo diky vstiebavani 5-FU v tenkém stievé
(Malet-Martino a Martino 2002).

DalSim vyznamnym prolécivem je kapecitabin, jehoz farmaceuticky nazev zni
Xeloda. Jakmile je latka intraven6zné podana, dochazi k metabolické preméné
v nadorové tkani na 5-DFUR prostiednictvim enzymii karboxylesterdzy (CES) a
cytidindeaminazy (CDA) (Johnston a Kaye 2001). V nasledujicim kroku je 5-DFUR
pfeménén v nadorové tkani na 5-FU pomoci enzymu thymidinfosforylazy (TP)
(Cao a Rustum 2000). Pfedpokladalo se, ze koncentrace TP se rapidné zvysuje v tkdnich
postizenych nadorem (Schiiller ez al. 2000). Diky této skuteCnosti je ziejmé, Ze pfi
pusobeni kapecitabinu dojde k nartstu koncentrace 5—-FU v nadorové tkani praveé diky
enzymu TP. Prostfednictvim klinickych studii bylo zji§téno, Ze v primarnich nadorech
CRC byl kapecitabin pfednostnéji aktivovan a dochazelo tak ke zvysSeni koncentrace
5-FU v nadorovych tkéni, pfesnéji koncentrace 5—FU se oproti okolnim tkanim zvysila
3,2 krat (Vodenkova et al. 2020). Dalsi jeho vyhodou bylo pozorovani nizké toxicity u
pacientt ve 3. fazi klinické studii (Johnston a Kaye 2001).

Prolécivo disponujici vybornou vstiebatelnosti v gastrointestinalnim traktu a
vyuzivajici se déle jak 30 let bylo pojmenovano jako tegafur. Pfesnéji 1ze toto prolécivo
pojmenovat jako 1,2—tetrahydrofuryl-5—fluorouracil. Zemi vyvoje byl Sovétsky svaz
vdobé studené vélky (Toide et al. 1977). Utinky tegafuru jsou aktivovany
prostiednictvim izoenzymu CYP2A6 na cytochromu P450 a dale pak systémem
rozpustnych enzymu (Koéhne a Peters 2000). Oproti prolé¢ivim zminénych v predchozi
casti, tegafur disponuje mnoha neZzddoucimi uc€inky, jako je nevolnost, prijem,
neurologickd toxicita, zvraceni ¢i v extrémnich pfipadech i1 koma. To mé za nasledek
omezené vyuzivani a striktnéj$i pravidla pii jeho podavani pacientim. Kvili zminénym
nezadoucim u€inkim byla vytvofena ndhrada oznacCovana jako tegafur — uracil, kdy
pomeér slozek tegafuru a uracilu ¢ini 1:4 (Diasio 1998). Podstatou této latky je zlepSeni
terapeutickych uc¢inki a zmirnéni toxicity samotného tegafuru. Pravé uracil ptispiva
k prodlouzeni polo¢asu rozpadu 5—FU. Po mnoha vyzkumech byl tegafur—uracil schvélen
ke klinickému vyuziti na pacientech v 50 statech na celém svété (Wang et al. 2011).

Nedilnou soucésti skupiny proléciv 5—FU je také eniluracil, jehoZ hlavni funkci
je zvyseni biologické dostupnosti 5-FU a tim i dosazeni pravidelné absorpce, ¢imz Ize

lépe predpovédét potencialni toxicitu (Schilsky a Kindler 2000). Vyhodou tohoto
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proléciva je, Ze eniluracil neni toxicky, ovSem jeho uc¢inkem dochazi ke zvySeni toxicity
5-FU. V disledku této toxicity a neptiznivych vysledkl z klinickych studii byl vyzkum
eniluracilu zastaven v roce 2000 (Lamont a Schilsky 1999).

Existuje cela fada dalSich proléciv, jejichz vyzkum nadéle pokracuje a jejichz
ucinky se testuji v klinickych studiich. Jako dalsi proléciva 5-FU lze uvést emitefur ¢i
S-1 jakozto derivat tegafuru s enzymovymi inhibitory 5-chlor-2,4-dihydroxypyridinu a
oxonatu draselného. Vyhodou S-1 mlze byt umoznéni vyssi koncentrace 5—FU a nizsi
toxicita (Miyamoto et al. 2014).

Jako posledni mozné prolécivo Ize uvést trifluridin-tipiracil, jehoz hlavni G¢inek

je inhibice bunécné proliferace a omezeni rustu nadoru (Peeters et al. 2018).

1.3 Rezistence bunék

Jednou z mnoha vlastnosti nddorovych bunék je schopnost rychlé reakce na vné&jsi
prostfedi a nasledné pfizplsobeni se na ucinky urcitého stresového faktoru.

Ackoliv jsou nadorové buiiky béhem lécby vystaveny vngjSimu stresu, evolucni
mechanismy poskytuji v€asnou adaptaci na ménici se podminky prosttedi, ¢imz dochazi
ke zvyhodnéni proliferace nadorovych bunék. Hlavni schopnosti téchto bunék je vznik
chemorezistence vu¢i 1ékim, ¢imz dochazi k selhdni 1éCby nadori u pacientl
(Wang et al. 2017). Piikladem mechanisml jakoZto odpovéd na chemoterapii u
nadorovych bunék miiZze byt sniZzeny piijem léCiva, zvySeny vydej 1é¢iva, zména cilové
molekuly, zména metabolismu léCiva, potlaceni apoptdzy, posileni DNA opravnych
systémd, zastaveni bunééného cyklu, aktivace alternativnich drah.

Rezistence mlize byt vrozend nebo ziskand. V piipadé vrozené rezistence jsou
nadorové bunky schopny pfirozené odolavat vii€i cytotoxickym latkdm. Oproti tomu
ziskana rezistence nastava az béhem ptisobeni chemoterapeutik.

U chemorezistentnich nadorovych buné¢k muze existovat koncept multilékové
rezistence (Gottesman et al. 2002), pti niz dochézi ke vzniku rezistence vici skuping 1é¢iv
se stejnym, resp. podobnym ucinkem mechanismu (Chang 2011), ackoliv byly léCeny
pouze jednim léCivem. Tato schopnost nadorovych bunék je jednou z hlavnich pticin
selhavani 1écby. Odhaduje se, ze u vice nez 90 % pacientll s metastaizami dochézi

k selhani 1écby predevsim diky zisku chemorezistence, pfesnéji multilékové rezistence
(Chang 2011).
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1.4 Biomarkery

Vyznamnym problémem pii 1é€bé pacientii s CRC je jeho rozsahla heterogenita.
Hlavnim ptedpokladem pro zlepseni celkové 1éCby je vytvoreni efektivnéjsi terapie, ktera
by byla ptesné ptizptisobena konkrétnim pacientim. Takova terapie musi zohlednovat
genomické, proteomické i epigenomické charakteristiky jednotlivych nadorovych bunék.
Pravé neadekvatni vyhodnoceni nastaveni 1é¢by CRC je jednou z pficin selhavani 1écby
a kratké doby preziti (Niederst et al. 2015).

K rozpoznani takovych charakteristik nam pomadhaji biomarkery. Ty tedy lze
charakterizovat jako znak, pfipadné vlastnost, kterou lze zméfit a nasledné vyuzit jako
indikator fyziologickych a patologickych procest (Svoboda 2013).

Biomarkery lze rozdélit do 5 zékladnich skupin, a to biomarkery rizika,
diagnostické biomarkery, prognostické¢ biomarkery, biomarkery predikujici ucinnost
1é¢by a prediktivni biomarkery. Jednotlivé vztahy mezi riznymi skupinami biomarkeria
popisuje Obrazek 9. Biomarkery rizika, diagnostické a prognostické biomarkery korelu;ji
s biologickou individualitou pacienta ¢i choroby a také vlivem prostiedi.

Prvni skupinou biomarkerd jsou takzvané biomarkery rizika, jejichz hlavni
charakteristikou je predikce vzniku onemocnéni u zdravého jedince. Tento typ slouzi
predevsim k identifikaci osob ¢i populaci s genetickou predispozici ke vzniku
nadorovych onemocnéni (Svoboda 2013). Mezi biomarkery zvySeného rizika vzniku
hereditarnich forem CRC lze zatadit pfitomnost mutace v genech jako BRCAI, BRCA2,
APC, TP53 a APC (Imperiale et al. 2014). S dédi¢nou formou CRC souvisi 1 Lynchliv
MSH2, MSH6, PMS1 a PMS2) (Venderbosch ef al. 2014).

Diagnostické biomarkery Ize popsat jako ukazatele asociované s nemoci, at’ uz
s vyskytem, tak srozsahem. Funkci téchto biomarkerG je schopnost diagnostiky
konkrétniho onemocnéni. Mezi diagnostické biomarkery souvisejici s CRC patii
methylovany gen Sepetin 9 ve volné cirkulujici DNA, ptipadné fekalni imunochemicky
test (FIT), diky kterému Ize stanovit koncentraci hemoglobinu ve stolici (Song a Li 2015).

Prognostické biomarkery souviseji s faktorem pieziti a 1ze tak stanovit celkovou
prognozu pacienta s nddorovym onemocnénim, konkrétné vztah pacienta k nadorovému
onemocnéni €1 moznym komplikacim 1é€by. Mezi takové biomarkery souvisejici s CRC
lze uvést hladiny onkomarkeri  sacharidového antigenu (CA19-9) a

karcinoembryonalniho antigenu (CEA) v krvi (Gonzalez de Castro et al. 2013).
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Prediktivni biomarkery jsou ovlivnény integraci diagnostiky, 1écbou a jejich
stanoveni probiha za t¢elem predikce urcitych molekularnich vlastnosti, jako je naptiklad
pritomnost mutace v genu KRAS. Prediktivni biomarkery slouzi k predikci odpovédi
nadorového onemocnéni na 1écbu, ptipadné na moznou toxicitu 1é¢iv. Na zakladé téchto
informaci lze predikovat G¢innost lé¢iva ¢i toxicitu (Svoboda 2013).

Veskeré tyto skupiny a podskupiny biomarkerii maji vliv na personalizovanou
medicinu, kterd spolecné s ostatnimi faktory, jako jsou osobni anamnéza pacienta nebo
socioenvironmentalni faktory. VesSkeré tyto vztahy ukazuji jak vysoce komplexni a

diferenciovanou skupinou jsou biomarkery.

biologickd biomarkery
individualita vyzkum a v§voj
pacienta a integrace 1é¢iv
choroby, vliv diagnostiky
prostredi a lécby
biomarkery prediktivni biomarkery
o H . H predikujici
rizika biomarkery acinnost 1égiv
+
diagnostické
biomarkery
+
prognostické
biomarkery
personalizovand
medicina

v

1ékar ﬁ pacient

T

ostatni faktory

Obrazek 9. Schéma popisujici vztahy mezi jednotlivymi skupinami biomarkeru a také

vztah k personalizované mediciné (Svoboda a Slaby 2004) (viastni uprava)
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Co se tyce fazeni biomarkert dle ptivodu, markery jsou rozliSovany na urovni
genomu (kodujici, nekddujici, jadernd a mimojadernd DNA), transkriptomu (kddujici a
nekddujici RNA), proteomu (proteinové varianty a komplexy), metabolomu (primarni a
sekundarni metabolity, hormony ¢i signalni molekuly) a fenomu (soubor fenotypt na

bunécné, organové ¢i organizmové urovni) (Chiang et al. 2023).
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2. Cile a hypotéza prace

Cilem této diplomové prace byla identifikace biomarkeri souvisejici
s chemorezistenci CRC nadorovych bun¢k na 5—FU pti 1écbé CRC. Hypotézou této prace
bylo ovéteni, zda nami identifikované biomarkery na in vitro urovni by mohly predikovat
odpoveéd’ na 1écbu 5—FU u CRC pacienta, ¢imz by napomohly personalizované medicin€.

Préace byla rozdélena do tfi ¢asti, ve kterych byly stanoveny tyto jednotlivé cile:

e Piiprava knihoven pro sekvenovani celého transkriptomu DLD-1

bunécnych linii pomoci metody sekvenovani nové generace (NGS).

¢ Bioinformatickd analyza a nasledny vybér kandidatnich genti.

e Validace vybranych kandidatnich genti u pacientti s CRC 1é¢enych 5—FU.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 2. Seznam pouzitych chemikalii

latka vyrobce
70 % ethanol Capp (Némecko)
EDTA Capp (Némecko)
fetalni bovinni sérum Capp (Némecko)

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Thermofisher scientific (USA)

HS RNA Kit (15 NT), 500 pro
Fragment Analyzer System

Agilent (USA)

Multiplex Oligos pro kit

New England Biolabs (USA)

MycoAlert Mycoplasma Detection

Thermofisher scientific (USA)

Kit
neesencialni aminokyseliny Capp (Némecko)
PBS Capp (Némecko)
Qiazol Qiagen (Némecko)
Qubit dsDNA HS Assay kit Thermofisher scientific (USA)
Qubit RNA HS Assay kit Thermofisher scientific (USA)
Agilent DNA 6 000 Nano kit Agilent (USA)
Agilent RNA 6 000 Nano kit Agilent (USA)
RNase mini kit Qiagen (Némecko)
RNase ZAP (250 ml) Thermofisher scientific (USA)
RNase-Free DNase Set (50) Qiagen (USA)

NEBNext® Multiplex Oligos for
[lumina® (96 Unique Dual Index
Primer Pairs) (NEB#E6440S)

New England Biolabs (USA)

NEBNext® rRNA Denletion Kit v2
(Human/Mouse/Rat)
(NEB#E6310L)

New England Biolabs (USA)

NEBNext® Ultra™ II DIrectional
RNA Library Prep Kit for [llumina®

New England Biolabs (USA)

(NEB#E7760S)
streptomycin Capp (Némecko)
TagMan™ Universal Master Mix I, Thermofisher scientific (USA)
no UNG
tekuté médium DMEM Capp (Némecko)
trypsin Capp (Némecko)

voda bez nukleaz

Thermofisher scientific (USA)
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3.2 Pouzité vybaveni

Tabulka 3. Seznam pouzitého vybaveni

vybaveni vyrobce
automaticka pipeta 10 ul Capp (Némecko)
automaticka pipeta 200 ul Capp (Némecko)
automaticka pipeta 1000 ul Capp (Némecko)

box na led P-Lab (Ceska republika)
Casovac P-Lab (Ceska republika)
DNA 6 000 Nano Chips Agilent (USA)

chladici kulicky P-Lab (Ceska republika)
jednorazova pipeta 5 ml Capp (Némecko)
jednorazova pipeta 10 ml Capp (Némecko)
jednorazové $picky na pipety Capp (Némecko)
jednorazové rukavice Capp (Némecko)

zkumavky QLAshredder Eppendorf SE (Némecko)
zkumavky RNazy Eppendorf SE (Némecko)
krabicka na vzorky P-Lab (Ceska republika)
kuli¢ky na procisténi Capp (Némecko)
MagNa Lyzér Green Beads Roche (Némecko)
magnetickd deska Promega (USA)
Petriho miska Inset (Ceska republika)
RNA 6 000 Nano Chips Agilent (USA)
stojan na zkumavky Inset (Ceska republika)
stripy Applied Biosystems (USA)
stficka na 70 % ethanol Inset (Ceska republika)
vicehlaviiova pipeta - 8 hlavic (0,5 — 10 ul) Capp (Némecko)
vicehlaviiova pipeta - 8 hlavic (20 — 300 ul) Capp (Némecko)

zamrazovaci stojan

HPST (Ceska republika)
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3.3 Pouzité pristroje

Tabulka 4. Seznam pouzitych pristroju

pristroj vyrobce
bioanalyzer Agilent (USA)
centrifuga Hermle (Némecko)
cycler Thermofisher scientific (USA)

fragment analyzer

Thermofisher scientific (USA)

hluboko mrazici

Trigon plus (Ceska republika)

box -80 °C
homogenizator | Thermofisher scientific (USA)
inkubator Thermofisher scientific (USA)

laminarni box

TUV (Némecko)

luminometr Thermofisher scientific (USA)
MagNa Ifyrzer Roche (Némecko)
homogenizator
mikrocentrifuga Capp (Némecko)
mikroskop Capp (Némecko)
MiniAmp Thermal Thermofisher scientific (USA)
cycler
Nanodrop 2 000 | Thermofisher scientific (USA)
NovaSeq 6 000 .
(S1 flowcell) New England Biolabs (USA)
pipetor Capp (Némecko)
primovaci stanice Agilent (USA)
QuantStudio 6
Flex Real-Time | Thermofisher scientific (USA)
PCR
Qubit 3 Thermofisher scientific (USA)
vortex BioTech (Ceska republika)
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3.4 Pouzité softwary

Tabulka 5. Seznam pouzitych softwarii

software vyrobce
BASH Brian Fox, USA
Excel Microsoft, USA

FASTQC Simon Andrews, UK
GraphPadprism Dotmatics, USA

Bo Li a Colin Dewey,
RSEM USA
RStudio Inc, USA
Alexander Dobin,
STAR USA

Trimmomatic Tony Bolger, USA

3.5 Prace s DLD-1 bunéénymi liniemi
3.5.1 RozmrazZeni bunék

Veskeré bunééné linie vyuZzivané v tomto diplomovém projektu byly prevzaty
z Oddéleni molekularni biologie nadorti Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd
CR. DLD-1 bun&né linie véetné rezistentti na 5-FU o koncentracich 40 uM a 160 pM
ptipravil MUDr. Josef Horak, Ph.D. Vytvéfeni rezistenti na 5-FU probihalo
prostfednictvim kultivace DLD-1 bunééné linie, ke které bylo postupné ptidavano
adekvatni mnozstvi 5-FU. Po plisobeni selek¢niho tlaku a nasledném oSetfeni na
Mycoplazmu doslo k ziskani rezistenti na 5—FU o jiZ zminénych koncentracich.

Tfi zamrazené alikvotované bunécné linie byly vyndany z tekutého dusiku a
vloZeny do vodni 14zné na teplotu 37 °C po dobu 3 minut. Buiiky byly naneseny do nové
zkumavky k 5 ml kultiva¢niho média (Tabulka 6). Celkovy pocet buné€k ¢inil 7 miliont.
Nésledovala centrifugace vzorku po dobu 10 minut pfi zrychleni 1 000 g. Po vzniku
bunééného peletu bylo odsato pivodni médium a ptidano 5 ml nového média. Pomoci
pipety o objemu 1 ml doslo k resuspendaci vzorku a naslednému pieneseni na Petriho
misku o velikosti 5 cm nebo 10 cm dle velikosti pelety bun¢k a pfidano dostate¢né
mnozstvi kultivaéniho média. Nakonec byly rozmrazené buiiky piendadny do inkubatoru
Thermo scientific pii teploté 37 °C a koncentraci CO2 51 %.

Veskera prace sbuilkkami probihala v lamindrnim boxu Euroclone stupné

Cistoty 1.
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Tabulka 6. Seznam latek vcetne objemui tvorict kultivacni médium

sloZeni kultivacniho média objem
tekuté médium DMEM 448 ml
FBS (fetdlni bovinni sérum) 50 ml
Penicilin a Streptomycin 1 ml
neesencidlni aminokyseliny 1 ml
celkovy objem 500 ml

3.5.2 Kultivace bunék

K experimentim byla pouzita bunécna linie DLD-1 wild type (WT) a bunécné
linie rezistentni na 5-FU o koncentraci 40 uM (DLD-1 R40) a rezistentni na 5-FU
o koncentraci 160 uM (DLD-1 R160). Mechanismus pfipravy rezistenti na 5—FU byl
popsan v kapitole 3.5.1. Veskeré bunécné linie byly kultivovany v médiu, jehoz slozeni
popisuje Tabulka 6.

Kazd4a bunécna linie byla péstovana v biologickém triplikatu, aby bylo dosdhnuto

co nejptesnéjsich vysledku.

3.5.3 PasaZovani bunék

Bunky byly pasazovany, jakmile svou proliferaci zaplnily zhruba 70 % povrchu
Petriho misky. Nejprve bylo odstranéno ptivodni médium a bunky byly dvakrat omyty
roztokem fosfatového pufru (PBS). Nasledné byl do Petriho misky na cely povrch pfidan
1 ml trypsinu s EDTA a ponechan inkubaci po dobu 5 minut pifi 37 °C. Jakmile trypsin
spolecné s EDTA oddélil bunky zpovrchu misky, doSlo k pfidani média, které
neutralizovalo G¢inek trypsinu s EDTA. Opakovanym nasdvanim a vysavanim objemu
v pipeté doslo k odd¢€leni bunck. Nasledné byly buiiky rozdéleny do novych misek a doslo
k pfidani adekvatniho mnoZstvi média pro jejich nafedéni. Na zavér byly Petriho misky

s buiikkami uloZeny do kultivatoru. Pocet bunék v jedné Petriho misce ¢inil 10 miliond.

3.5.4 Zmrazeni bunék

Pro budouci préci s buikami byly ptipraveny alikvoty k dlouhodobému uloZeni
do tekutého dusiku. B€hem zmrazovani bylo nejprve potieba bunky pievést do suspenze.
Alikvoty se suspenzi bunék byly vloZeny do centrifugy po dobu 10 minut pfi zrychleni
1000 g. Nasledné doSlo k oddéleni média od bunétné pelety. Poté bylo ptidano

zmrazovaci médium (Tabulka 7). Bunéény pelet byl resuspendovan a nasledné
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alikvotovan do zmrazovacich zkumavek o velikosti 2 ml. Celkovy objem bunécné
suspenze ¢inil 1 ml. Mnozstvi bunék ¢inilo 10 miliont.

Na zavér byly zkumavky umistény nejprve do zmrazovaciho stojanu s chladici
kapalinou isopropanolem pro pomalejSiho zmrazovani a uloZzeny do mraziciho boxu pfi
teploté -80 °C po dobu 24 hodin a poté vloZeny do tekutého dusiku ke dlouhodobému

skladovani.

Tabulka 7. Seznam latek vcetné objemii tvorici zmrazovaci médium

sloZeni zmrazovaciho média objem
kultiva¢ni médium 4,5 ml
FBS 4,5 ml

DMSO (dimethylsulfoxid) 1 ml
celkovy objem 10 ml

3.5.5 Testovani na mycoplazmu

Jednim z nejcastéjSich problémti béhem kultivace bunék je kontaminace
bunéénych linii organismy rodu mycoplazma. Pied sekvena¢ni analyzou bylo nutné
otestovat bunécné linie na pfitomnost mycoplazmy.

K otestovani bunéénych linii byla pouzita sada MycoAlert Mycoplazma
Detection Kit. Nejprve byly veskeré reagenty vystaveny pokojové teploté. Zkumavky
s 2 ml bunééného vzorku byly centrifugovany po dobu 5 minut pii zrychleni 200 g.
Nésledné doslo k odebrani 100 pl vyc¢isténého supernatantu, ktery byl pfidan do kyvety
v luminometru. K vzorku bylo pfidano 100 ul Mycoalert reagentu a po p&ti minutach byla
zméfena luminiscence. Vysledné Cislo bylo evidovano jako A-hodnota. Nastaveni
luminometru odpovidalo 1 sekund¢ integrovaného c¢teni.

Po prvnim méfeni doSlo k pfidani 100 pl Mycoalert substratu k méfenému
vzorku. Po deseti minutdch byla opét zméfena luminiscence a vysledné ¢islo bylo
zaevidovano jako B—hodnota.

Podstatou MycoAlert testu je vyuzivani aktivity mycoplazmatickych enzymi.
V ptipadé, Ze jsou ve vzorku zastupci rodu Mycoplazma, dochazi béhem testu k jejich
lyze a mycoplazmatické enzymy reaguji s MycoAlert substratem. Nésledné dochazi
k preméné adenosindifosfatu (ADP) na adenosintrifostat (ATP). Po zméteni hladiny ATP
pted i po pfidani MycoAlert substratu l1ze ziskat pomér, ktery charakterizuje pfitomnost
¢1 nepfitomnost mycoplazmatickych zastupcti. Vysledny pomér lze spocitat jako

B hodnota/A hodnota. Pokud je vysledek pod 0,9, méfeny vzorek je bez zastupct rodu
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Mycoplazma. Pokud pomér ptresahne hodnotu 1,2, vzorek je kontaminovany
mycoplazmatickymi organismy. V piipad¢ naméfeni hodnoty mezi 0,9 az 1,2 je potieba
cely test provést znovu.

V Tabulce 8 lze vidét hodnoty A i B vcetné vysledného poméru vypocitaného
jako B-hodnota/A-hodnota. Vysledné pomeéry u vSech deviti bunéénych linii byly pod

hodnotou 0,9, a tudiz byla vyhodnocena nepfitomnost mycoplazmy u kazdého vzorku.

Tabulka 8. Vysledné hodnoty jednotlivych bunécnych linii pri testovani na mycoplazmu

bunéén4 linie | A-hodnota | B-hodnota | vysledny pomér: vyhodnoceni
DLD-1 WT 1 219 183 0,8356 bez mycoplazmy
DLD-1 WT 2 217 178 0,8203 bez mycoplazmy
DLD-1 WT 3 213 176 0,8263 bez mycoplazmy
DLD-1 R40 1 275 199 0,7236 bez mycoplazmy
DLD-1 R40 2 265 193 0,7283 bez mycoplazmy
DLD-1 R40 3 260 191 0,7346 bez mycoplazmy
DLD-1 R160 1 354 304 0,8588 bez mycoplazmy
DLD-1 R160 2 350 302 0,8629 bez mycoplazmy
DLD-1 R160 3 361 307 0,8504 bez mycoplazmy

3.5.6 Izolace RNA

K izolaci RNA z bun¢k DLD-1 (pfiblizn€ 10 miliond bun€k) byla vyuzita sada
RNeasy Mini Kit. Postup izolace RNA je naprosto totozny u vSech bunécnych linii.
Petriho misky byly uloZeny do boxu s ledem, aby nedoslo k degradaci RNA. Nésledné
bylo odsato kultivaéni médium a buniky byly promyty PBS. Poté bylo pfidano 700 pl
lyza¢niho pufru (QIAzol). Pomoci stérky byly buiiky setieny z Petriho misky, odebrany
do zkumavky o objemu 1 ml a ponechany 5 minut pii teploté 25 °C. Nové vznikly lyzat
byl homogenizovan za pouZiti chemikalie QlAshredder. Lyzat byl nanesen do zkumavky
spolecné se 140 ul chloroformu a po 3 minutach centrifugovan 15 minut pfi zrychleni
12 000 g. Z homogenizovaného lyzatu byla odstranéna kapalnd faze a poté piidano
600 pl 70 % ethanolu.

Do kolonky RNeasy umisténé ve sbérné zkumavce bylo naneseno 700 pl vzorku.
Dale byl lyzat centrifugovan po dobu 15 vtefin pii zrychleni 8 000 g. Priitok ve sbérné
zkumavce byl odstranén.

Dalsim krokem byla DNase treatment, kdy bylo nejdfive ptidano 350 ul pufru
RW 1 do kolonky RNeasy, nasledovala centrifugace po dobu 15 vtefin pfi zrychleni

8 000 g. Poté bylo ptidano pfimo na filtr 80 pl objemu roztoku s enzymem pro $t€peni
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DNA (10 pl DNase I a 70 ul pufru RDD), ktery byl ponechan 15 minut na pokojové
teploté, poté bylo pfidano dalsich 350 ul RW 1. Pratok byl opét odstranén.

Do kolonky RNeasy byl nasledné napipetovan objem 500 ul pufru RPE a vzorek
centrifugovan po dobu 15 vtefin pfi zrychleni 8 000 g. Pratok byl odstranén a opét doslo
k ptidani 500 pl pufru RPE do kolonky RNeasy 2 minuty pti 8 000 g. Poté 1 minuta pfi
8 000 g v nové sbérné zkumavce. Tento krok byl dulezity pro zajisténi nulového pienosu
ethanolu béhem eluce RNA.

Na zavér byla kolonka RNeasy umisténa do nové sbérné zkumavky o objemu
1,5 ml a pfidano 40 pl ¢isté vody bez nukledzy (NFW). Vzorek byl centrifugovéan po dobu
1 minuty pii zrychleni 8 000 g, aby doslo k eluci RNA.

Po ziskéni findlniho objemu byla zmétena Cistota a koncentrace RNA (v ng/ul)
u jednotlivych vzork, jak na Nanodrop ONE (pro ovéteni ¢istoty OD260/280 a 260/230),
tak na Qubitu pro presnou koncentraci RNA. Master mix pro méteni koncentrace RNA
na Qubitu byl pfipraven dle doporuceni vyrobce, pricemz se findlni objem spocital jako
pocet vzorki + 2 standardy + 1 zasobni. Vysledna hodnota se vyndsobila 199 pul pufru a
k findlni hodnoté¢ bylo pficten adekvatni objem barvy (v pl) podle mnozstvi vzorka. Dale
byl pfipraven objem standardu 1 a 2 jako 190 pl master mixu + 10 pl standardu 1 resp.
190 pl master mixu + 10 pl standardu 2. Objem métenych vzorkl byl piipraven jako
199 pl master mixu + 1 pl vzorku. Nasledné byly do Qubitu postupné vloZeny standart 1,
standart 2 a poté i jednotlivé vzorky a odecteny jejich hodnoty v ng/ul.

3.5.7 Kontrola kvality RNA

Pred vytvafenim NGS knihoven bylo zapotfebi zkontrolovat kvalitu, v tomto
pfipadé RNA integrity number (RIN), izolované RNA na bioanalyzeru pomoci kitu
Agilent RNA 6 000 Nano Kit. U tvorby knihoven pro néslednou sekvenaci celého
transkriptomu bylo dilezité vychazet z kvalitni RNA (optimalné RIN 7-10). Vysledné
hodnoty kvality RNA jsou zapsany v Tabulce 9.
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Tabulka 9. Vysledky kontroly kvality RNA u jednotlivych bunecnych linii pres

Bioanalyzor
bunééna linie RIN
DLD-1 WT 1 10
DLD-1 WT 2 10
DLD-1 WT 3 10
DLD-1 R40 1 10
DLD-1 R40 2 10
DLD-1 R40 3 10
DLD-1 R160 1 9,9
DLD-1 R160 2 10
DLD-1 R160 3 10

Nésledné doslo ke zfedéni vzorki, konkrétné desetkrat. Priprava gelu a RNA
referen¢niho Zebiiku probihala dle instrukci vyrobce.

Cip (Obrazek 10) byl umistén do primovaci stanice. Po naneseni 9 pl Gel-Dye
mixu do tfi pfedem oznacenych pozic na Cipu, 5 pl loadovaciho markeru do pozic pro
vzorky a zebiik a 1 ul RNA zebtiku do pozice oznacené Zebiikem byl piidan 1 pl vzorku
do pozic ur¢enych pro vzorky (1-12). Na zavér byl ¢ip vortexovan (Vortex Genie 2) po

dobu 1 minuty a poté umistén do bioanalyzeru.
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RNA Nano Chip

Obrdzek 10. Cip na kontrolu kvality RNA (Viastni tvorba)
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3.6 Priprava knihoven na sekvenovani celého transkriptomu

Cely protokol se sklddal ze dvou casti. Nejprve bylo zapotiebi odstranit
ribozomalni RNA (rRNA) prostiednictvim procesu ribo-deplece kitem NEBNext rRNA
Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) (NEB #E6310L) a poté prob&hla samotna piiprava
knihovny kitem NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina
(NEB #E7760S). Schéma ptipravy knihoven je na Obrazku 11.

5¢ 3+ RNA po ribodepleci
|
5¢ 3¢ 5 3¢ fragmentace
> =3 5 = 3 syntéza prvniho fetézce
3 L= 5 3 b 56 syntéza druhého fetézce,
I oprava konci, adice adenini
N—s - o cDNA .
P 5 —~ ligace adaptértu
S 5 y amplifikace

Obrazek 11. Znazorneni tvorby sekvenacnich knihoven

(viastni uprava dle protokolu)

3.6.1 rRNA deplece
Prvnim krokem bylo zfedéni deviti vzorkli na poZadované vstupni mnoZzstvi RNA
s NFW (biologické triplikaity DLD-1 WT, DLD-1 R40 a DLD-1 R160). Vysledny objem
kazdého vzorku €inil 11 pl o 1 000 ng celkové RNA a s RIN pohybujici se mezi 9-10.
Vypocet koncentrace RNA pro tvorbu NGS knihoven popisuje Tabulka 10.
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Tabulka 10. Vypocet koncentrace RNA (ng/wl) pro tvorbu NGS knihoven

koncentrace mnoZstvi RNA mnoZstvi Cisté vody
bunééna linie RNA (ng/nl) (ul) (ul)
DLD-1 WT 1 424,00 2,40 8,60
DLD-1 WT 2 306,00 3,30 7,70
DLD-1 WT 3 312,00 3,20 7,80
DLD-1 R40 1 268,00 3,70 7,30
DLD-1 R40 2 280,00 3,60 7,40
DLD-1 R40 3 338,00 3,00 8,00
DLD-1 R160 1 428,00 2,30 8,70
DLD-1 R160 2 510,00 2,00 9,00
DLD-1 R160 3 488,00 2,00 9,00

vysledny objem 11 pl

Postup rRNA deplece probihal takto:

Nejprve doslo k hybridizaci s RNA sondami. Ke kazdému vzorku byly piidany
reagencie dle Tabulky 11 a minimaln¢ 10x byl vzorek propipetovan a stocen na
minicentrifuze. Veskery postup probihal na ledu. Vzorky byly poté umistény do
pfedehiatého cycleru a byl spustén program dle Tabulky 12. Po uplynuti ¢asu byly

vzorky vyndany, sto¢eny na mikrocentrifuze a umistény na chladici desticku.

Tabulka 11. Seznam reagencii pro hybridizaci se sondami

poradi latka objem
vzorek izolované RNA z bunéénych linii
1 DLD-1 11 pl
2 NEBNext v2 rRNA vycerpavajici roztok | 2 ul
3 NEBNext hybridizacni pufr sondy 2 ul
celkovy objem 15 pul

Tabulka 12. Program cycleru pri hybridizaci se sondami

faze cas teplota
1 2 minuty 95 °C
snizovani teploty
00,1°Czal
2 vtefinu 22 °C
3 5 minut 22 °C
4 neurcito 4 °C
teplota vika 105 °C
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Dalsi casti bylo Stépeni RNA na kratsi sekvence pomoci H RNazy.
K hybridizovanému vzorku byly pfidany reagencie dle Tabulky 13. Poté doslo
k propipetovani vzorkl alespont 10x, kratkému stoc¢eni na mikrocentrifuze a vlozeni do

cycleru s programem dle Tabulky 14.

Tabulka 13. Seznam reagencii pro Stépeni RNA

poradi latka objem
1 vzorek po hybridizaci 15 pul

2 RNdza reakéni pufr 2 ul

3 NEBNext termostabilni H RNéza 2 ul

4 NFW 1 pl
celkovy objem 20 pl

Tabulka 14. Program cycleru pri Stépeni RNA

faze cas teplota
1 30 minut 50 °C
2 neurcito 4 °C
teplota vika 55°C

Dale doslo ke stépeni pomoci DNazy 1. Ke vzorkiim byly pfidany reagencie dle
Tabulky 15. Poté bylo téchto 50 ul diikladn€ propipetovano alespon 10x, kratce stoceno

na mikrocentrifuze a vlozeno do cycleru s programem dle Tabulky 16.

Tabulka 15. Seznam reagencii pro Stépeni pomoci DNdzy

poradi latka objem
1 vzorek po Stépeni RNA 20 pl

2 DNaza 1 reakéni pufr 5l

3 NEBNext DNéaza 1 2,5 ul
4 NFW 22,5 ul
celkovy objem 50 pl

Tabulka 16. Program cycleru pri Stépeni pomoci DNazy

faze cas teplota
1 30 minut 37°C
2 neurcito 4°C
teplota vika 40 °C
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Na zéavér ribo—deplece byla provedena purifikace RNA pomoci magnetickych
Agencourt RNAClean XP kulicek. Falcona s kulickami byla dikladné vortexovana,
vytemperovana na pokojovou teplotu a nasledné bylo pfidano do kazdé nové zkumavky
90 ul roztoku s kulickami, pfiddno 50 ul vzorku do zkumavky s kulickami,
propipetovano a nasledné vzorky inkubovany po dobu 15 minut na ledu. Dal$im krokem
bylo pfendani zkumavek na magnetickou desticku a po presunuti kulicek a vycefeni
vzorku byl odebran supernatant a kulicky ziistaly v jamce s navdzanou RNA. Samotna
purifikace probihala tak, Ze se ke kulickdm v magnetickém stojanku ptidalo 200 pl
80 % ethanolu po dobu 30 vtefin. Poté byl 80 % ethanol odstranén a cely proces promyti
byl jest¢ jednou =zopakovan. Po odstranéni veskerého viditelného kapalného
80 % ethanolu se kulicky suSily pfesné¢ 1 minutu, aby doslo k odpatfeni zbytkového
etanolu v peleté s kulickami, ale ne vice, aby nedoslo k pfesusSeni a popraskani pelety,
které by potom zhorsilo eluci produktu z kulicek. Nasledné byly zkumavky s kulickami
presunuty z magnetického stojanku na obycejny stojanek a kazdy vzorek byl alespon 10x
propipetovan s NFW a inkubovéan po dobu alespoii 2 minut pii pokojové teploté. Poté
byly zkumavky pfemistény zpét na magneticky stojanek a po vyceteni roztoku (alespon
dalsi 2 minuty) bylo mozné odebrat 5 pl eluatu obsahujiciho RNA bez rRNA do nové
zkumavky. Vzorky byly opét umistény na led pro zamezeni degradace RNA. Po

odstranéni rRNA bylo moZné pfistoupit k samotné tvorb& knihoven.

3.6.2 Priprava knihoven na NGS sekvenaci

Prvnim krokem pfi vytvareni knihoven byla teplotni fragmentace RNA. Ke
vzorkim byly pfiddny reagencie dle Tabulky 17. Vzorky o objemu 10 pl byly
propipetovany alespoii 10x, stoceny na mikrocentrifuze a vlozeny do cycleru
s nastavenym programem dle Tabulky 18. Po uplynuti zminéné doby byly vzorky opé&t

propipetovany alespon 10x, sto¢eny na mikrocentrifuze a umistény na chladici desticku.

Tabulka 17. Seznam reagencii pro teplotni fragmentaci RNA

poradi latka objem
1 vzorek s RNA Sul
2 NEBNext reakéni pufr 4 pl
3 nahodné primery 1 ul
celkovy objem 10 pl
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Tabulka 18. Program cycleru pri teplotni fragmentaci RNA

faze cas teplota
1 13,5 minut 94 °C
2 neurcito 4 °C
teplota vika 50 °C

Dalsi fazi byla syntéza prvniho vlakna cDNA pomoci primert. K 10 pl ziskanych
vzorkl z predeslého kroku byly pfidany reagencie dle Tabulky 19. Vzorky o objemu

20 pl byly propipetovany alesponi 10x, sto¢eny na mikrocentrifuze a vlozeny do cycleru

s nastavenym programem dle Tabulky 20.

Tabulka 19. Seznam reagencii pro syntézu prvniho vilakna cDNA

poradi latka objem
1 vzorek po teplotni fragmentaci 10 pl
2 NEBNext specificky reagent pro prvni vlakno 8 ul
NEBNext enzymatického mixu pro syntézu prvniho
3 vldkna 2 ul
celkovy objem 20 pl

Tabulka 20. Program cycleru pri syntéze prvniho vilakna cDNA

faze cas teplota
1 10 minut 25°C
2 15 minut 42 °C
3 15 minut 70 °C
4 neurcito 4 °C
teplota vika 80 °C

Ttreti casti byla syntéza druhého vlakna cDNA. K 20 pl vzorki z pfedeslého
kroku byly pfidany reagencie dle Tabulky 21. Vyslednych 80 pl kazdého vzorku bylo
dikladné propipetovano alespon 10x, sto¢eno na mikrocentrifuze a inkubovano v cycleru
po dobu 1 hodiny pii teplot¢ 16 °C (Tabulka 22). Teplota vika cycleru nesméla
ptresahnout 40 °C.
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Tabulka 21. Seznam reagencii pro syntézu druhého vidkna cDNA

poradi latka objem
1 vzorek po syntéze prvniho vldkna cDNA 20 pl

2 NEBNext reak¢éni pufr pro syntézu druhého vldkna 8 ul

3 NEBNext enzymaticky mix pro syntézu druhého vldkna 4 ul

4 NFW 48 ul
celkovy objem 80 pl

Tabulka 22. Program cycleru pri syntéze druhého viakna cDNA

faze cas teplota
1 60 minut 16 °C
2 neurcito 4 °C

teplota vika vypnuto

Nésledné probéhla purifikace vzorku na magnetickych kulickdch po syntéze
druhého vlakna cDNA. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 144 ul roztoku s kulickami a
probéhlo ptecisténi 80 % ethanolem. Pro zavérecnou eluci se ke kulickdm ptidalo 53 pl
tris/EDTA (TE) pufru a po eluci bylo odebrano 50 pul pro dalsi krok.

Po procisténi doSlo k upravé konci cDNA knihovny, aby doSlo k odstranéni
chybnych ¢asti. K 50 pl vzorku byly ptidany reagencie dle Tabulky 23. Kazdy vzorek
(60 pul) byl propipetovan alespon 10x, sto¢en na mikrocentrifuze a inkubovano v cycleru
s nastavenym programem dle Tabulky 24. Poté byly vzorky vyndany zcycleru a

umistény na led.

Tabulka 23. Seznam reagencii pro upravu koncii cDNA knihovny

poradi latka objem
1 vzorek po syntéze druhého vlakna cDNA 50 ul

2 NEBNext Ultra II reak¢éni pufr na tipravu koncti 7 ul

3 NEBNext Ultra I enzymaticky mix pro tipravu koncti 3ul
celkovy objem 60 pl

Tabulka 24. Program cycleru pri uprave konci cDNA knihovny

faze cas teplota
1 30 minut 20 °C
2 30 minut 65 °C
3 neurcito 4°C
teplota vika 75 °C
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Nasledovala ligace neboli napojovani adaptért na oba konce fragmentu. Adaptéry
maji unikatni sekvence a lze poté identifikovat vzorky po sekvenaci. K 60 pul vzorku bylo
piidano nejprve 2,5 ul 1:5 zfedéné¢ho adaptoru, poté doslo k pfidani reagencii dle
Tabulky 25. Vyslednych 93,5 ul kazdého vzorku bylo propipetovano alespon 10x,
stoceno na mikrocentrifuze a inkubovéno v cycleru po dobu 15 minut pfi teploté 20 °C.
Poté byly ptidany do kazdého vzorku 3 pl USER enzymu. Nasledovala dalsi inkubace
v cycleru po dobu 15 minut pfi teploté¢ 37 °C s predehfatym vikem na 45 °C
(Tabulka 26).

Tabulka 25. Seznam reagencii pro napojovani adaptérii na oba konce fragmentu

poradi latka objem
1 vzorek po upravé konci cDNA 60 ul
2 1:5 zfedény adaptor 2,5 ul
3 NEBNext legacni zesilovac 1 pl
4 NEBNext Ultra II legani master mixu 30 pl
celkovy objem 93,5 nl

Tabulka 26. Program cycleru pri napojovani adaptérii na oba konce fragmentu

faze cas teplota poznamka
1 15 minut 20 °C vypnuté zahfivani vika
2 15 minut 37°C teplota vika45 °C
3 neurcito 4°C

Po ligaci adaptéri nasledovala purifikace na magnetickych kulickach. Ke
kazdému vzorku bylo pfiddno 87 pl roztoku s kulickami a prob&hlo ptecisténi
80 % ethanolem. Pro zavérecnou eluci se ke kulickam piidalo 17 pul TE pufru a po eluci
bylo odebrano 15 pl pro dalsi krok.

Nasledovala polymerdzova fetézcova reakce (PCR) pro navyseni poctu kopii
cDNA. K 15 pl kazdého vzorku byly pfidany reagencie dle Tabulky 27. Vyslednych
50 pl kazdého vzorku bylo propipetovano alespoii 10x, stoCeno na mikrocentrifuze a
vlozeno do cycleru s nastavenym programem dle Tabulky 28. Pocet cyklii byl zvolen dle
vstupniho mnozstvi RNA pro rRNA depleci, jak je doporuc¢eno vyrobcem. Nasledné

probéhla purifikace vzorku na magnetickych kulickach. Ke kazdému vzorku bylo pfidano
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45 ul roztoku s kulickami a probéhlo precisténi 80 % ethanolem. Pro zavérecnou eluci se

ke kuli¢kam pftidalo 23 pl TE pufru a po eluci bylo odebrano 20 pl vzorku.

Tabulka 27. Seznam reagencii pro PCR

poradi latka objem
1 vzorek po napojovani adaptért 15 pl

2 NEBNext Ultra II Q5 Master mix 25 ul

3 primery s indexem 10 pl
celkovy objem 50 ul

Tabulka 28. Program cycleru pri PCR

faze cas teplota pocet cyklu
1 30 vtefin 98 °C 1
5 10 Vteﬁn 98 °C 9
75 vtefin 65 °C
3 5 minut 65 °C 1
neurcito 4°C 1
teplota vika 80 °C

Po skonceni posledniho kroku byla zkontrolovana aktudlni koncentrace cDNA
v kazdém vzorku na piistroji Qubit kitem DNA HS invitrogen 6 000. Kontrola velikosti
knihovny jednotlivych vzorkd probihala na bioanalyzéru kitem (Agilent DNA
6 000 Nano kit). Kontrola odhalila ptitomnost adaptor dimerii, tudiz bylo provedeno
opétovneé piecisténi na kulickéach, jak je popsano v této kapitole néasledované dalSim
méfenim koncentrace na Qubitu a druhou kontrolou vzorki na ptesnéjSim fragment

analyzéru, ktera jiZ poskytla finalni vysledky.

3.7 Bioinformaticka analyza NGS dat

Bioinformatickou analyzu mizeme rozdélit do 3 zakladnich krok®: primarni,
sekundarni a tercialni zpracovani dat. Primarni analyza zpracovéava data ¢tenim signald
vlastniho NGS sekvenovani, ktera vyobrazuji prosté setazeni nukleotidi a vlastni
sekvenator je nasledné prepiSe do sekundarnich dat v podobé¢ textovych fastq soubort,
které predstavuji nukleotidové sekvence jednotlivych sekvenovanych fragmentt.
Primarni analyza byla provedena ve firmé SEQme. Vyuzili jsme program
[llumina—knihovna vytvofena zékaznikem ShareSeq/Lane Sequencing. Drdhu jsme

zvolili jako 250-600 base pairs (PE 150). Jedna drdha méla k dispozici 600 milionii
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readu, tudiz u jednoho vzorku bylo okolo 67 miliont readtl. Jednalo se o pair—end, takze
byl transkript ¢ten z jednoho i1 druhého konce, ¢imz byl cely proces presnéjsi. Do procesu
poolovani jsme pouzili vSech 9 vzorkd.

Do sekundarni analyzy patii zpracovani sekundarnich dat a néasledné
vygenerovani dat tercidlnich, které jsou vhodné pro statistickou analyzu. Soucésti byla
kontrola kvality dat pfes software FASTQC. Na zaklad¢ vystupu z kvality dat se pak
pristoupilo k Cisténi dat pomoci programu TRIMMOMATIC. Nasledovalo mapovani
sekvenci na lidsky genom verze hg38 pomoci nastroje STAR. Na zavér doslo
k vygenerovani tercidlnich dat v podobé tabulky znazoriujici jednotlivé geny a jejich
¢etnost pomoci programu RSEM.

Tercidlni analyza dat je statistické zpracovani tercialnich dat a vytvofeni vystupii
z analyzy ve formé tabulky popisujici jednotlivé geny sefazeny dle jejich rozdilné exprese
mezi skupinami. Tato ¢ast analyzy probihala s vyuzitim programovaciho jazyka R a
pomoci programu R-Studio. Vysledkem bioinformatické¢ byly vytvotfené tabulky
zobrazujici geny s nejvyS$i expresi a grafické zobrazeni. V programu R-Studio byly

pouzity balicky knihoven dplyr, ggplot2, ComplexHeatmap a edgeR.

3.8 Validace vybranych kandidatnich genti chemorezistence
3.8.1 Vybér finalniho setu pacientt

Vesker¢ biologické vzorky pacientii s CRC byly ziskany z Chirurgické kliniky ve
Vseobecné fakultni nemocnici v Praze. Zde byla také schvalena studie etickou komisi.
Pacienti podepsali pisemny informovany souhlas, ktery byl navrzeny podle norem
Helsinské deklarace. Behem chirurgické resekce tumoru byly odebrany parové biopsie
kolorektalnich tumorti a pfilehlé sliznice. Parové biopsie byly ndsledné¢ zmrazené a
skladovany pii teploté -80 °C. Veskeré charakteristiky nadord byly stanoveny patology
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze. Klinicko — patologické informace o
rekrutovanych pacientech s rakovinou jsou uvedeny v Tabulce 29. Vzorky byly poté
transportovany na suchém ledu do Oddé&leni molekularni biologie nadorti Ustavu
experimentalni mediciny AV CR, kde byly také provedeny vsechny experimentalni
analyzy.

K vybéru findlniho setu pacientll byl vyuzit set vzorkll pacientii (celkovy pocet
356 pacientll) uskladnénych na Oddéleni molekularni biologie nadorti. Na zaklad¢ kritérii
jako rezim 1é¢by (5—FU), recidiva ¢1 duplicita byl vyselektovan finalni set 42 pacienti

(Tabulka 29).
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Tabulka 29. Charakteristika pacientii, jejichz vzorky byly pouZity v této prdaci

charakteristika pocet
pocet jedinci - 42
primérny vék - 66,2 let (45 let az 83 let)
. muzské 21
pohlavi -
zenské 21
_ ano 10
recidiva
ne 32
. e mrtvi 14
stav preziti —
nazivu 28
C18 35
lokalizace
C19 7
XELODA 21
FUFA 3
FOLFOX 11
1é¢ba FOLFOX, De GRAMONT, XELODA 2
FOLFOX, De GRAMONT 2
De GRAMONT 1
FOLFOX, XELODA, FOLFIRI 2

3.8.2 Izolace RNA z tkané pacienti

Veskera 1zolace RNA probihala ze zmraZené tkdné¢ pomoci RNeasa Mini Kit.
K izolaci bylo pouZzito adekvatni mnozstvi tkdn€ doporucené vyrobcem kitu. Tkan byla
rozdrcena pomoci MagNa Lyser Green Beads v pufru RTL (600 pl) v homogenizatoru.
Nasledné byl lyzat centrifugovan po dobu 3 minut pfi maximalni rychlosti. Supernatant
byl odebran do nové zkumavky. Poté bylo k lyzatu ptidano 550 ul 70 % etanolu a doslo
k diikladnému propipetovani. 700 ul vzorku bylo pfemisténo do zkumavky s filtrem a
doslo k centrifugaci po dobu 15 vtefin pfi 8 000 g. Pritok byl odstranén.

Zbytek protokolu byl totozny jako pfi izolaci RNA z DLD-1 bunéénych linii

popsané v kapitole 3.5.6 véetné precisténi od DNA pomoci RNase-Free DNase Setu.

3.8.3 Reverzni transkripce RNA do cDNA

K reverzni transkripci RNA do cDNA byl pouzit kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription. K piepisu bylo pouzito 750 ng celkové RNA izolované
z parovych biopsii CRC pacientli. Bylo nutné pfipravit interplate kontrolu, ktera vznikla

poolem ndhodnym vybérem 10 pacientll z celého zkoumaného setu pacientd. Seznam
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reagencii pro tvorbu master mixu popisuje Tabulka 30. Do 96 jamkové desticky bylo
napipetovano 10 ul master mixu, nasledné bylo ptidano 10 pl izolované RNA a desticka
byla stoCena na centrifuze. Nasledné byla 96 jamkova desticka vlozena do cycleru dle
programu, ktery popisuje Tabulka 31. Jakmile byl proces reverzni transkripce hotov,

vSechny vzorky byly nafedény na koncentraci 10 ng/pl.

Tabulka 30. Seznam reagencii pro master mix na reverzni transkripci RNA do cDNA

sloZeni master mixu objem
10x RT pufr 2 ul

25x ANTP Mix (100 mM) 0,8 pl
10x RT Random Primers 2 ul
MultiScribe reverse transcriptdza | 1 pl
RNaza inhibitor 1 ul

NFW 3,2 ul

celkovy objem 10 pl

Tabulka 31. Program cycleru pri reverzni transkripci RNA do cDNA

faze cas teplota
1 10 minut 25 °C
2 120 minut 37 °C
3 5 minut 85 °C
4 neurcito 4 °C
teplota vika 80 °C

K polymerazové fetézcové reakcei v realném case (RT-qPCR) byl pouzit TagMan
Universal master mix II NO UNG. SloZeni reagencni smési popisuje Tabulka 32.
Veskery proces probihal na 384 jamkové destiCce v pfistroji QuantStudio 6 Flex
Real-Time PCR Systém s nastavenym programem dle Tabulky 33. Eseje méfenych geni
vcetné referencnich gent vyuzitych v diplomové praci jsou popsany v Tabulce 34. Na
zékladé predchozi prace se vzorky na Oddéleni molekularni biologie nadord na Ustavu
experimentalni mediciny AV CR byly jiz diive vybrany referenéni geny pro tyto druhy

tkané. Genova exprese byla méfena v biologickych triplikatech.
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Tabulka 32. Seznam reagencii pro tvorbu reakcni smési pri Real time g—PCR

sloZeni reagen¢ni smési objem
TagMan Universal
master mix II NO UNG Sul
sonda na cileny gen 1 pl
vzorek 2 ul
NFW 2 ul
celkovy objem 10 pl

Tabulka 33. Program cycleru pri Real time g—PCR

faze cas teplota pocet cykli
1 2 minuty 50 °C 1
2 10 minut 95 °C 1
3 15 s§kund 95 °C 45
1 minuta 60 °C
4 neurcito 4 °C
teplota vika 80 °C

Tabulka 34. Seznam eseji pouzitych v diplomové praci (Thermofisher)

gen ID
HISTIH2BE | Hs00543841 m1
ALDHILI | Hs01003842 ml
CD44 Hs01075864 ml
DKK1 Hs00183740 m1
ABCC2 Hs00960489 m1
ACTB Hs01060665 m1

3.9 Statisticka analyza

Veskera ziskana data z RNAseq byla zpracovana v programu R Studio. Pomoci
balickt knihoven a naslednym zadanim ptikazovych fadka byla ziskana data ve formeé
tabulky v excel. Nasledn¢ doslo k vybéru prvnich 50 gend s nejvétsi expresi u
DLD-1 R40 a DLD-1 R160 a probé¢hla analyze téchto genti na zdklad¢ literatury a
porovnani miry exprese konkrétniho genu u prot€j$iho souboru (v ptipadé DLD-1 R40
byl dany gen porovnavén s genem u souboru DLD-1 R160 a naopak).

Zpracovani dat z RT-qPCR probihalo v programu Microsoft excel, kdy doslo
nejdiive k normalizovani cileného genu na referenéni gen. Z referencnich genti (ACTB,

HPRT, TUBA, B2M) byl vybran jako nejoptimalnéj$i ACTB. Kazdy vzorek byl zpracovan
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v biologickém triplikatu. Smérodatnd odchylka mezi jednotlivymi pocty cykla
amplifikace triplikat oznacovana jako Cycle Treshold (CT) musela byt nizsi nez 0,5.
V opacném piipad¢ byla tato hodnota vyfazena.

Do vysledného grafu byly zaznamenany hodnoty -ACT, kdy ACT je rozdil CT
hodnot tumoru/mukoézy métreného genu a CT referenéniho genu. Jeden sloupec oznacoval
hodnoty pro tumor, druhy sloupec pro nepostizenou tkan. Hodnota parového T-testu byla

vypocitana v programu GraphPadprism.
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4. Vysledky

4.1 Stanoveni transkriptomu chemorezistentnich DLD—-1 buné¢énych linii
K ziskani adekvatnich informaci o potencidlnich kandidatnich genech u
nadorovych DLD-1 bunék (Obrazek 12) CRC bylo zapotiebi vytvofit knthovny pro
naslednou sekvenaci metodou NGS. Informace o pouzitych bunéfnych liniich byly
popsany v kapitole 3.5.
DLD-2 RIGO,:-‘J

S

Y

o

5>
e )
= cm

@
2

Zvétseni 400x
Obrazek 12. Porovnani bunécnych linii DLD—1 (viastni zpracovani)
A — bunécna linie DLD—-1 WT
B — bunécna linie DLD—1 R40
C — bunécna linie DLD—1 R16

Proces vytvotfeni knihoven vcetné nutné ribo — deplece byl dikladné popsan

v kapitole 3.6.1. Kontrolu vzorkl po ptipravé knihoven popisuje Obrazek 13.

[Ful " [Ful4 . [Ful_|
40 ) v | 40 h i .
20 20 | 0| / \
0 0 0 100 w0 10 [ © 6 8 100 D0 10 [ 0 s 0 w00 120 [
DLD-1WT 1 DLD-1WT 2 DLD-1WT 3
[Ful [FU] [Ful =
1004 I("‘-.II 1 . I|lr"“. 100 f
so- | / -\\ I 507 Y r 50 f
“__,w___'_' \“—““x S D__ﬂf\_.,.,_,-' '\\___WVIk ) P O PN e -.“'\ R
4:3 6:] sln 1Im le I[s] 4|0 EID 3;0 llﬂﬂ llm 1:10 [s] -vlu slo alo L(I:O 1|zo 1-Iw [5]
DLD-1 R40 1 DLD-1 R40 2 DLD-1R40 3
[Ful o [Ful " [Ful+ )
£ | l 100 M
501 h s | . X
oo \ i 50 [\
gfrtn— el e Dl"—" e . o ._L___ / ]
o 60 80 w0 20 10 [ 0 6 8 00 120 w0 I ® @m0 10 Do 1o [
DLD-1R160 1 DLD-1R160 2 DLD-1R160 3

Obrazek 13. Kontrola vytvorenych jednotlivych vzorkit po priprave knihoven. Vsechny
vzorky spliiovaly podminky pro poolovani a byly ocisteny od adaptor dimerii
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4.2 Bioinformaticka analyza a vybér kandidatnich geni

Pro vybér vhodnych kandidatnich gena bylo zapottebi provést bioinformatickou
analyzu. Cely proces bioinformatické analyzy je popsan v kapitole 3.7.

Béhem analyzy tercidlnich dat byly vyfiltrovany geny s nulovou expresi a expresi
pod patnactym percentilem.

Soucasti bioinformatické analyzy byla tvorba heatmapy, ktera je zndzornéna na
Obrazku 14. Analyza heatmapy slouzi k vizualizaci genové exprese u jednotlivych
bunécnych linii, tedy DLD-1 WT (3 biologické triplikaty), DLD—1 R40 (3 biologické
triplikaty) a DLD-1 R160 (3 biologické triplikaty). Bunécné linie jsou zobrazeny na ose
x. Na ose y jsou znazornény geny s nejvetsi expresi. Klicova je normalizace Z—skore,
které se pocitd na zédkladé kazdého genu. Primérnid genova exprese je vydélena
smérodatnou odchylkou, pficemz vysledné Z—skore (pro kazdy gen) je vyobrazeno
odlisnou barvou v rozmezi intervalu (-2;2) viz Obrazek 14.

Z vysledné heatmapy je vidét, Ze nejvétsi rozdil genové exprese vici sensitivni
DLD-1 WT mély geny u biologickych triplikati DLD—-1 R160 a také, Zze jednotlivé

triplikaty byly stabilni a spravné vytvotené.
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Obrazek 14. Heatmapa genii u jednotlivych bunécnych linii vytvorena
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v programu R-Studio

Diky bioinformatické analyze byly ziskany také volcano ploty, které slouzily
k zobrazeni zavislosti p hodnoty (statistické vyznamnosti) na fold change (kolikrat vice
byly konkrétni geny exprimovany u jedné bunécné linie v porovnani s druhou bunécnou
linii). V naSem pfipadé¢ byly vytvofeny 2 volcano ploty. V prvnim ptipadé byly
porovnavany geny bunécnych linii DLD—-1 R40 viici DLD—-1 WT (Obréazek 15). Nejvice
up-regulovanymi geny byly VIL1, ATOHS ¢i PHGRI. Nejvice down-regulovanymi geny
byly HISTIH2BE, MAGEDI a ALDHILI.
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U druhého ptipadu byly porovnavany geny bunécénych linii DLD-1 R160 vici
DLD-1 WT (Obrazek 16). Nejvice down-regulovanymi geny byly HISTIH2BE,
HISTIH2BH ¢i ALHD3A 1, nejvice up-regulované geny byly ISYNA 1, CYP24A1 ¢i MSN.

Z vyslednych volcant plotii Ize vidét, ze vétsi rozdil genové exprese vuci

senzitivni DLD—-1 WT byl pozorovan u DLD-1 R160.

» NS Log, FC p-value @® p-value and log; FC

VIL1

1004  HISTH2BE

—LOg10 P

Log, fold change

Obrazek 15. Volcano plot porovnavajici geny bunécnych linii DLD—1 R40 viici
DLD-1 WT (vytvoreno v programu R-Studio)
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Obrazek 16. Volcano plot porovnavajici geny bunécnych linii DLD—1 R160 viici
DLD-1 WT (vytvoreno v programu R-Studio)
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Obrazek 17. Funkcni analyza up-regulovanych genii u bunécné linie DLD—1

R160 (vytvoreno v programu R-Studio)

Béhem bioinformatické analyzy byla provedena funkéni analyza DLD-1
rezistentnich bunécénych linii. Obrazek 17 popisuje funkéni analyzu up-regulovanych
geni u DLD-1 R160. Mizeme zde vidét signalni drahy p53, RAP, RAS, cAMP ¢&i
napiiklad PI3K-Akt podilejici se na regulaci bunéného cyklu, MAPK podilejici se na
pfenosu signalu na povrch buiiky. Tyto signalni drahy se podili na ovlinéni bunééného
cyklu, coz mtze pravdépodobné piispét k ziskani chemorezistence u nddorovych bunék.

U bunécéné linie DLD—1 R40 nebylo dostatek signifikantnich drah k vyobrazeni
grafu, nicméné mezi téchto par drah pattily geny podilejici se na DNA replikaci ¢i geny

skupiny ABC transportéra.
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4.2.1 Vybér Kkandidatnich geni na zakladé zpracovani bioinformatickych
(tercidlnich) dat ze sekvenovani DL.LD-1 bunéénych linii

Vysledkem prace v R-studiu bylo vygenerovani dvou tabulek, kdy v 1. tabulce
dochazelo k porovnavani genové exprese u souboru DLD-1 R40 a souboru DLD-1 WT
(Priloha 1). V 2. tabulce byla porovnavana genova exprese u souboru DLD-1 R160 a
souboru DLD-1 WT (P¥iloha 2). Diky tomuto porovnani byly urceny geny, jejichz
exprese byla vyssi u rezistentni bunécné linie oproti DLD—1 WT.

Deset nejvice signifikantné odliSné exprimovanych geni u bunécné linie
DLD-1 R40 vu¢i senzitivni bunécné linii DLD—1 WT je zobrazeno v Tabulce 35 a u
bunécné linie DLD—-1 R160 v Tabulce 36.

Tabulka 35. Porovndni genové exprese mezi DLD—1 R40 a DLD—1 WT

gen logFC logCPM LR poradi
VIL1 5,04 6,16 609,06 411.
HISTIH2BE -4,84 7,01 481,79 3.
MAGEDI -4,66 6,72 453,28 9673.
SELENBPI1 3,31 8,64 292,68 7736.
CPT1A4 2,89 7,02 284,30 128.
ATOHS 4,65 5,85 260,50 1067.
ALDHIL1 -4,80 4,84 258,56 56.
PHGRI1 8,16 3,42 252,94 712.
RGSS 8,01 2,35 202,74 4239.
MYOI15B 2,70 6,66 189,34 9565.

logFC = logaritmicka hodnota o zakladu 2 z fold change mezi DLD-1 WT a DLD-1 R40
logCPM = logaritmicka hodnota o zakladu 2 z counts per milion (normalizovana hodnota exprese na milion readir)
LR = Likelyhood Ratio (pomér maximalniho likelyhood hodnoty a likelyhood nulové hypotézy)

poradi = potadi genu u souboru porovnavajici genovou expresi mezi DLD—1 R160 a DLD-1 WT
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Tabulka 36. Porovnani genové exprese mezi DLD—1 R160 a DLD—1 WT

gen logFC logCPM LR poradi
ISYNAI 8,53 7,88 1035,72 8702.
CYP24A1 9,54 6,92 943,06 13609.
HISTIH2BE -9,05 7,01 833,97 2.
MSN 9,39 6,56 818,51 5198.
FLNC 10,10 6,82 767,40 5356.
NTSRI1 7,89 7,67 694,15 463.
COL6A2 10,37 6,89 676,92 3456.
DKK1 11,04 6,44 668,36 4176.
COL6AI 8,38 6,93 653,42 145.
PTPRS 6,10 7,39 641,24 4189.

logFC = logaritmicka hodnota o zakladu 2 z fold change mezi DLD-1 WT aDLD-1 R160
logCPM = logaritmicka hodnota o zakladu 2 z counts per milion (normalizovana hodnota exprese na milion readi)
LR = Likelyhood Ratio (pomér maximalniho likelyhood hodnoty a likelyhood nulové hypotézy)

poradi = pofadi genu u souboru porovnavajici genovou expresi mezi DLD—1 R40 a DLD-1 WT

Na zékladé signifikance a priniku vysledkt (Tabulka 35 a 36), popisu funkci
jednotlivych genil v literatute, funk¢ni analyze, relevanci k nadorovému onemocnéni a
1¢cbé bylo vybrano 5 potencidlnich kandidatnich genii. Konkrétné¢ se jednalo o
HISTIH2BE, ALDHILI, CD44, DKK1 a ABCC2.

Porovnani genové exprese vybranych potenciondlnich biomarkerti popisuje

Tabulka 37.
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Tabulka 37. Porovnani genové exprese kandidatnich genii mezi

DLD-1 R40 a DLD—1 WT a mezi DLD—1 R160 a DLD-1 WT

DLD-1 R40 vs DLD-1 WT

gen logFC logCPM LR
HISTIH2BE -4,84 7,00 481,79
ALDHILI -4,80 4,84 258,56
CD44 2,53 8,61 139,66

DKK1 -3,14 6,44 4,66

ABCC2 -0,09 5,72 0,07

DLD-1 R160 vs DLD-1 WT

gen logFC logCPM LR
HISTIH2BE -9,05 7,01 833,97
ALDHILI -7,46 4,84 348,03
CD44 4,51 8,61 376,38
DKK1 11,04 6,44 668,36
ABCC2 6,50 5,72 458,76

Vybér kandidéatnich gent byl podpofen 1 fukénim propojenim na proteinové
urovni nékterych téchto genti jako HISTIH2BE (H2BCS), CD44, DKKI a ABCC2
(Obrazek 18).

NANOGPE

cLECaG | =

hCG_2039566

ABCC2
yes

o, ALDHLL1

o\
(®)
-/

I KREMEN1

Obrazek 18. Proteinova mapa genii HISTIH2BE (H2BCS5), CD44, DKK,
a ABCC2 (string-db.org/)
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4.3 Validace vybranych kandidatnich geni v lidskych vzorcich u pacientii
s CRC se Spatnou odpovédi na chemoterapii 5-FU

Na zéklad¢ vysledk analyzy transkriptomu zin vitro studii byly vybrany
kandidatni geny (HISTIH2BE, ALDHILI, CD44, DKKI a ABCC2), jejichz expresni
hladiny byly validovany na vzorcich tumorové tkané a piilehlé zdravé mukédze od
pacientll s CRC lécenych rezimy na bazi 5—FU.

Pacienti s CRC vybrani do nasi studie podstupovali riizné typy lécby. Prvnim
typem 1éCby je rezim FUFA neboli kombinace 5—FU a leucovorinu. Maximalni délka
uzivani je 6 mésicli a vhodné je také poznamenat, Ze je tento rezim uzivan u pacientli ve
2. stadiu nemoci. Do této prace byly pouzity vzorky od 3 pacientl, kteti byli 1éceni v
rezimu FUFA.

FOLFOX uzivan u pacientli ve 3. a 4. stadiu 1écby. Do této prace byly pouzity
vzorky od 17 pacienttl, ktefi byli lé€eni v reZimu FOLFOX.

Do této prace byly pouzity vzorky od 21 pacientl, kteti byli 1é¢eni v rezimu
XELODA a 5 pacientt lécenych v rezimu De GRAMONT.

Na zékladé¢ RT-qPCR doslo k ziskani dat genové exprese u péti vybranych
kandidatnich genti, kde doSlo k porovnani hodnot relativni genové exprese
(-ACT) mezi tumorem a okolni nepostizenou mukoézou.

Mezi skupinami pacientll s recidivou a bez recidivy nebyl pozorovan rozdil
v expresnich hladindch vybranych kandidatnich geni chemorezistence, coZ mohlo byt
zplisobeno nepomeérem v poc¢tu pacienti v obou skupinach (10 pacientll s recidivou

versus 32 pacientl bez recidivy).
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Obrazek 19. Validace vybranych kandidatnich genui chemorezistence

(vytvoreno v programu GraphPadprism)
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Prvnim genem, ktery byl validovéan na setu pacienti s CRC byl gen HISTIH2BE.
V tomto piipad¢ byla vSak béhem validace zjisténa zvysend hladina genu v tumoru oproti
nepostizené okolni mukoéze (Obrazek 19A), coz znaci odliSny trend, nez byl zjistén u
které mohou nastat u bun¢k bé¢hem in vitro experimentli, nez je tomu u bunék uvnitf
lidského organismu.

V Obrazku 19B lze pozorovat nesignifikantni nizsi expresni hladiny u genu
ALDHILI v tumorové tkani (P = 0,0554), coz opét potvrzuje trend ziskany u DLD-1
rezistentnich linii. U obou bunéénych DLD-1 rezistentli byla snizend hladina tohoto
genu, pfiCemz vétsi rozdil snizené hladiny oproti DLD—1 WT byl pozorovan u DLD-1
R160.

U genu CD44 byla signifikantné zvySena hladina v tumoru oproti nepostizené
okolni mukoéze (Obrazek 19C). Zvysena hladina genu CD44 byla rovnéz pozorovana u
bunéénych DLD-1 rezistent, kdy vyssi rozdil zvySené hladiny byl zaznamenan u
DLD-1 R160.

Signifikantné zvySena hladina genu DKKI byla pozorovana v tumoru oproti
nepostizené okolni mukdze (Obrazek 19D). I zde byl potvrzen trend zvySené hladiny
jako u bunécné linie DLD-1 R160. U DLD-1 R40 byla vSak snizena hladina tohoto genu,
a tudiz se miiZze jednat o dalsi diikaz rozdilnych mechanismt u odliSujicich se typi
rezistentu.

Obrazek 19E ukazuje vyslednou validaci genu ABCC2 v tumoru a okolni
nepostizené¢ mukoze. Z vysledku lze vidét, Ze statisticky signifikantné vysSi genova
exprese byla pozorovana v tumoru, coZ odpovidad trendu jako u bunéénych linii
DLD-1 R160 v porovnani se senzitivni DLD—1 WT buné¢nou linii. Zajimavosti vSak je,
ze u DLD-1 R40 vykazoval gen ABCC2 niz8i hladiny genové exprese, tudiz zde byl

rozdil mezi jednotlivymi typy rezistentt.
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Obrazek 20. Validace hladiny exprese genu DKK 1 na pacientech s recidivou a
pacientech bez recidivy (P < 0,01 (**)) (vytvoreno v programu GraphPadprism)

Béhem validace doslo také k porovnani hladiny genové exprese jednotlivych
genll mezi skupinou pacientl s recidivou a skupinou pacientll bez recidivy. Vzhledem
k nepoméru pacientl (10 pacienti s recidivou, 32 pacientli bez recidivy) nebyl sledovan
zadny signifikantni rozdil u gent HISTIH2BE, CD44,ABCC2 a ALDHILI. Pouze u genu
DKK1 byl vidét signifikantni rozdil genové exprese. Zajimavé vsak je, Ze vyssi hladina

genu DKK byla pozorovana u pacientli bez recidivy (Obrazek 20).
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5. Diskuze

Chemorezistence piedstavuje jednu z hlavnich pfi¢in selhani terapie, a proto je
pochopeni mechanismti vedoucich k rezistenci nadorovych bunék CRC jednim z
hlavnich ptfedpokladlii pro nalezeni zpusobu, jak ji piekonat. V soucasné¢ dobé je
zakladnim typem 1écby CRC chemoterapie pomoci 1é¢iva 5—-FU. Na zéklad¢ stadia
nemoci jsou pacienti léceni odliSnymi 1éCebnymi rezimy, mezi které 1ze zaradit FUFA,
FOLFOX, XELODA ¢i De GRAMONT.

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni transkriptomu sensitivnich a
chemorezistentnich DLD—1 buné¢nych linii vii¢i 5-FU. Pomoci bioinformatické analyzy
byly vybrany kandidétni geny chemorezistence, které byly nasledné validovany na setu
pacientt lécenych 5—FU.

Béhem prace s bunénymi liniemi byly patrné viditelné morfologické rozdily
mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi. Buné¢na linie DLD—-1 WT byla pevné pfisedla na
Petriho misce a bylo velmi obtizné tyto buniky seSkrabat a nasledné ptenést do sbérné
zkumavky. U DLD-1 R40 byl sbér o néco snadnéjsi. U posledniho biologického
triplikatu, tedy u DLD-1 R160 byl sbér nejjednodussi, kdy po pfidani trypsinu doslo
k okamzitému oddé¢leni drtivé vétSiny bunék od dna Petriho misky. Tyto rozdily
v morfologii a adhezi mohou byt zpisobeny praveé epitelo-mezenchymalni tranzici u
DLD-1 R40 a DLD-1 R160.

Na zéklad¢ bioinformatické analyzy bylo vybrano pét potencidlnich kandidatnich
gent, konkrétné HISTIH2BE, ALDHILI, CD44, DKK1 a ABCC2. Diky funk¢ni analyze
byly zjistény nejvice up-regulované drahy, které mimo jiné zahrnovaly cAMP (gen
ABCC2), p53 signalni drahu, RAP, RAS, cAMP ¢i naptiklad PI3K-Akt.

Vybrané kandidatni geny byly validovany na setu 42 pacienti s CRC 1é¢enych
5-FU, u kterych byla znama odpovéd’ na 1écbu. U setu pacientii bylo téz znama
pfitomnost ¢i nepfitomnost recidivy Ziskané vysledky validace byly porovnany
s vysledky analyzy transkriptomu DLD-1 rezistentnich linii. Béhem sledovani
expresnich hladin nebyl pozorovan rozdil mezi pacienty s a bez recidivy (kromé genu
DKKI). To mohlo byt zptisobeno rozdilnym poctem pacientti v obou skupinach (10
pacientl s recidivou, 32 pacientll bez recidivy), coz znali statisticky velky nepomér
k provedeni analyzy.

Prvnim z moznych biomarkeri byl gen HISTIH2BE. Mezi zakladni vlastnosti

tohoto genu lze uvést ovlivnéni baleni konct telomer, podileni se na bunééném cyklu,
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antibakterialni aktivita souvisejici s epitelem tlustého stfeva a také je tento gen spojen
s Ehrlichovym nédorovym karcinomem (Aljohani et al. 2023). Dle studie z roku 2015
bylo zjisténo, ze zvySend exprese genu HISTIH2BE souvisela se zvySenou proliferaci
nadorové bunécné linie karcinomu prsu (Nayak ez al. 2015). Pro gen HIST1H2BE existuje
103 reaktomovych drah, mezi které 1ze zminit aktivaci genu PKN/ stimulujici transkripci
androgenniho receptoru, aktivaci geni HOX béhem vyvoje zadni ¢asti mozku ¢i tvorbu
amyloidnich vléken. Interakci HISTIH2BE s dal§imi geny (Aljohani ef al. 2023).

Na zaklad¢é analyzy transkriptomu chemorezistentnich DLD—1 buné¢nych linii
byla v in vitro podminkach objevena snizena hladina genu HIST/H2BE. U DLD-1 R160
byla hladina tohoto genu nizsi viici DLD—-1 WT. Validace genu HIST!H2BE v$ak ukazala
zvySenou hladinu genu v nadorové tkani viici okolni nepostizené¢ mukdze. Odlisné
pozorované hladiny mezi in vitro podminkami a hladinami stanovenymi u pacientl
mohou byt disledkem odlisnych podminek mezi in vitro a lidskymi vzorky. Dle studie
z roku 2013 bylo zjisténo, ze gen HIST1H2BE zkouman na bunéénych liniich H1299 mél
zvySenou hladinu (Kari ez al. 2013). V naSich vysledcich z in vitro studie se vSak jednalo
izolovana z adenokarcinomu tlustého stfeva 51 letého nemetastazujiciho pacienta s CRC
(Tanaka ef al. 2016).

Druhym z vybranych kandidatnich gent je ALDHILI, neboli gen ovliviujici
sniZeni apoptozy, spada do skupiny aldehyddehydrogenazy 1 a je téZ oznaovan jako gen
souvisejici s progresi nadorovych onemocnéni. Mechanismus genu ALDHILI spociva
v oxidoreduktaze a aldehydehydrogenaze, pficemz se mimo jiné podili i na metabolismu
vitamind rozpustnych ve vodé (Qu et al. 2022).

Genem ALDHILI se zabyvala studie zroku 2022, kde byla zjiSténa sniZzena
expresni hladina genu v naddorovych buiikach u karcinomu dutiny astni oproti pfilehlé
tkani (Qu et al. 2022). Gen ALDHIL]I byl také pfedmétem zkoumani ve studii Dmitriev
et al., kde sledovali niz§i hladinu mRNA genu ALDHILI v CRC tkéni oproti pfilehlé
zpusobenou  potlacenim  transkripce skrze ~ hypermethylaci ~ promotoru
(Dmitriev et al. 2020). Analyza transkriptomu DLD-1 rezistentnich bunécnych linii
ukézala sniZenou expresni hladinu oproti DLD-1 WT.

Dal$im vybranym kandidatnim genem byl DKK /. Zhu et al. pozoroval, Ze vysoké
exprese genu DKK v krvi maji souvislost s vyskytem rtiznych nadorovych onemocnéni
jako rakovina prsu, prostaty ¢i CRC (Zhu ef al. 2021). Zaroveii bylo zjisténo, Ze zvySena

exprese tohoto genu muze také hrat roli pfi vzniku metastdz, ov§em vyznamnym faktorem
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je typ nadorového onemocnéni souvisejici s odliSnymi metabolickymi mechanismy dané
tkan¢ (Zhu et al. 2021). Dalsi funkci tohoto genu je interakce s transmembranovym
proteinem KREMEN, ktery souvisi s LRP5/6 a ma vliv na riistové faktory (Ahn et al.
2011).

Analyza transkriptomu rezistenti ukézala snizenou expresni hladinu genu DKK/
u DLD-1 R40, naopak u DLD—-1 R160 byla sledovana zvysena hladina. Bylo tak mozné
vidét odlisné expresni hladiny genu DKK v zéavislosti na rozdilnych koncentracich 1é¢iva
5-FU.

Validace genu DKKI ukazala zvySenou expresni hladinu v tumoru oproti
nepostizené mukéze. Zvysenou hladinu exprese genu DKK/ v tumoru oproti okolni tkéni
potvrdila 1 studie z roku 2021 (Caldwell et al. 2021). Se zvySujici se rezistenci vuci
5-FU mohou nadorové buiiky vice migrovat a snizovat tak uc¢innost 1écby.

U genu DKK byl pozorovan signifikantni rozdil genové exprese mezi pacienty
s recidivou a pacienty bez recidivy. Vyssi hladina genové exprese vSak byla zaznamenana
u pacientd bez recidivy, coz byla jedna z hlavnich pficin, pro¢ tento gen nebyl vybran za
nejslibnéjsi biomarker chemorezistence, a to 1 navzdory tomu, Ze se jednalo o gen
s druhou nejvyssi signifikanci v ramci validace. Jednalo se vSak o pomérn€ malé pocty
analyzovanych skupin pacienti.

Dals$im potencidlnim biomarkerem byl gen ABCC?2 spadajici do skupiny ABC
transportérii. V predchozich studiich bylo zjiSténo, ze gen ABCC2 se podili na pienaSeni
protinadorovych 1é¢iv jako naptiklad antracyklin a je mozné tak predpokladat, ze vyznam
tohoto genu by mohl byt v zisku chemorezistence nadorovych bunék (Cui et al. 1999).

V této praci byla na zdklad¢ analyzy transkriptomu DLD-1 bunécénych linii
zjiSténa sniZena expresni hladina genu ABCC2 u DLD-1 R40 a naopak zvySena expresni
hladina u DLD-1 R160 buné&nych linii. Na zéklad¢ vysledkid validace hladin exprese
genu byla potvrzena zvySena expresni hladina genu 4BCC2 v tumorové tkani oproti
prilehlé, coz korespondovalo z in vitro studie u vice rezistentni DLD—1 linie na 5-FU.
Nelze vyloucit ani odlisné mechanismy, které nastavaji pti niz8i koncentraci 5—FU. Studie
z roku 2015 potvrdila zvySenou hladinu genu ABCC?2 u pacientii s CRC (Andersen et al.
2015).

Poslednim kandidatnim biomarkerem chemorezistence v této praci byl vybran
gen CD44. CDA44, Siroce exprimovana adhezni molekula na bunééném povrchu, hraje
dalezitou roli pti podpote nadorové angiogeneze prostiednictvim regulace riznych funkci

endotelidlnich bunék, jako je proliferace, migrace, adheze, invaze. Mnoh¢ studie odhalily,
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ze vyssi exprese CD44 korelovala s fenotypem nadorovych kmenovych bun¢k a EMT,
¢imz pfispéla k naddorové invazi, metastdzdm, recidivam a chemorezistenci
(Xu et al. 2015).

Dle studie zroku 2019 bylo zjisténo, Ze zvySend exprese genu CD44 je
nepiiznivym markerem pro pacienty s CRC, muze totiz indikovat vznik metastaz v
lymfatickych uzlindich (Wang et al. 2019). Vyznamnou drdhou pro CD44 je
metabolismus glykosaminoglykanii, ktery je soucasti vrozeného imunitniho systému,
pripadné aktivita cytokinového receptoru (Misra et al. 2015).

Validace exprese genu CD44 na pacientech CRC 1écenych 5—-FU potvrdila trend
zvySené expresni hladiny genu v tumoru oproti okolni nepostizené mukoze. Tyto
vysledky se shoduji se studii Chandra et al., kde byla sledovana zvySena hladina markeru
CD44 v lidskych nadorovych vzorcich (Chandra et al. 2016). Na zaklad€¢ analyzy
transkriptomu rezistenti bunécnych linii DLD-1, validace na pacientech CRC lé¢enych
5-FU, poznatkti o EMT a také asocia¢nich studii zkoumajici hladinu genu, byl vybran
gen CD44 jako nejrelevantnéj$i marker chemorezistence CRC v nasi studii.

Objev téchto péti kandidatnich genti spjatych s chemorezistenci nadorovych
bunék CRC muze prispét ke zlepSeni 1écby CRC. V pfipadé nalezi markert
chemorezistence v primarnim tumoru by mohl klinicky onkolog zménit typ 1é¢by, nebot
tyto markery naznacuji, Ze jsou nadorové buiiky onoho pacienta rezistentni vii¢i aktualni
lécbé. Mohlo by tak dojit k rychlejsi zméné typu lécby, resp. 1é€ebnych reziml a
v€asnému vyporadani se s chemorezistenci nddorovych bunék CRC. Dalsi moznosti jak
by mohl klinicky onkolog postupovat pii nalezu vybranych kandidatnich gent
chemorezistence je zintenzivnéni zvoleného lécebného reZimu.

Cile této diplomové prace zminéné na zacéatku diskuze byly splnény, nebot’ doslo
k identifikaci markeri chemorezistence u 5-FU rezistentnich nadorovych bunék
DLD-1, jejichz validace potrvrdila zvySené hladiny u geni CD44, DKKI a ABCC2, a
sniZzené hladiny genu ALDHILI v tumoru oproti okolni nepostizené¢ mukédze. Hypotéza
této prace byla také potvrzena, nebot’ DLD-1 bunécné linie rezistentni vici 5-FU byly
vhodnym modelem ke studiu chemorezistence na 5-FU u pacientli s CRC. Zarovei byla
potvrzena 1 druha c¢ast hypotézy, tedy ze nami identifikované geny spjaté
s chemorezistenci na 5—FU na buné&¢nych liniich jsou slibnymi biomarkery.

Antropologicky aspekt této diplomové prace spocival v poukédzani na velkou
problematiku chemorezistence u pacient s CRC. Chemorezistence u pacientli s CRC je

komplexni problém, ktery je tésn¢ spojen s evoluci nadorovych bunék. Tento proces je
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dasledkem genetickych a epigenetickych zmén v nadorovych buiikach, které vedou
k jejich  odolnosti vii¢i chemoterapeutickym zasahim. Porozuméni evoluci
chemorezistence, at’ uz vrozené nebo ziskané, miize vést k vyvoji novych terapeutickych
strategii pro 1écbu CRC. Jako ptiklad 1ze zminit, Zze vyuziti kombinované 1écby s 1éky
pusobicimi riznymi mechanismy muze efektivné cilit na rtizné klony nddorovych bunék,
muze napomoci k pfekonani chemorezistence, podpofit klinické onkology o strategii
1éCby a prispét tak ke zlepSeni kvality zivota pacientil.

Na zéavér je nutné poznamenat, ze tento diplomovy projekt je pilotni studii a je
potieba provést validaci na vétSim souboru pacientti, abychom potvrdili vybér

kandidatnich genti chemorezistence.
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6. Zavér

Chemorezistence predstavuje jednu z nejvétSich prekazek pii 1€Cbé pacientil
s CRC. Tato diplomova prace popisuje prubéh tvorby knihoven z DLD—-1 bunéénych linii
a jejich rezistentnich linii na 5-FU pro NGS sekvenaci, bioinformatickou analyzu, diky
niz byly vybrany mozné kandidatni geny spjaté s chemorezistenci, a také validaci
vysledki, kterd probihala u pacienti s CRC. U téchto pacientii 1écenych 5—FU, u nichz
byla znamé odpovéd’ na 1écbu 5—-FU z diivodu dlouhodobého sledovani téchto pacientd,
byla méfena exprese vybranych genli v tumoru a okolni nepostizené¢ mukdzy.

Po osekvenovani knihoven bylo na zékladé bioinformatické analyzy vybrano pét
potencialnich kandidéatnich genti chemorezistence, konkrétné HISTIH2BE, ALDHILI,
CD44, DKKI, ABCC2. Vybér kandidatnich gent byl podlozen i vysledky funkéni
analyzy, kde byly pozorovany nejvice aktivni drahy (signalni dréha p53, cAMP signalni
drédha ¢i WNT signalni draha) u chemorezistentnich linii DLD—1 R160 vii¢i sensitivni
DLD-1 WT.

Na zaklad¢ validace byl potvrzen signifikantni trend genové exprese shodujici se
s vysledky analyzy transkriptomu DLD-1 rezistentnich bunéénych linii u geni ABCC?2,
CD44 a DKKI. U genu ALDHILI byl potvrzen trend genové exprese, ovSem
p hodnota se pouze blizila signifikantni hranici 0,05. U genu HISTIH2BE byl nalezen
opacny trend genové exprese oproti DLD—1 rezistentnim bunéénym liniim. Zaroven byl
pozorovan rozdil v expresnich hladinach celého transkriptomu s vyssi koncentraci 5-FU,
zejména pak u DLD-1 R160. Rozdil v genové expresi mezi pacienty s recidivou a bez
recidivy byl pouze u genu DKKI, kde byla pozorovana zvysena hladina genu DKK/ u
pacientl bez recidivy.

Na zaklad¢ statistické signifikantnosti vysledki exprese kandidatnich gend,
dostupné literatury, poznatki o EMT a soucasnych vyzkum byl vybran za
nejrelevantnéj$i marker chemorezistence gen CD44.

Antropologickym aspektem diplomové prace bylo poukazani na problematiku
chemorezistence u pacienti s CRC a stim spojenou vysokou mortalitou u téchto
pacienttl.

Dosud objevenych markerti je cela fada a jejich pocet se diky novym studiim stale
zvySuje. Je vSak nutné otestovat ziskand data v klinickych studii a ndsledné urcit dalsi
postup, jak zefektivnit personalizovanou medicinu a pfispet k zefektivnéni 1€cby pacientli

s chemorezistenci u tak zavazného nadorového onemocnéni, jako je CRC.
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7. Seznam priloh
Piiloha 1. Porovnani genové exprese mezi DLD—1 R40 a DLD—1 WT

gen logFC |logCPM| LR |poradi
VIL1 5,04 6,16 609,06 411.
HISTIH2BE | -4,84 | 7,01 |481,79( 3.
MAGEDI1 | -4,66 | 6,72 |453,28 | 9673.
SELENBPI | 3,31 8,64 292,68 | 7736.
CPT14 2,89 7,02 2843 | 128.
ATOHS 4,65 5,85 260,5 | 1067.
ALDHILI | -48 4,84 258,56 | S5e.
PHGRI1 8,16 3,42 252,94 712.
RGSS 8,01 2,35 1202,74 | 4239.
MYOI15B 2,7 6,66 | 189,34 | 9565.
TMEM173 | 2,69 5,49 158,84 571.
GPA33 5,95 4,04 154,04 1127.
LGALS4 4,44 3,22 151,9 | 4245.
CCDC3 =235 | 5,37 [150,33 | 12264.
IRF8 4,19 2,29 | 142,92 | 13537.
MAPKAPK? | -2,02 | 6,55 | 142,62 ( 2804.
SLC2A43 -2,8 4,6 142,34 | 488.

CSTI1 3,57 3,64 | 141,17 | 4220.
CcST17 -2,68 5,27 | 140,73 | 64.
RHOB -1,91 7,84 | 140,64 | 732.

CD44 2,53 8,61 139,66 | 50.
TRPS1 -4,18 3,1 137,92 | 272.
TENM3 -3,14 | 5,28 | 133,74 | 70.
ABCGI 4,09 3,42 | 133,22 | 806.
CD177 4,49 2,44 [ 130,98 [ 12691.

SERPINAI | 2,99 4,43 130,17 [ 2892.
AHNAK?2 2,73 8,23 1129,49| 94.
Cl50rf48 4,96 2,29 128,43 | 7249.
PDE4A 2,99 5,46 | 128,24 | 47.
DPEPI 3,61 3,41 | 124,28 | 13507.
CEACAMG6 | 6,56 3,24 | 122,26 | 1384.
CCND2 3,76 2,46 | 121,53 | 803.

NOX1 2,92 4,04 121,52 963.
ESPN 3,2 6,43 |120,73| 16.
LFNG 2,69 5,09 | 116,24 | 1581.
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gen logFC [logCPM| LR |poradi
ARSD 1,77 5,98 115,7 [12297.
PRR15 2,38 595 | 114,09 [ 12602.
NXN -1,87 | 7,52 [ 113,48 | 2600.
PKDILI 3,54 3,1 113,33 | 8683.
SYTI12 -2,62 | 549 (113,21 580.
CKB 2,43 7,98 110 17.
CEACAM1 | 4,59 3.4 109,97 | 1342.
REG4 4,58 2,44 109,72 | 12729.
SCGS5 2,87 4,48 109,44 |10854.
ENTPD3 | -288 | 3,29 |107,32] 197.
KLK4 8,54 1,34 [ 106,82 | 1883.
BTG2 1,97 5,43 | 105,94 | 44e.
TMEM139 |-297 | 3,95 [104,58| 1050.
SCARA3 -2 5,58 | 103,89 | 1211.
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Piiloha 2. Porovnani genové exprese mezi DLD—1 R160 a DLD—1 WT

gen logFC [logCPM| LR |poradi
ISYNAI 8,53 7,88 | 1035,72 | 8702.
CYP24A1 9,54 6,92 943,06 | 13609.
HISTIH2BE | -9,05 | 7,01 833,97 2.
MSN 9,39 6,56 818,51 | 5198.
FLNC 10,1 6,82 767,4 | 5356.
NTSR1 7,89 7,67 694,15 | 463.
COL6A2 10,37 | 6,89 676,92 | 3456.
DKK1 11,04 | 6,44 668,36 | 4176.
COL6A1 8,38 6,93 653,42 | 145.
PTPRS 6,1 7,39 641,24 | 41809.
HISTIH2BH | -5,66 | 8,18 636,12 | 128.
DBNI1 7,02 6,83 613,89 | 4852.
HBEI 13,35 5,6 565,43 | 8411.
CACNAIH | 9,38 5,91 551,98 | 14612.
ESPN 7,13 6,43 551,28 | 35.

CKB 5,92 7,98 513,34 | 42.
ADIRF 10,15 | 6,01 508,81 | 3138.
AXL 6,67 5,68 508,72 | 5971.

DIRAS1 10,19 | 5,08 485,3 | 13545.
ARHGEF10 8 5,03 475,65 | 2702.
ABCC2 6,5 5,72 458,76 | 13422.
TRIBI 3,97 8,31 445,41 |12751.
LGALS1 6,33 7,19 443,73 |1 10367.
OLFM?2 8,15 4,85 438,73 | 8942.
KCNH3 8,18 5,87 438,63 | 10993.
PALM 8,95 5,27 434,85 | 309.
ELFN2 4,47 6,37 428,54 | 642.
COLI2A41 9,98 4,88 423,27 | 14035.
CHSTIS 9,88 5,28 423,21 | 5430.
FBXO02 5,05 6,16 422,13 | 5479.
TRIM?72 8,7 5,03 418,8 | 14834.
NAVI 5,34 5,51 418,51 | 206.
SLC6A17 | 12,37 4,6 417,34 | 5003.
LTBP4 4,56 7,13 414,25 | 238.
AMOTLI 8,87 4,94 413,28 | 13371.
MRC2 8,97 4,75 410,25 | 3267.
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gen logFC [logCPM| LR |poradi
FKBP10 5,29 4,94 408,98 | 2279.
NFATCI 6,73 5,07 406,97 | 3685.
DMKN 10,6 4,69 403,53 | 7604.
MSLN 6,1 5,35 394,5 880.
EHD?2 5,16 6,91 393,58 | 63.
CSPG4 7,91 5,89 393,13 | 8033.
ALDH3A1 | -4,18 6,1 389,6 | 8306.
DOC2B 10,3 4,39 384,35 | 12458.
KRT7 5,48 6,59 383,76 | 661.
PDE4A 5,31 5,46 383,56 | 47.
TUBB4A 12,51 4,74 381,36 | 15324.
FAM101B 10,3 4,4 379,93 | 12447.
CD44 4,51 8,61 376,38 | 50.
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