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Souhrn:

Tato prace se zabyva tématem volné cirkulujici DNA (cfDNA) v laboratorni
diagnostice tekutych biopsii s diirazem na nadorova onemocnéni. Prace je rozdélena
na teoretickou a praktickou cast. Teoretickd cast této bakalaiské prace se zaméiuje
na systematicky piehled aktualni literatury a vyzkumnych studii, které se piedevsim
zabyvaji koncentraci cfDNA v ¢asné diagnostice, sledovani pribéhu onemocnéni a ur¢ovani
prognozy. V praci je také popsana struktura a funkce DNA, jeji vznik a uvolnovani
DNA do cirkulace. V ramci praktické ¢asti byly hodnoceny namétené koncentrace cfDNA,
izolované¢ od pacienti s malignimi lymfoproliferacemi a kvantifikované dvéma
kvantifikaénimi metodami. Vysledky byly porovnany s klinickymi daty pacienti, ktefi byli
lé¢eni na Hematologicko-onkologickém oddéleni Fakultni nemocnice Plzen. Byl prokazan
vztah koncentrace cfDNA s klinickymi parametry, jako je stidium onemocnéni a odpovéd’

na lécbu. Nebyla prokdzana spojitost koncentrace cfDNA s vékem a pohlavim pacienti.
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Summary:

This theses focuses on circulating free DNA (cfDNA) in the laboratory diagnosis
of liquid biopsies with an emphasis on cancer diseases. The work is divided into a theore-
tical and a practical part. The theoretical part focuses on a systematic overview of current
literature and research studies, which mainly deal with the concentration of cfDNA in early
diagnosis, monitoring and prognosis of the diseases. The thesis also describes the structure
and function of DNA, its formation and DNA release into the circulation. As the practical
part, the measured concentrations of cfDNA, isolated from patients with malignant
lymphoproliferations, were evaluated using two quantification methods, and the results were
compared with the patient's clinical data who were treated at the Haematology-Oncology
Department of the University Hospital in Pilsen. The concentration of cfDNA has been
shown to correlate with clinical parameters such as disease stage and response to treatment.

The relationship of the cfDNA concentration with the patient's age and sex was not observed.
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Onkologickd onemocnéni predstavuji vyznamny celosvétovy  problém,
a proto se v prubc¢hu poslednich né€kolika let stala volnd cirkulujici DNA (cfDNA)
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diagnostiku, sledovani a prognézu téchto onemocnéni. Cilem této prace bylo poukazat
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UvoD

Volné cirkulujici DNA (cfDNA) piedstavuje kratké fragmenty DNA, které se nachazeji
v krevni cirkulaci a jinych télnich tekutinach nezavisle na bunkach. Tato extraceluldrni
DNA je uvoliiovana do télnich tekutin prevazné procesy, mezi které patii zejména apoptoza,
nekréza a procesy aktivniho uvoliiovani. Od objeveni ¢cfDNA v roce 1948 neustale vzrista
mnozstvi odbornych publikaci, zabyvajici se potencidlem cfDNA jako biomarkeru

v souvislosti s riznymi onemocnénimi, predevs§im onkologickymi.

Vzhledem k velmi nizkym koncentracim v periferni krvi, pfedstavuje tento typ
materialu vyzvu pro jakykoliv analyticky systém. U zdravych osob se cfDNA pohybuje
v rozmezi 0 az 100 ng/ml a je rychle odstraniovana z ob¢hu ¢innosti ledvin, jater, sleziny
nebo lymfatickych uzlin. Stézejnim faktorem je, Zze se v krvi pacienta miize nachéazet jak
zdrava, tak nadorovda DNA (ctDNA). U patologickych stavii byva koncentrace
cfDNA zvySend, kdy u nadorovych onemocnéni mutize koncentrace dosdhnout i vice
nez 1000 ng/ml. Dale jsou pfitomny patrné rozdily v hladinach ctDNA mezi pacienty
sriznymi typy nadord. Ke zvysSeni koncentrace cfDNA mulze také dojit v pribéhu

tehotenstvi, po organové transplantaci ¢i sepsi.

Incidence nadorovych onemocnéni celosvétové roste, proto je potieba nalézt takové
ptistupy, které by mohly zlepSit Casnou diagnostiku, sledovani odpovédi na lécbu
¢i monitoraci vyvoje onemocnéni. Klasickou metodou odbéru vzorku tkané je tkanova
biopsie, ktera pro pacienta predstavuje zatéz a muze vést k po odbérovym komplikacim.
Takovému invazivnimu postupu by se mohlo ptedejit analyzou ctDNA z tekutych biopsii,
jakozto neinvazivniho pfistupu, diky kterému by mohlo dojit k pfekonani nedostatka

v soucasné onkologické diagnostice.
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TEORETICKA CAST

1 NUKLEOVE KYSELINY
Zivy organismus je tvofeny organickymi biomolekulami, které se predevsim skladaji
z atomt uhliku, vodiku, kysliku a drasliku. Mezi organické slouceniny obecné nalezi —

bilkoviny, sacharidy, lipidy a nukleové kyseliny (Alberts, 2008).

Nukleové kyseliny jsou biomolekuly tvotici polymer, skladajici se z nukleotidd.
Nukleotid je molekula slozend z dusikaté baze a zpéti-uhlikatého cukru (pentozy),
kterym je ribdza nebo 2-deoxyribdza. Dle typu pentdzy délime nukleotidy na ribonukleotidy
a deoxyribonukleotidy. Jednotlivé nukleosidy (molekuly sloZzené pouze z dusikaté baze

a pentdzy) jsou kovalentné spojeny pomoci fosfodiesterové vazby (Alberts, 2008).

Rozeznavame dva druhy nukleovych kyselin: ribonukleovou kyselinu (RNA) skladajici
se zribozy a nukleovych bazi adeninu (A), guaninu (G), cytosinu (C), uracilu (U)
a deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), skladajici se ze stejnych bazi jako RNA, avsak
obsahuje misto uracilu thymin (T) a jako pentdza je zde 2-deoxyribdéza. DNA je slozena
ze dvou komplementarnich fetézci nukleotidi  stocenych do dvousroubovice.
Komplementaritou fetézcli se rozumi pravidlo pro parovéani nukleotidi ve dvouvlaknové
struktuie DNA, kde A se paruje dvéma vodikovymi vazbami s T a G se paruje tiemi

vodikovymi vazbami s C (Alberts, 2008).

DNA se nachazi v jadife a mitochondriich bunky, zatimco RNA v jadérku
a cytoplazmé. Linearni potfadi nukleotidi v DNA koduje genetickou informaci buiiky.
Funkce DNA spociva v uchovani genetické informace a u kazdého jedince je jedine¢na
a nemeénna. RNA vznikd ptepisem DNA procesem zvanym transkripce a slouzi predevsim
jako ptedloha pro syntézu proteinti (procesem translace), potifebnych pro zachovani bunécné

struktury a funkei (Alberts, 2008).

V eukaryotnich jadrech se nachdzi chromatin, ktery je tvofen DNA, histonovymi
proteiny a dal§imi podpirnymi proteiny. Kolem histonovych oktamert se vine
DNA a formuje tak nukleozom. Histony chrani segment DNA v nukleozomu od §tépeni
specializovanymi enzymy, zvanymi endonukleazy. Chromatinové vlakno se tedy sklada
z DNA vlékna, jez je v pravidelnych intervalech oto¢eno okolo histoni. Nukleozomovy

fetézec je smotavan do zavitl (solenoidil) a solenoidy jsou misty pfichyceny na proteinové

18



leSeni, coz dava vzniknout zahybtm. Tato struktura se nasledné staci a formuje chromozom

(Snustad, Simmons, 2015).

Obrazek 1 Riizné urovné sbaleni DNA v chromozomech

' Metaphase
&  chromosome 11-nm
4 30-1m nuclepsomes
chromatin
__—Tiber

\ (\\Q] molecue
\ J J

2-nm DNA

el

el

Zdroj: Snustad, Simmons, 2011

Geneticka informace lidské somatické buriky je ulozena ve 23 parech chromozomtl.
Pohlavni haploidni buiky obsahuji pouze 23 chromozomi — obsahuji jednu sadu
chromozomi. Vajicko a spermie po splynuti piispivaji svou sadou chromozomu ke tvorbé

nového diploidniho jedince (Alberts, 2008; Snustad, Simmons, 2015).

1.1 Mutace DNA

Genetick¢é zmeény akumulované béhem miliontt let evoluce nam pomohly
se prizpisobit proménlivym podminkam, nicméné z kratkodobého hlediska jsou mutace
predevsim v kddujicich oblastech DNA, kdy dochazi ke zméné ve struktufe vysledného
proteinu. Zména i v jediném nukleotidu v fetézci DNA mutiZze mit katastrofalni nasledky.
Proto je dulezitd geneticka stabilita, kterd je docilena pfesnou replikaci DNA a opravou
ruznymi vlivy. Mezi nejcastéjsi vlivy, zptisobujici poskozeni DNA, patii: ionizujici zafeni
(fyzikalni), radikalové iniciatory (chemické) nebo virové infekce (biologické). Mutace
z dlouhodobého hlediska vlivem pfirozené selekce napomahaji k evolu¢nimu vyvoji daného
organismu, ale mutace v genech, zapojenych do zasadnich bunécnych procesii jako je
bunécéné déleni nebo diferenciace, mohou zplisobit vazna onemocnéni, zejména nadorova

(Alberts, 2008).

Samotna mutace se tyka jakékoliv nové vzniklé nebo dédi¢né zmény v genotypu
jedné bunky (nové vznikla somaticka mutace) nebo celého organismu (germindlni dédi¢na
mutace). Somatické, nové vzniklé (de novo), mutace se mohou vyskytnout v jakékoliv
jaderné¢ bunice a v jakékoliv fazi bunétného cyklu. Mutace se déli na germinalni,
které¢ jedinec dédi z bun€k zarodec¢né linie od svych rodict (vajicka nebo spermie)
a somatické mutace, tykajici se somatickych neboli nezarodecnych bunck a vznikaji
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v pribéhu zivota. Pokud dojde k mutaci v somatické bunice, vysledny mutagenni fenotyp
se vyskytne pouze u potomkl této bunky a nebude pfenasena ptes pohlavni bunky
na potomstvo. Mutace miiZze byt i zpétna (reverzni), kdy dojde k obnove ptivodniho fenotypu
diky druhotné mutaci. Mutace v genotypu organismu zahrnuji také zmény v poctu
a struktufe chromozomi (chromozomalni aberace). Mutace zahrnujici zmény
ve specifickych mistech v genu na rovni jednoho nukleotidu jsou oznac¢ovany jako bodové
mutace, jez zahrnuji zdménu (substituci) jednoho nukleotidu za jiny, vlozeni nového
nukleotidu (inzerci) nebo ztratu (deleci) jednoho ¢i n€kolika nukleotidovych parti (Snustad,

Simmons, 2015).
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2 TEKUTE BIOPSIE

Biopsie je proces odbéru zivé tkané ¢i bunek. Vzorek tkan¢ je nasledné vyhodnocen
cytologickymi, histologickymi, histochemickymi nebo molekularné genetickymi metodami.
Tekuta biopsie je termin vytvofeny k popisu takovych diagnostickych postupti, provadénych
na tekutém biologickém materidlu, nejcastéji ze vzorku krve. Tekuta biopsie byla prvné
zavedena pro ucel analyzy cirkulujicich nddorovych bunck (CTC) arychle se rozsitila
na cirkulujici nddorovou DNA (ctDNA) a dalsi produkty odvozené od nadoru. Mezi né patii
cirkulujici nadorové onkoproteiny, onkometabolity, cirkulujici volnd RNA (cfRNA -
kédujici 1 nekodujici) nebo nadorové extracelularni vacky (napiiklad exosomy).
Z cirkulyjicich vacki, jako jsou exosomy, mikrovezikuly nebo apoptoticka téliska lze
analyzovat dale zminénou ctDNA, cfRNA a rizné glykoproteiny a antigeny. Ptikladem
miize byt prostaticky specificky antigen (PSA) nebo karcinoembryonalni antigen (CEA)
(Alix-Panabiéres, Pantel, 2021; Kustanovich et al., 2019; Salvi et al., 2016).

Problematika tekutych biopsii zaujima velmi aktivni oblast vyzkumu. Vzhledem
k velmi nizkym koncentracim cirkulujicich analyti, CTC i ctDNA v periferni krvi,
predstavuje tento typ materidlu vyzvu pro jakykoliv analyticky systém. Predstavuje vSak
slibny neinvazivni pfistup, diky kterému by mohlo dojit k pfekonani nedostatkti v soucasné
onkologické diagnostice. Nabizi se ptiklad uziti tekutych biopsii k rychlé a ¢asné detekci
naddoru, ktery by vedl kbrzkému lécebnému zakroku, zabranujici dalSimu
nekontrolovatelnému déleni postizenych bun€k nebo jejich infiltraci do okolnich tkani (Alix-
Panabieres, Pantel, 2021). Tekuté biopsie jsou pfitazlivou variantou diagnostiky oproti
klasické tkanové biopsii. Casto omezena dostupnost nidoru a stim spojené invazivni
postupy nezbytné pro ziskani tkan¢ vedou ke zvySenému riziku komplikaci spojenych
s vykonem odebrani tkané. Tekuté biopsie vSak stdle stoji na svém pocatku, a aby
se umoznilo rozsifeni potencidlnich aplikaci tekutych biopsii v rutinni klinické praxi, je

zapotiebi dalsiho vyzkumu jak na zakladni, tak aplikované urovni (Ili¢, Hofman, 2016).

2.1 Volna cirkulujici DNA

2.1.1 Historie
Volna cirkulujici DNA byla prvné objevena jiz v roce 1948 v lidské krvi (Mandel,

Metais, 1948), nicméné roky nebylo tomuto tématu davana vétsi pozornost. Pozdéji byla

DNA detekovana v séru a plazmé pacientli s onemocnénim systémovy lupus erythematodes
(SLE) (Tan et al., 1966). AvSak az o néco déle byly objeveny zvySené hladiny DNA v krvi
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pacienti s rakovinou (Leon et al., 1977). Vroce 1987 byla prokdzana ptitomnost
specifickych fragmenti DNA, které pochazely z krve pacientli s riznymi typy nadord
(Stroun et al., 1987). Tento objev podnitil fadu dalSich vyzkumi pro hledani DNA ukazateld
pro specifické typy rakoviny nejen z plazmy a séra, ale iz jinych télesnych tekutin (napiiklad
ze slin, moc¢i nebo sputa). Jako dalsi dulezité zjisténi bylo prokdzani fragmentt fetalni
DNA v krvi te¢hotnych zen (Lo et al., 1997). Diky tomuto zjisténi bylo mozné vyvinout jiz
od invazivniho odbéru plodové vody (amniocentézy), a které umoznuje genetické testovani

jesté nenarozeného plodu (Gahan et al., 2022).

2.1.2 Charakteristika cfDNA
Jedna se o extracelularni molekulu DNA, ktera byla uvolnéna z bunky a vyskytuje

se ve formé fragmentl. Délka fragmentt se velmi lisi na zakladé mechanismu fragmentace
a mechanismu uvolnéni DNA do cirkulace. Délka fragment se pohybuje se od 40-200 part
bazi (bp), s vrcholem okolo 166 bp. Piedpoklada se, Ze vétsina cfDNA, nalezena u zdravych
a nemocnych jedincl, je uvoliovana béhem programované bunétné smrti — apoptozy.
Nékteré fragmenty ale mohou byt dlouhé az tisice bp, coz je povazovano za dasledek
nekrotické bunécné smrti. Vysoky podil cfDNA pochédzejici z nadord je vSak vice
fragmentovany, s fragmenty mensimi nez 100 part bazi. Polocas ¢cfDNA v cirkulujici krvi
se odhaduje od nékolika minut do 1-2 hodin a je zavisly na né€kolika faktorech. Jedna
se 0 asociaci s molekularnimi komplexy, které brani rychlé degradaci cfDNA (Kustanovich
et al., 2019; Kubaczkova et al., 2015). Degradace je zplsobena aktivitou cirkulujicich
enzymi, napiiklad DNazy I, kterd nepfimo koreluje s koncentraci cfDNA u pacientti
s nékterymi typy nadorovych onemocnéni (Tamkovich et al., 2006; Cherepanova et al.,

2008).

2.1.3 Piivod cfDNA v organismu
Za hlavni zdroje cfDNA v organismu jsou povazovany: apoptoza, nekroza a aktivni

sekrece (naptfiklad vypuzeni jader zranim erytroblastu nebo aktivni uvoliiovani
extracelularnich vacki). Byly popsany dalsi mechanismy uvoliiovani DNA, naptiklad
fagocytdza a uvolnovani extraceluldrni pasti neutrofilnich granulocytarnich leukocytt
(NET6za) (Grabuschnig et al., 2020; Thierry et al., 2016). Mezi zdroje cfDNA vSak spada
inenddorové patologické stavy, jako jsou lokalni infekce, systémové infekce (septické

stavy) ale i organové transplantace (Van der Vaart, Pretorius, 2008).
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Studie prokazaly v krevni plazmé ¢i séru také pritomnost malé extrachromozomalni
cirkularni DNA (eccDNA), mikroDNA, jednovlaknové DNA, virové, bakteridlni nebo
ptitomnost potravinové (rostlinné a masné¢) DNA (Kustanovich et al., 2019). Bylo téz
prokazano, Ze ctDNA uvolnéna z kultivovanych nadorovych bunék koreluje s procentem
bungk ve fazi G1 bunéného cyklu, nikoliv s irovni bunééné apoptozy a nekrozy. Faze Gl je

nejdelsi usek bunééného cyklu a jedna se zejména o fazi bunééného ristu (Kong et al., 2017).

2.1.3.1 Apoptoza

Jednd se o fyziologickou programovanou bunéfnou smrt, vyvolany aktivaci
cysteinovych proteaz (kaspaz) a poté jadernych endonukleaz. Studie naznacuji, ze hlavnim
zdrojem cfDNA v normalnich i nemocnych tkanich je apoptoéza. Na zacatku tohoto procesu
se bunky zaokrouhli, ztraceji kontakt se svymi sousednimi buiikami a zmensuji se. Dochazi
ke zhrouceni a puknuti jadra. Vytvareji se apoptoticka teliska, coz jsou fragmenty buiky
obalené¢ bunétnou membranou, které jsou nasledné¢ pohlceny fagocytdézou. Pritomnost
apoptickych bunék je kratkodoba. Ugel tohoto procesu je odstranit nezadouci buiiky
z diivodu udrzeni homeostazy (Vaux, Strasser, 1996; Aucamp et al., 2018; Suzuki et al.,
2008; Orrenius, 2004).

2.1.3.2 Nekroza

Nekroza, téz znama jako onkoza, je vétSinou patologicky proces ndhodné bunécéné
smrti, béhem které se ztraci bunéény potencial produkce a regenerace energie, coz vede
k otoku a rozpadu buné¢k a organel. Nekr6za muze byt téz jako alternativni proces odstranéni
nadorovych bunék, které inaktivovaly apoptézu (Viorritto et al., 2007; Yang et al., 2015).
Jedna se o nevratny proces, vyvolany nejcasteji extrémnimi podminkami vnéjSiho prostiedi,
vedouci k rozsahlému otoku tkan¢, prasknuti bunééné membrany a vyliti bunééného obsahu,
zpusobujici zanétlivou reakci (Syntichaki, Tavernarakis, 2002). Nejcasté&jsi priciny nekrozy
jsou fyzikdlni vlivy a expozice chemickymi latkami, déale pak ischémie, poruchy imunity
a infek¢ni agens. Nekrdza nastava rychleji nez apoptdza a vysledné odstranéni nekrotickych
bungk je pomalejsi (Syntichaki, Tavernarakis, 2002; Viorritto et al., 2007; Van der Vaart,
Pretorius, 2008).

2.1.3.3 Aktivni uvolriovdani
Studiemi bun¢k v laboratorné¢ navozenych kultiva¢nich podminkach bylo zjisténo,
ze aktivné rostouci zdravé a maligni bunky mohou vylucovat nukleové kyseliny

do kultiva¢niho média, zatimco mrtvé bunky tuto schopnost nemaji (Aucamp et al., 2018;
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Choi et al., 2004). Téz bylo zjisténo, ze nékteré lymfocyty a kultivované bunééné nadorové
linie, vcetné linie HL-60 (bunky lidské leukémie), nejen ze jsou schopné spontanné
uvoliiovat nukleoproteinovy komplex v ramci homeostazy, ale také prednostné uvoliovat
nove syntetizovanou DNA (Stroun et al., 2001; Abolhassani et al., 1994). V soucasné dob¢
se nejvice uvadi dva mozné mechanismy aktivni sekrece — cfDNA je zapouzdiena v malych,
bunécnou membranou obalenych vaccich a uvoliiovana prostfednictvim exosomové drahy
(exosomy popisuji nejmensi extracelularni vezikuly, vylu€ované vétSinou bunck
aodpovédné za mezibunéénou komunikaci). Druhym aktivnim mechanismem je
cfDNA uvoliovana cestou zavislou na amfizomech (amfizom je hybridni organela, ktera
vznika splynutim organely endozomu nebo multi-vezikularniho téliska s autofagozomem)

(Hu et al., 2021; Thakur et al., 2014; Jeppesen et al., 2019).

Rakovinné buiiky jsou schopny uvoliiovat exosomy aktivnéji nez normalni bunky.
Slouzi ke komunikaci s dal§imi rakovinnymi buiikami, ovliviiuji nddorové mikroprostiedi

a maji vliv na vznik metastaz (Chen et al., 2018; Ilkhani et al., 2020; Huang et al., 2018).

2.2 Extracelularni vacky

Jedna se o soubor vacka/vezikul aktivné uvolnovanych z bunék, které jsou
ohraniCeny lipidovou dvojvrstvou a nemohou se replikovat — neobsahuji funk¢ni jadro. Lze
je nalézt v riznych télnich tekutinach a jsou povazovany za mediatory bunécné komunikace,
schopné prendset Sirokou skalu biologicky aktivnich molekul, jako jsou naptiklad cytokiny,
zanétlivé mediatory nebo mikro RNA (miRNA). Obsah téchto vacki mize slouzit
jako potenciondlni biomarkery pro riznd nadorova onemocnéni, procesy vznikajicich
metastaz, obezity, kardiometabolickych onemocnéni atd. Dnes jsou nazyvany souhrnné
extracelularnimi vezikuly, nicméné na zaklad¢ jejich velikosti je miizeme délit na — exosomy
s primérem <100 nm, mikrovezikuly (mikrocastice) s velikosti od 100-1000 nm

a apoptoticka téliska >1000 nm (Bazzan et al., 2021; Gyorgy et al., 2011).

Exosomy a mikrovezikuly byly zpocatku chépany jako prostfedek, diky
kterym se buiika zbavila nezadoucich proteinti, lipidi a RNA (zejména miRNA a mRNA)
(Théry, 2011). Na zéklad¢ dnesnich dat byla tato mySlenka zpochybnéna a nyni se ma za to,
7e je buniky pouzivaji jako takzvané posly k uplatnéni specifickych ucinki na své prostiedi
(Kahlert, Kalluri, 2013). Exosomy se vytvareji procesem vnitiniho puceni v Casnych
endozomech, pozd¢ji tvoii multi-vesikularni téliska, ktera splynou s buné¢nou membréanou

auvolni se vpodobé exosomid do extracelularniho prostfedi. Ve vétSin¢ pripadi
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jsou exosomy produkovany a uvoliiovany po aktivaci receptoru na bunééném povrchu
(Cocucci et al., 2009). Jejich vnitini sloZzeni neni pouhou kopii cytosolického obsahu,
ale meéni se v reakci na riizné podnéty. Zda se, ze se zde uplatituje molekularni heterogenita,
kde vnitini sloZeni exosomil neni zavislé pouze na typu buiky, ale mize se liSit na zaklad¢
puvodu rodicovskych bunék. Mikrovezikuly vznikaji takzvanym ustipnutim z bunétné

membrany (Bazzan et al., 2021; Laulagnier et al., 2005; Smith et al., 2015).

Na zaklad¢ exprese specifickych ukazatelli na povrchu exosomd, je mozné detekovat
tetraspaninové proteiny jako jako CD63, CD81 nebo CD9 (Bazzan et al., 2021; Pospichalova

et al., 2015). Mikrovezikuly maji hlavni proteinové markery integriny, seriny a CD40
(Carnino et al., 2019).

Obrazek 2 Biomarkery uvolniované do krve z nadoru

1. Cell-free DNA
2. Circulating tumor cells
3. Exosomes and micro vesicles

Zdroj: Alix-Panabieres et al., 2011, upraveno

25



3 VYUZITI VOLNE CIRKULUJICI DNA V KLINICKE
PRAXI

Stanoveni hladiny cfDNA je pomérné slozité vzhledem k jeji nizké koncentraci
v tekuté biopsii. U zdravych osob se pohybuje v rozmezi 0 az 100 ng/ml. Apoptické buiky
a cfDNA jsou u zdravych jedinct rychle odstranovany. Eliminaci cfDNA zajistuji ledviny,
jatra, slezina nebo lymfatické uzliny. Stézejni faktor je, ze cfDNA je uvoliiovana do krevniho
fecisté z riznorodych zdrojt, véetné CTC, primarniho nadoru, mikrometastatickych lozisek
a zdravych bunek, mezi které néalezi stromalni a hematopoetické bunky. V krvi pacienta
tedy cirkuluje jak zdrava, tak nadorova DNA (Kustanovich et al., 2019; Schwarzenbach,

2013; Schwarzenbach et al., 2011).

U patologickych stavli byva koncentrace cfDNA zvySend, zejména u nadorovych
onemocnéni. Zde mize byt hladina vétsi nez 1000 ng/ml. Vyrazné rozdily jsou v hladinach
ctDNA mezi pacienty s riznymi typy nadorti. Mnozstvi cfDNA v krvi mlze zaviset
na velikosti primarniho nadoru nebo pfitomnosti metastaz. Bylo také pozorovéno,
ze pacienti s nadorem v raném stadiu ¢i s benignimi 1ézemi maji niz$i hladinu
cfDNA ve srovnani s pacienty s pokro¢ilym nebo metastazujicim nadorem srovnatelné
velikosti (Kustanovich et al., 2019; Zill et al., 2018; Bettegowda et al., 2014). Dale mtize byt
hladina cfDNA zvySend v téhotenstvi, po organové transplantaci, pii sepsi nebo pfi
zanétlivych procesech (Swarup, Rajeswari, 2007). Docasn¢ vzrustd hladina cfDNA
i po vysoké fyzické zatézi, nicméné opét velmi rychle dochazi k normalizaci (Hummel et al.,
2018). Dulezité se zda byt sledovani kinetiky koncentrace cfDNA, jelikoz jeji hladina neni
stabilni, ale kolisad (Fleischhacker, Schmidt, 2007; Stroun et al., 1987). Bylo zjisténo,
7e u pacientll, ktefi neodpovidaji na 1é¢bu, neni pozorovana zadna zména hladiny cfDNA,
zatimco u pacientll odpovidajicich na lé¢bu hladina cfDNA klesd. Na zaklad¢ studie doslo
ke zjisténi, ze radiacni terapie mize vést ke snizeni hladiny cfDNA (az 0 90 %) v plazmé
pacientti s nadory, i pfes vznikajici nekrézu (Leon et al., 1977; Kustanovich et al., 2019;

Fleischhacker, Schmidt, 2007).

Kratky polocas cfDNA (15 minut az 2,5 hodiny) je vhodny pro analyzu
cfDNA v ,realném case”, coz usnadnuje hodnoceni lécebné odpovédi a dynamické
hodnoceni stavu postizené tkan¢. Mezi metody, kterymi lze stanovovat cfDNA patii zejména
polymerazova fetézova reakce v redlném case (real-time PCR), a digitalni kapkova

polymerazova fetézova reakce (digital droplet PCR, ddPCR). Dale lze uplatiiovat pro
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analyzy ctDNA sekvenovani nové generace (NGS) (Gahan et al., 2022; Oberhofer et al.,
2022).

3.1 Cirkulujici nadorova DNA

Oznacuje Cast cfDNA, kterd pochdzi z rakovinnych bun€k a zpravidla se sklada
z fragmentd o délce <145 parl bazi. Je zodpovédna za podstatné vyssi koncentrace
cfDNA v plazmé Casto pozorované u pacientl s rakovinou. Zaroven se hladiny ctDNA 1isi
hladiny ctDNA do krevniho fecist¢ pravdépodobné diky hematoencefalické bariéie
(Mouliere et al., 2011; Thierry et al., 2016; Tivey et al., 2022). Krom¢& nadord CNS, je
detekce ctDNA v krvi pomérné naro¢na u meduloblastomi a u nadort ledvin, prostaty nebo
Stitné zlazy. Na druhou stranu lze ctDNA snadno detekovat ve vzorcich pacientt
s pokrocilou fazi naptiklad rakoviny vajecnikt, jater, tlustého stfeva, plic a slinivky bfi$ni
(Bettegowda et al., 2014). Bylo také zjisténo, Ze existuji variace v rdmci stejného typu
rakoviny v zavislosti na histologii nddoru. Napftiklad u rakoviny plic bylo zjisténo vyssi
procento detekce ctDNA u dlazdicovych nadorii ve srovnani s adenokarcinomy (Zhang et
al., 2019). Nadory s ur€itymi zménami, jako jsou mutace TP53 (strdZzce genomu, senzor
poskozeni DNA) a nartist poctu kopii, maji zvySené uvoliiovani ctDNA. Muze to byt
zpusobeno zvySenou metabolickou aktivitou nebo bunécnym obratem. V tomto ohledu
se predpoklada, ze poskozeni TP53 jsou markery agresivity a Spatné prognézy (Lam et al.,

2021; Sanchez-Herrero et al., 2022).

Cirkulujici nadorova DNA se stale Castéji pouzivd jako biomarker pro vedeni
klinického rozhodovani, coz vede k lepsi diagnoze, hodnoceni nejlepsi 1é¢by a sledovani
onemocnéni. Doslo diky ni ke zlepSeni klinickych vysledki u nékterych typt rakoviny,

jako je nemalobunécny karcinom plic a karcinom prsu (Pessoa et al., 2020).

3.2 Prenatalni diagnostika

Diky studiim zroku 2008, analyza cfDNA ziskand z matefské plazmy nalezi
v soucasné dobé¢ k Siroce pouzivanym screeningovym testim pro detekci chromozomalnich
aneuploidii, mezi které¢ nejCastéji patii trizomie chromozomu 21 (Downlv syndrom),
trizomie chromozomu 18 (Edwardstiv syndrom) a trizomie chromozomu 13 (Patautiv
syndrom). Pouziva se téZ jako screeningovy test pro uréeni pohlavi plodu a pro detekci

aneuploidii pohlavnich chromozomti (Chitty et al., 2018; Fan et al., 2008; Chiu et al., 2008).
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Bezbunécna fetalni DNA (cffDNA) je reprezentativni pro cely fetdlni genom.
Testovaci centra maji tak piistup k fetdlnimu genomu prostiednictvim neinvazivniho odbéru
zilni krve. cffDNA pochazi z placentarnich trofoblastickych bunék, ktera je vyluCovana
do matetského krevniho obéhu ve vysoce fragmentované form¢ a je detekovatelna
jiz od 4. tydne téhotenstvi (Hanson et al., 2022; Gai et al., 2021). Kromé neinvazivniho
hlediska ziskavani cffDNA je dalsi vyhodou této metody stadium téhotenstvi, ve kterém lze
vzorky ziskat. VétSinou se invazivni metody provadéji od 11. tydne téhotenstvi, zatimco
spolehlivé hladiny cffDNA pro neinvazivni klinické testovani lze teoreticky ziskat zhruba
od 7. tydne tehotenstvi, jako je tomu v pfipadé¢ stanoveni fetdlniho pohlavi (Hanson et al.,
2022; Hill et al., 2012). cffDNA je specificka pro probihajici t€hotenstvi, jelikoz dochazi

k jejimu odstranéni z matetského ob&hu kratce po porodu (Lo et al., 1999).
3.3 c¢fDNA a civilizaéni nenadorova onemocnéni

3.3.1 Obezita
Obezita je charakterizovana nadmérnym télesnym tukem v disledku kalorické

nerovnovahy. Roli hraji také dalsi faktory, a to genetické, dietni a socioekonomickeé faktory.
ZvySeny télesny tuk zvySuje hladiny prozanétlivych cytokinii a nasledkem nastava
chronicky zanét, ktery vede k apoptdze bunék a nekroze tkani. Nasledkem tohoto procesu
miize dojit k negativnimu ovlivnéni zdravi jedince a zptisobit vysokeé riziko rozvoje riznych
onemocnéni. Proces systémového zanétu spojeného s metabolickou dysfunkei vyskytujici
se u obéznich jedinct,, mize prispivat ke zvySenému uvoliiovani cfDNA do krevniho fecisté

(Camuzi Zovico et al., 2020; Weisberg et al., 2003; Schmidt et al., 2005).

3.3.2 Kardiovaskulirni onemocnéni
Koncentrace volné cirkulujici DNA se zvySuje v dusledku kardiovaskularniho

onemocnéni véetné hypertenze a infarktu myokardu (Polina et al., 2020).

Hypertenze je chronicky stav spojeny s vysokym rizikem Gmrtnosti. Na zakladé
studii je naznaCovana silnd souvislost mezi zanétem a hypertenzi. Predmétem diskuse
zustava, zdali je zanét zdrojem nebo vysledkem zvySeni krevniho tlaku. ZvySené hladiny
cfDNA jsou spojovany s mnoha kardiometabolickymi rizikovymi faktory, naptiklad
zvySené hladiny cholesterolu. B€hem hypertenze jsou tkané a organy dlouhodobé vystaveny
Skodlivym faktorim, jako je naptiklad oxidacni stres (Polina et al., 2020; Jylhdvi et al.,
2014). Oxidac¢ni stres muze zpusobit poskozeni genomové DNA, coz miiZze vést k uvolnéni

cfDNA do krevniho fecisté. Studie ukazuji, ze vyssi hladina cfDNA v krvi mize byt
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znamkou poskozeni cévniho endotelu. To naznacuje, ze cfDNA by mohla byt pouzita jako
novy zpusob sledovani progrese hypertenze na molekularni urovni (Ermakov et al., 2013;

Polina et al., 2020).

Studie ukazuji, ze hladina cfDNA v krvi se u pacientti s infarktem myokardu zvysuje
az 50krat ve srovnani se zdravymi kontrolami. V plazmé pacienti s infarktem myokardu
koreluje cfDNA s dobfe zavedenymi ukazateli nekrdzy, jako jsou srdecni troponiny, enzym
kreatinkindza a C-reaktivni protein (CRP). Vysoké hladiny cfDNA a nekrotickych ukazateld
jsou casto spojeny s vaznéjsim poSkozenim srde¢niho svalu. To naznacuje, Ze mnoZzstvi
uvolnéné cfDNA muze byt ukazatelem zavaznosti poskozeni srde¢niho svalu (Polina et al.,

2020; Zemmour et al., 2018).

3.3.3 Diabetes mellitus 2. typu
Diabetes mellitus 2. typu, nejbéznéjsi typ diabetu, je chronické metabolické

onemocnéni, které je charakterizovano poruchou glukézové homeostazy. Tato porucha
je zpusobena kombinaci faktorti, véetné nedostate¢nou funkci beta pankreatickych bunék (-
bunék), inzulinové rezistence a chronického zanétu. Ke vzniku a progresi tohoto onemocnéni
ptispiva zvysena apoptdza -bunck pankreatu a snizend funkéni kapacita zbyvajicich bunék.
Standartné zavedené ukazatele pro monitorovani kompenzace diabetu mellitu 2. typu, jako
je hladina glykovaného hemoglobinu (HbAlc), neni schopny soudrzné a neinvazivné
detekovat ¢i monitorovat probihajici destrukci B-bunck v ostriivcich pankreatu. Vzhledem
k tomu, Ze pocet lidi s timto onemocnénim celosvétove neustale roste, je potfeba vyvinout

minimalné invazivni biologické ukazatele (Karaglani et al., 2022).

Bylo zjisténo, ze hladiny cfDNA nejsou rozdilné mezi zdravymi jedinci a pacienty
s diabetem. Nicméné¢ bylo zjisténo, ze pacienti s vice nez 14 lety diabetu vykazuji vyznamné
vys$$i hladiny cfDNA nez pacienti s kratsi dobou diagnostikovaného diabetu (Karaglani et
al., 2022).

3.3.4 Cévni mozkova prihoda
Cévni mozkova ptihoda je celosvétové druhou nejcastéjsi pricinou umrti a hlavni

ptic¢inou invalidity. Ischemicka cévni mozkova ptihoda je poranéni tkané zptisobené okluzi
tepny zasobujici mozek. Toto poSkozeni mozku vede k uvolnéni ¢fDNA, molekularniho
vzoru spojeného s poskozenim, ktera se vaze na receptory na imunitnich buikach.

Molekularni vzory spojené s poskozenim (Damage associated molecular patterns, DAMP)

NS4

29



mrtvici maji vétsi imunitni odpovéd’ na poranénou tkan, a to mize zahrnovat zvySené
uvolnovani c¢fDNA. Vzhledem kexistenci velkého mnozstvi riznych molekul
DAMP uvolnénych do obéhu po cévni mozkové piihodé, je vyuziti jejich hodnoty
jako neinvazivnich biomarkert k diagnostice cévni mozkové ptihody stale cilem velkého
mnozstvi praci v oblasti vyzkumu biologickych ukazatelti cévni mozkové piihody (Roth et

al., 2023).

3.4 cfDNA a nadorova onemocnéni

Laboratorni diagnostika nadorového onemocnéni je obvykle provadéna tadou
multidisciplinarnich ~ metod, mezi  které nalezi  cytologické, histologicke,
imunohistochemické, cytogenetické, molekularn¢ genetické, imunoanalytické nebo

biochemické metody.

V soucasné dob¢ jsou v klinické praxi z krevniho séra Casto a Siroce stanovované
hladiny biomarkerii jako karcinomovy antigen 125 (CA-125), karcinoembryondlni antigen
(CAE), karcinomovy antigen 19-9 (CA19-9) nebo prostaticky specificky antigen (PSA).
Tyto biomarkery maji obecné nizkou specifitu, a proto se neustale vyvijeji nové neinvazivni
biomarkery. Volna cirkulujici DNA obsahuje specifické zmény souvisejici s nadorem,
jako jsou mutace a modifikace nukleovych bazi (napiiklad metylace nukleotidl, zejména
cytosinu). Analyza ctDNA umoznuje v n€kterych ohledech nahrazeni tkanové biopsie
z diivodu snadného opakovani jeji analyzy v Case, umoziujici nenaro¢né sledovani nadorové
zatéze, odpoveédi na lécbu a Casnou identifikaci relapsu nemoci. Molekularné biologicka
charakterizace ctDNA u nddord s definovanou genetickou zménou ma velky potencial
pro klinické laboratofe zejména pro Casnou diagnostiku a sledovani minimalni rezidualni

nemoci (MRD) (Salvi et al., 2016).

3.4.1 ctDNA jako nastroj sledovani u¢inku lécby
Mnohé studie popisuji korelaci hladin ctDNA s nadorovou zatézi. Dynamika

ctDNA tak mutze byt pouzita jako nastroj pro sledovani lécebné odpovedi. Zda se,
ze cytotoxicke terapie (chemoterapie), obecné zvysuji hladiny cfDNA v disledku zvyseného
bunééného rozpadu. Naopak cytostaticka 1éCba (zastavujici déleni bunck) neovliviuje
tak zdsadn¢ hladiny ctDNA (Sanchez-Herrero et al.,, 2022). Pacienti s chirurgicky
odstranénymi nadory vykazuji po operaci prudky pokles hladiny ctDNA (Diehl et al., 2008).
Avsak hladiny nespecifické ¢cfDNA, v disledku poranéni okolni tkan¢ béhem operace pii

odstranéni nadoru, se obecné zvySuji. Vyvstava tak otazka po potiebé stanovit vhodny
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casovy bod pro odbér tekuté biopsie po takovychto zakrocich. U nékterych nadorovych
pacientli detekce ctDNA po resekci nadoru, chemoterapii nebo radioterapii umoziuje
naptiklad sledovani minimalni rezidudlni nemoci (MRD). ctDNA pfedstavuje moznost
detekovat volnou cirkulujici DNA bun¢k nadoru, které v organismu pietrvavaji po 1é¢bé.
Hodnoceni pfitomnosti takové DNA v krvi by pfispivalo ke stanoveni molekularni remise

(Sanchez-Herrero et al., 2022; Szpechcinski et al., 2012; Parikh et al., 2021).
3.5 Solidni nadory

3.5.1 Kolorektalni karcinom
Kolorektalni karcinom (CRC) ptedstavuje tfeti nejcastéjsi typ diagnostikovaného

zhoubného novotvaru. Preziti u této nemoci byva Spatné, zejména proto, ze vétSina jedincti
je diagnostikovana v pozdnich stadiich nemoci (Hao et al., 2014). Nadorové markery
pro tuto nemoc jsou CA19-9 a CEA, nicméné¢ ne u vSech pacientl je stanoveni na tyto
biomarkery prukazné (Ludwig, Weinstein, 2005). Na zakladé studie dosSlo ke zjisténi,
ze koncentrace cfDNA je u pacienti s primarnim CRC vyznamné vys$$i nez u zdravych
kontrol a pacientti se stfevnimi polypy. Zaroven hladiny cfDNA koreluji s vékem,
histologickou diferenciaci tkan¢ a stddiem naddoru priméarnich CRC. Vyssi hladiny byly také
nameéieny u pacientl s recidivou onemocnéni nez u operovanych pacientti. To naznacuje
prognosticky potencial cfDNA u CRC. Hodnoceni dynamiky koncentraci cfDNA ukazalo
pokles po chirurgické resekci nadorového loziska ve vSech pfipadech 20 az 120 dni

po operaci (Hao et al., 2014).

3.5.2 Nemalobunéény karcinom plic
Nemalobunécny karcinom plic (NSCLC) je celosvétové jednou z hlavnich pficin

umrtnosti v oblasti nadorovych onemocnéni a stale dochazi k diagnostice v pokrocilych
stadiich, coz vede ke Spatné prognoze. Mutacni analyza genu EGFR je v soucasné
dobé bézné provadénym testem u NSCLC v p¥ipadé terapie EGFR inhibitory (Capkova et
al., 2018). Na zakladé¢ mnoha studii se potvrdilo, ze 1écba EGFR inhibitorem by méla byt
zalozena na muta¢nim stavu EGFR, nikoli na klinickych charakteristikach. Jedna
se o vysoce specifickou a neinvazivni metodu (Luo et al., 2014). Analyza ctDNA je slibnou
metodou k detekci MRD, ktera je schopna detekovat relaps vyznamné diive nez rutinni

zobrazovaci metody (Chaudhuri et al., 2017).
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3.5.3 Karcinom prsu
Krevni biomarkery jako je CEA a CA 15-3 se pouzivaji v diagnostice rakoviny prsu,

nicmén¢ nedostatky téchto analytli jako nedostatecna citlivost a specifi¢nost, zptisobuji
komplikace. Jelikoz hladina ctDNA pfedstavuje miru naddorové zatéze, muze screening
ctDNA pomoci sledovat odpovéd’ nadoru na lécbu. Detekované mutace v ctDNA mohou
zjistit pripadnou rezistenci na 1éCbu nebo naopak senzitivitu nadoru na rizna
chemoterapeutika a pomoci tak identifikovat ucinnou terapii. V soucasné dobé neni
pro hodnoceni odpovédi béhem 1é¢by schvalena zadny test ztekuté biopsie, avSak
kombinace zobrazovacich technik s ctDNA muize prispét k lepSimu sledovani onemocnéni

(Liu et al., 2022; Hu et al., 2018).

3.5.4 Karcinom prostaty
Jedna se o nejcastéji diagnostikovany novotvar u muzil. Existuji biomarkery o rtizné

citlivosti a specifi¢nosti, které se rutinné pouzivaji pro diagnostiku a monitorovani tohoto
onemocnéni. Na zdklad¢ studie doslo ke zjisténi, ze vyuziti cfDNA je u této nemoci
omezené. Pacienti s pokrocilym metastazovanym karcinomem maji vysSsi koncentrace
plazmatické cfDNA, nez zdravé kontroly a muzi s lokalizovanym onemocnénim. Nicméné
mezi zdravymi kontrolami a pacienty s lokalizovanym onemocnénim nebyl pozorovan

zadny rozdil (Chen et al., 2021).

3.5.5 Karcinom pankreatu

Casna detekce karcinomu pankreatu miiZe vyrazné zlepsit miru preziti. U témét
neexistovala dostatecn¢ citliva a specifickd molekularn¢ genetickd metoda
pro ¢asnou detekci karcinomu pankreatu, avSak studie z roku 2023 uvadi test pro detekci 5-
hydroxymethylcytosinu v cirkulujici DNA. Bylo dosazeno 96,9% specifity a 66,7%

senzitivity, dokonce i u pacientd s ¢asnym stddiem nemoci (Haan et al., 2023).

3.5.6 Karcinom moc¢ového méchyie
Vétsinu karcinomt z prechodnych bunék je tvofeno karcinomy mocového méchyie.

Na rozdil od vzorkd krve, se pro vySetieni z tekutych biopsii nabizi mo¢, diky pfimému
kontaktu s bunkami (Koguchi et al., 2022). V soucasné dob& chybi biomarkery pro predikci
relapsu po chirurgickém odnéti organu s lé¢ebnym zamérem. Prediktivni biomarker maze
pomoci vybrat takovou volbu terapie, kterd by se jevila jako nejvice vhodnd a snizit
tak zbyteCnou zatéz pacienta (Soave et al., 2017). cfDNA ziskand z moce se jevi jako slibny

biomarker. Ukazuje se, ze mnozstvi cfDNA v moci je zavislé na délce fyzického kontaktu
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povrchu nadoru smoci. Byly prokazany vysoké koncentrace cfDNA u pacientl
s nejmensimi objemy moci. Na zaklad¢ analyzy byl nalezen vyznamny rozdil mezi zdravymi
kontrolami a pacienty se zhoubnym nadorem. U skupiny pacientl s nezhoubnymi nadory
a skupiny pacienti se zhoubnymi nadory vSak nebyl nalezen rozdil. Nicméné, skupina
nezhoubnych nadorti se liSila od skupin s vys$Simi stadii nadort zhoubnych, nikoli
vsak se stadii niz§imi. Kvantifikace ¢cfDNA z moce téchto pacientii by se tedy mohla
pouzivat jako dodate¢né vysetieni k béznym laboratornim testiim ke stratifikaci pacientli

(Brisuda et al., 2016).
3.6 Hematologické nadory

3.6.1 Leukémie
Molekularni profilovani leukémii je dualezité v souvislosti s vybérem terapie

a stratifikaci rizika. Méfeni minimalni rezidualni nemoci se provadi analyzou vzorki,
kdy pacient dosahl po 1¢€¢bé remise. Toto monitorovani se nejcasteji provadi z aspiratu kostni
dfen¢ a obnasi invazivni zédkrok pro odbér vzorku. Odbér periferni zilni krve a nésledna
analyza cfDNA umoznuje CastéjSi neinvazivni odbér vzorkil, a proto se stava koncovym

bodem novych klinickych studii v méfeni MRD (Short et al., 2020).

Vzorky plazmy ¢i séra jsou obohaceny o ctDNA vice nez u solidnich nadori,
jelikoz patologické leukocyty akutnich leukémii jsou v kontaktu s cirkulujici krvi.
Na zakladé¢ studii byly zjistény vyssi hladiny ctDNA u akutnich leukémii nez u zdravych
kontrolnich vzorkii. Z diivodu vyssi odolnosti leukemickych bun€k viici apoptdze, se Castéji
uvolnuji do cirkulace obecné delsi fragmenty ctDNA. Diky tomu se doslo k zavéru, ze vyssi

klinickou vyznamnost ma celistvost ctDNA, nez koncentrace (Gao et al., 2010).

U akutni myeloidni leukémie (AML) dochazi k nddorové transformaci prekurzori
hematopoetickych kmenovych bun¢k myeloidni linie. Vysledky studii naznacuji, ze pouziti
pouze ctDNA jako zdroj testovaného materialu, mize negativné ovlivnit detekci mutaci,
které¢ by byly jinak pfitomny v kostni dieni. Kostni dieit a ctDNA se mohou dopliovat
pti hodnoceni a monitorovani akutni myeloidni leukémie. Zejména pii pouziti NGS byly
v ctDNA nalezeny klinicky vyznamné mutace, které naopak nebyly pfitomné v kostni dieni.

Hlavni ptipadné uplatnéni cfDNA je tedy pti hodnoceni MRD (Short et al., 2020).

U lymfoidnich leukémii dochéazi k ovlivnéni tvorby a diferenciace lymfocyti.

NejcastéjSim onemocnénim do této kategorie spada chronickd lymfocytarni leukémie
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(CLL) a akutni  lymfoblasticka  leukémie (ALL). V ptfipadé CLL se jedna
o lymfoproliferativni malignitu B lymfocyti a postihuje predevsim dospélé jedince.
ALL se ¢astéji vyskytuje u déti (Kubaczkova et al., 2017). Vysledky studii predstavuji
vysoké hladiny ctDNA u ALL v pocatku diagnézy a po zahdjeni terapie rychle klesa.
Po zahgjeni 1écby hladiny ctDNA klesaji na hladiny zdravych subjektii (Schwarz et al.,
2009). Vsak molekularné genetickd analyza preskupeni nadorové specifického
imunoglobulinového tézkého fetézce genu IGH ze ctDNA, mize potencionalné slouzit pro
monitorovani 1é¢ebné odpovédi (Frickhofen et al, 1997). U pacientt s CLL je
ctDNA snadno detekovatelna, coz poskytuje ptilezitost pro komplexni genotypizaci nemoci.
Diky tomu by analyza ctDNA spole¢n¢ s dalsimi zavedenymi metodami mohla vést
k celkovému hodnoceni nemoci a piispét tak naptiklad k v€asnému odhaleni selhani terapie

(Yehetal., 2017).

3.6.2 Mnohocetny myelom
Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni postihujici terminalné diferenciované

B lymfocyty. Biopsie kostni dfen¢ (trepanobiopsie) poskytuje pouze omezeny molekuldrni
profil nereprezentujici vSechna nadorova loziska, zejména v ptitomnosti dalSich subklont
v jinych ¢astech kostni dfené i mimo kostni dfen. Jelikoz rizné subklony mohou reagovat
na lécbu odlisné je potfeba novych krevnich biomarkert (Kubaczkova et al., 2017).
Na zakladé studii bylo zjisténo, ze profil ctDNA je velice podobny s profilem aspiratu kostni
dien¢ (Allegra et al., 2022). ctDNA mize byt potencionaln¢ pouzita jako marker prognozy,
jelikoz snizené pieziti pacienti s MM koreluje s vétSim mnozstvim genetickych zmén
plazmatické DNA. I zde hladiny ctDNA v reakci na terapii klesaji. V tekuté biopsii jsou
ptitomny delsi fragmenty ctDNA pochézejici zejména z nekrotizovanych nadorovych bunek
po ucincich terapie (Vrabel et al., 2020). Vyssi hladiny ctDNA jsou pfitomny u pacientl
s mimodfenovym (extramedularnim) onemocnénim, oproti pacientim s dfefiovym
(medularnim) typem (Long et al.,, 2019). V soucasné¢ dobé nema cfDNA u tohoto
onemocnéni uplatnéni v hodnoceni minimalni rezidualni nemoci, i kdyz ptibyva dikazl
o jeji uziteCnosti a mozné budouci aplikaci (Allegra et al., 2022).
3.6.3 Lymfomy

Lymfomy jsou vyvolany nadorovou transformaci lymfocyti a standartné jsou
pro jejich diagnostiku vyuzivany biopsie tkani ¢i lymfatickych uzlin. Obzvlasteé problém
predstavuji lymfomy centrdlniho nervového systému. Tradicné pouzivané metody

k hodnoceni 1é¢ebné odpovédi maji sva omezeni, jako neschopnost detekovat onemocnéni
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na molekuldrni Grovni a zachyceni dynamickych nadorovych procesii. Lymfomové bunky
se takika nevyskytuji v krvi pacienta. To ztézuje klasické hodnoceni MRD na molekularni
urovni (Colmenares et al., 2022). VétSina studii dosla k zavéru, Ze koncentrace ctDNA je
obecné vyssi u pacientdl s lymfomy, nicméngé rozsah koncentraci je velice variabilni. Zaroven
ctDNA obsahuje zvySeny pocet somatickych mutaci, nez u zdravych kontrol (Lim et al.,
2021). Byla také zjisténa 85% shoda v mutacich mezi DNA, extrahovanou z lymfatickych
uzlin a ctDNA u difiizniho velkobunééného B-lymfomu (Bohers et al., 2015).
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4 METODY ZPRACOVANI A ANALYZY VOLNE
CIRKULUJICI DNA

Z dtvodu obvykle nizkych koncentraci cfDNA jsou vyzadovany metody s vysokou
analytickou senzitivitou a specificitou. Rizné dostupné metody pro ziskani naptiklad
CTC jsou zalozeny bud na detekci specifickych antigent, exprimovanych na povrchu
bunénych membran, nebo na fyzikalnich vlastnostech buné€k, jako je jejich velikost.
V soucasnosti se jako tekuté biopsie pouzivaji dalsi biomarkery pfenasené krvi, jako jsou
krevni desticky (trombocyty), bezbunécné nukleotidové ftetézce (cfRNA a cfDNA)
a extracelularni vacky. Trombocyty obsahuji rizné RNA transkripty a proteiny, které mohou
ovlivnit proces vyvoje metastaz (Best et al., 2015; Elazezy, Joosse, 2018). Nadorové buiky
vyuzivaji schopnosti tvofit aktivné extracelularni vacky a vyluCovat tak kddujici a nekodujici
RNA transkripty do ob¢hu (Heitzer et al., 2017). Ptikladem je karcinom prsu, kdy dochazi
exosomem zajistény pienos mikroRNA miR-105, ktery podporuje tvorbu metastaz (Zhou et

al., 2014).

4.1 Izolace cfDNA

Pro extrakci cfDNA z tekutych biopsii existuje n€kolik pfistupti. Mezi n¢ naptiklad
patiiizolace a obohaceni cfDNA pomoci kladné nabitych magnetickych kuli¢ek, které vazou
zaporn¢ nabitou fosfatovou kostru DNA. Kolonova extrakce a obohacovani cfDNA na bazi
vazebné afinity molekul DNA s pevnou fazi z oxidu kiemicitého a chemické extrakce
polymery nebo na bazi fenol-chloroformového Cinidla. Metoda na bazi oxidu kiemicitého
méa nevyhodu nizSich vytézki cfDNA z dlivodu céastecné ztraty fragmenti mensich
nez 150 para bazi. Oproti tomu metoda zalozena na separaci magnetickymi kulickami se zda

byt efektivnejsi pro zachyt kratSich fragmenti cfDNA (Elazezy, Joosse, 2018).

4.2 Kbvantifikace cfDNA
V soucasné dobé nalezi mezi nejpouzivanéjsi metody ke stanoveni koncentrace
DNA metody zalozené na spektrofotometrii, fluorimetrické detekci a nejpresnéjsi,

polymerazova fetézova reakce v realném Case (RT-PCR) (Li et al., 2014).

4.3 Molekularné geneticka analyza ctDNA
Celkové mnozstvi ctDNA muze tvotit pouze 0,01 % celkové cfDNA (Diehl et al.,
2005) s primérnou délkou fragmentt kratSich mensi nez 167 part bazi (Chen et al., 2020),

coz Cini detekci ctDNA naro¢nou, zejména v ranych fazich nadoru. Pro studium
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genomového materidlu nadoru pomoci tekuté biopsie se objevily dvé strategie. Prvni
je zalozena na sledovani rezidudlniho onemocnéni z periferni krve na zédkladé nadoroveé
specifickych mutaci zndmych z primarniho vzorku nadoru. Nevyhodu piedstavuje nutnost
znalosti genetického pozadi nddoru. Druhou moznosti je necileny molekularné geneticky
screening. Vyhodou je schopnost identifikovat zmény vyskytujici se béhem 1écby a bez
ptedchozi znalosti genetického pozadi primarniho nddoru. Nevyhodou tohoto pfistupu je
potieba vysoké koncentrace ctDNA z diivodu spolehlivé stanoveni nadorove specifickych

zmén (Elazezy, Joosse, 2018; Heitzer et al., 2017).

V soucasné dob¢& jsou analyzy ctDNA zaloZzeny zejména na sekvenacnich
technikach, PCR v redlném case, digitdlni PCR nebo metody oznacované jako BEAMing

(Chen et al., 2020).

Metoda BEAMing (beads, emulsions, amplifiaction and magnetics) za¢ind namnozenim
pfedem urcené¢ho useku DNA pomoci PCR. Vysledny produkt PCR se poté piidava
k modifikovanym magnetickym kulickam s oligonukleotidy (primery), rozptylenymi v oleji
za tvorby emulze. Po opétovné PCR reakci se provadi prodluzovani primeru s jednou bazi
nebo hybridizace se sondami specifickymi pro mutovanou DNA. Na zavér se pomoci
pratokové cytometriec kulicky se zachycenou mutaci detekuji a kvantifikuji. Jedna
se o metodu, ktera analyzuje vzdy jednu alelu genu. Vyhodou BEAMing metody je vysoka
citlivost pro detekci alel s nizkou frekvenci (Lauring, Park, 2011). Metoda BEAMing muze
hrat dtlezitou roli pfi monitorovani pacienta v ¢asovych intervalech. Napftiklad test
pro detekci mutaci v genu EGFR u pacienti s NSCLC, zalozeného na principu BEAMing
metody je velice atraktivni metodou pro predikei 1é¢ebné odpovedi na 1é¢bu (Scilla, Rolfo,

2019).

Mutace v c¢tDNA ze vzorkl tekuté biopsie 1ze detekovat riznymi pfistupy, které
nejcastéji zahrnuji testovani bud’ jednoho urcit¢ho genu (klasické PCR metody) nebo
testovani v rezimu multiplex (NGS). Sekvenovani nové generace piedstavuje komplexnéjsi
ptistup k analyze, ktera detekuje oblasti vice geni. Oblasti jsou hodnoceny soucasné pomoci
panelu genti, vyznamnych pro danou malignitu. Oproti PCR metoddm, NGS umoziuje

ziskat komplexnéjsi obraz z jediného vzorku (Scilla, Rolfo, 2019).
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PRAKTICKA CAST

5 CIL PRACE

5.1 Hlavni cil

Cilem teoretické Casti této bakalarské prace je sezndmeni Ctenaie s pojmem volna
cirkulujici DNA a jejiho laboratorniho stanoveni za ucelem casné diagnostiky, sledovani
odpovédi na lécbu ¢i monitorace vyvoje nejriznéjSich onemocnéni s diirazem kladenym
na onemocnéni nadorova. Cilem praktické ¢asti bakalaiské prace je stanoveni koncentrace
volné cirkulujici DNA z plazmy 15 pacientii s nddorovymi lymfoproliferacemi, lé¢enych

na Hematologicko-onkologickém oddéleni Fakultni nemocnice Plzen.

5.2 Dil¢i cile
1. Izolace cfDNA ze vzorki plazmy pacientt, léCenych pro hematoonkologicka
onemocnéni, z odbéri v Case diagndzy, po prvnim cyklu 1écby chemoterapii

a po druhém cyklu 1é¢by.
2. Kvantifikace cfDNA v jednotlivych vzorcich izolovanych z plazmy.

3. Vyhodnoceni namétenych hodnot a porovnani vysledkd s klinickymi parametry.

38



6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1.

Jaky je rozdil mezi koncentracemi izolované¢ cfDNA u pouzitych metod

kvantifikace?

Koreluje koncentrace izolované cfDNA v Case diagnozy s klinickym stadiem

onemocnéni?

Koreluje koncentrace izolované cfDNA po prvnim a druhém cyklu [écby

chemoterapii s odpovedi na lécbu?

Existuje vztah mezi koncentraci izolované cfDNA a etiologii pacientll, jako je veék

a pohlavi?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Do praktické ¢asti této bakalarské prace, probihajici ve spolupraci s Hematologicko-
onkologickym oddélenim Fakultni nemocnice v Plzni, byly zahrnuty vzorky plazmy
a klinickd data 15 pacientti s B-lymfoproliferativnim onemocnénim v rtiznych stadiich
nemoci. Konkrétné, 5 pacientti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL), 6 pacienti
s difiznim velkobunéénym B-lymfomem (DLBCL) a 4 pacienti s folikularnim lymfomem
(FL). Pacienti byli diagnostikovani v riznych klinickych stadiich nemoci, od nejméné
zavaznych (klasifikace 0-1) az po zavazna a velice zdvazna (4, IVA, IVB). Zatazeni pacienti
se skladali ze 7 muzli a 8 Zen ve véku od 59 do 88 let, pficemz primérny vek pacientd v dobé
diagnozy byl 75 let. 10 pacientll dosahlo po 1é€bé kompletni remise, 2 pacienti dosahli

stabilni nemoci a 3 pacienti dosahli ¢aste¢né remise.

Vsichni pacienti, zafazeni do studie, poskytli informovany souhlas s odbérem

a zpracovanim vzorkd krve k védecko-vyzkumnym tceltiim.

Tabulka 1 Informace o pacientech zarazenych do praktické casti

Identifikace .. .,  Klinické V&k v dobé LI
T Diagnoza stadium ity Pohlavi 1nd,lv1kcn1
1écbu
P24 CLL 0 70 Muz SD
P25 DLBCL IVB 83 Muz CR
P26 DLBCL IIE 72 Zena SD
P32 DLBCL 1B 64 Zena CR
P35 FL 1 82 Muz CR
P36 FL 4 77 Zena CR
P43 DLBCL IVA 88 Zena CR
P52 DLBCL I\Y% 77 Zena CR
P58 DLBCL 1A% 59 Zena CR
P66 CLL 1 70 Muz CR
P68 CLL 1 79 Muz PR
P71 FL 4 79 Zena CR
P74 CLL 1 72 Zena PR
P75 FL 3 69 Muz CR
P81 CLL 4 73 Muz PR

Legenda: CLL — chronickd lymfocytarni leukemie, DLBCL — difuzni velkobunécny B-
lymfom, FL — folikularni lymfom, klinické stddium CLL — klasifikace dle Raie, klinické
stadium DLBCL - Kklasifikace dle Ann-Arbor, klinické stadium FL — klasifikace dle FLIPI,

SD — stabilni nemoc, CR — celkova remise, PR — ¢aste¢na remise
Zdroj: Hematologicko-onkologické oddéleni Fakultni nemocnice Plzen, 2024

40



8 METODIKA

8.1 Zpracovani vzorki plné krve

Periferni zilni krev byla odebrana do zkumavek s protisrazlivym ¢inidlem K3EDTA.
Nejdéle do 1 hodiny po odbéru byly zkumavky transportovany do laboratote, kde byla krev
centrifugovana pii 3000x g po dobu 10 minut a teploté 20 °C. Plazma byla pienesena do nové
sterilni 15 ml Falcon zkumavky, kdy ve zkumavce nad frakei bilych krvinek a krevnich
destic¢ek bylo ponechano zhruba 0,5 ml plazmy. Pfenesena plazma byla opét centrifugovana
pii3000x gpodobu 15 minut a teplot¢ 4 °C. Plazma byla nasledné rozdé¢lena
po 1 mldo 1,5 ml sterilnich mikrozkumavek, kdy na dné¢ zkumavce bylo také ponechano
zhruba 0,5 ml plazmy. Mikrozkumavky se vzorkem plazmy se kddové znacily a okamzité

zamrazily na -80 °C.

8.2 Izolace cfDNA
Vzorky, které byly analyzovany, byly fazeny do tii skupin dle obdobi, ve kterém byl
provadén odbér plné krve:

Tabulka 2 Skupiny vzorkii
Priklad na vzorku P24-1 P24-2 P24-3
Cas nabéru V &ase diagnozy Po 1. cyklu 1é¢by Po 2. cyklu 1é¢by

Zdroj: viastni data

Pro izolaci cfDNA z mrazenych alikvotd plazmy byla vyuzita komeréni sada

MagMax™ Cell-Free DNA Isolation Kit, LOT: 2308086 (Thermo Fisher Scientific, USA).

8.2.1 Postup izolovani cfDNA z alikvotl plazmy
Alikvoty plazmy byly v case izolace roztdny pii pokojové teplote.  Dale

se vytemperoval izola¢ni kit na pokojovou teplotu a pfed samotnym pouzitim byly reagencie
promichany, zejména magnetické kulicky, které sedimentuji na dno mikrozkumavky. Byl
pfipraven Binding Solution/Beads Mix, slozeny pro jeden izolovany vzorek plazmy
ze 750 ul MagMax™ Cell-Free DNA Lysis/Binding Solution a 10 pul MagMax ™ Cell-Free
DNA Magnetic Beads. Do oznacené 2 ml mikrozkumavky bylo ptidano 600 pl plazmy a
760 pl pripraveného mixu. Mikrozkumavka byla inkubovana 10 minut a promichana

na laboratorni tfepacce v pravidelnych intervalech. Poté byla mikrozkumavka se vzorkem
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a magnetickymi kulickami vlozena do magnetického stojanku po dobu 5 minut (viz obrazek
3), kdy doslo k separaci magnetickych kulicek. Po inkubaci, kdy byl izolovany roztok zcela
¢iry, byl opatrné pomoci pipety odstranén supernatant, aniz by byla naruSena peleta
magnetickych kulicek s navazanou cfDNA. Mikrozkumavka byla vyjmuta z magnetického
stojanku a kuli¢ky byly resuspendovany ve 500 pl MagMax™ Cell-Free DNA Wash
Solution. Mikrozkumavka byla promichéana na tiepacce, kratce centrifugovana a inkubovana
2 minuty v magnetickém stojanku. Vznikly supernatant byl pipetou odstranén. Dale byl
do mikrozkumavky ptidan 80% roztok ethanolu. Kuli¢ky ve zkumavce byly resuspendovany
a 1 minutu inkubovany v magnetickém stojanku. Po inkubaci byl opét odstranén pipetou
vznikly supernatant. Postup s promytim 80% ethanolem byl proveden jest¢ jednou.
V posledni ¢asti izolace byla mikrozkumavka umisténa mimo magneticky stojanek a kulicky
bez ethanolu byly resuspendovany ve 30 pl MagMax™ Cell-Free DNA Elution Solution
a 5 minut inkubovany s pravidelnym promichavanim. Po inkubaci byla mikrozkumavka
kratce centrifugovana, umisténa do magnetického stojanku a po 2 minutach inkubace byl
¢iry eluat, obsahujici cfDNA pienesen do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky. Takto izolovana
cfDNA byla skladovana kratkodobé pii -20 °C do doby kvantifikace. Dlouhodobé byla
izolovana cfDNA skladovana pfti -80 °C.

Obrazek 3 Pocatek inkubace plazmy s magnetickymi kulickami a pufrem v magnetickém

stojanku; separované magnetické kulicky po inkubaci v magnetickém stojanku

Zdroj: vilastni fotografie

42



8.3 Metody kvantifikace cfDNA
Ke kvantifikaci cfDNA byly pouzity dvé rozdilné metody:

- Fluorimetrick4 metoda kvantifikace pomoci piistroje Qubit™ 3.0 (ThermoFisher

Scientific, USA).

- Denziometrickd metoda kvantifikace separované cfDNA na automatické

kapilarni gelové elektroforéze TapeStation 2200 (Agilent Technologies, USA).

8.3.1 Kvantifikace na p¥istroji Qubit™ 3.0
Ke kvantifikaci byl pouzit Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, LOT: 2301115 s mezi

detekce 0,1-120 ng.

Kvantifika¢ni kit byl vytemperovan na pokojovou teplotu a vzorek izolované
cfDNA byl roztan na ledu. Byl pfipraven pracovni roztok, slozeny pro jeden méteny vzorek

z 1 ul Qubit™ fluorescenéni barvy a 199 ul Qubit™

pufru. 197 ul vzniklého pracovniho
roztoku bylo pfidéno ke 3 pl cfDNA a 190 upl pracovniho roztoku bylo piidano
k 10 pl standardu 1 astandardu 2. Reakéni zkumavky byly kratce centrifugovany
a inkubovany 2 minuty ve tm¢. Zkumavky se standardy a vzorky cfDNA byly postupné
méfeny na piistroji Qubit™ 3.0 (viz obrazek 4) a hodnota koncentrace cfDNA v ng/ul byla

zaznamenana.

Obrdazek 4 Fluorimetr Qubit™ 3.0 s vysledkem méfeni koncentrace

Zdroj: vilastni fotografie

43



8.3.2 Kvantifikace na pristroji TapeStation 2200
Kromé kvantifikace byl systém kapilarni gelové -elektroforézy pouzit pro

fragmentacni analyzu cfDNA. K méfeni byl pouzit High Sensitivity D1000 ScreenTape,
LOT: 0202505-346 a High Sensitivity D1000 Reagents, LOT: 0006704963 s limitem
detekce 10-1000 pg/ul a detekei fragmentt DNA vrozmezi 35-1000 paru bazi.

Vyhodnoceni probihalo za pouziti TapeStation Control Software.

Obrazek 5 TapeStation 2200 pripraveny ke spusténi

Zdroj: vilastni fotografie

Do stripu mikrozkumavek, urCenych pro systém TapeStation bylo pfidano
2 ul D1000 reagenéniho pufru, ke kterému byly ptfidany 2 ul DNA  zebficku
nebo 2 pl vzorku cfDNA. Stripy byly uzavieny a promichany na tfepacce po dobu 1 minuty.
D1000 ScreenTape, temperovany na pokojovou teplotu, byl vlozen do pfistroje (viz obrazek
5) spolu se stripem mikrozkumavek bez vicka a Spickami. Po uplynuti elektroforézy byla
odectena koncentrace v ng/pul a primérna délka fragmentd cfDNA. Na obrazku cCislo 6 Ize
vidét ptikladny vzorek P66-1 s prumérnou délkou fragmentti 200 parti bazi.
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Obrazek 6 Ukadzka vysledku fragmentacni analyzy vzorku P66-1 s priimérnou délkou

fragmentii cfDNA 200 parii bazi

F2: 66-1
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Zdroj: vlastni fotografie
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9 VYSLEDKY

Byla provedena izolace a kvantifikace volné cirkulujici DNA ze vzorka 15 pacientt
s B-lymfoproliferativnim onemocnénim ve tfech ¢asovych bodech. VSechna uvedena data
byla zpracovana pomoci programu GraphPad Prism (verze 9) a programu Microsoft Excel
(Office 365).

9.1 Koncentrace izolovanych vzorku ¢cfDNA

V nize uvedené tabulce Cislo 3 se nachdzeji naméfené koncentrace izolované

cfDNA z alikvott plazmy.

Tabulka 3 Hodnoty koncentraci cfDNA

Qubit™ 3.0 [ng/ul] TapeStation 2200 [ng/ul]
Vzorek 1 ) 3 1 ) 3

P24 TL 0,33 0,694 0,0693 0,214 0,267
P25 0,912 1,24 0,182 0,604 0,834 0,132
P26 0,888 1,93 TL 0,593 2,07 0,0815
P32 0,0527 0,0847 TL 0,0134 0,00225 0,00503
P35 0,0567 0,115 0,06 0,0939 0,099 0,0459
P36 0,242 0,379 0,185 0,0153 0,218 X
P43 8,07 1,85 2,61 X 0,286 0,945
P52 0,893 1,03 6,49 0,232 0,755 2,76
P58 0,773 0,793 1,01 0,229 0,256 0,323
P66 0,474 0,235 0,86 0,736 0,175 0,743
P68 0,215 0,194 0,189 0,0315 0,0142 0,107
P71 0,207 0,202 0,322 0,114 0,11 0,15
P74 0,333 0,543 0,064 0,173 0,501 0,024
P75 0,1 0,076 0,0993 0,0298 0,0578 0,0605
P81 1,12 0,631 0,492 0,548 0,231 0,133

Legenda: TL — koncentrace pod limitem detekce, X — chybné méieni (nulovy signal)
Zdroj: viastni data

Nejvyssi koncentrace byla naméfena metodou Qubit™ 3.0 u vzorku P43-1, zatimco
u metody TapeStation 2200 byla naméfena nejvyssi koncentrace u vzorku pacienta P52-3.
TapeStation 2200 u vzorku P32-2. Ve vSech skupinach vzorkll byla u pacienta P32 velmi
nizka namétfena koncentrace. Z tabulky cCislo 3 a zejména grafu 1, si lze povSimnout,

7e metoda Qubit™ 3.0 podévala obecné vyssi koncentrace nez metoda TapeStation 2200.
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Graf I Porovndni priimérnych koncentraci cfDNA z Qubit™ 3.0 a TapeStation 2200
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2 Qubit-3- TapeStation-2
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Primérna hodnota koncentrace [ng/ul]

Zdroj: viastni data

9.2 Fragmentac¢ni analyza izolovanych vzorki ¢cfDNA
Vsechny izolované vzorky cfDNA byly podrobeny fragmentacni analyze na piistroji
TapeStation 2200. Ptehled pramérnych délek fragmentli cfDNA ve vzorcich je uvedeno

nize, v tabulce ¢islo 4.

Tabulka 4 Prumeérna velikost fragmentii cfDNA v ¢asovych bodech jednotlivych vzorkii

Priumérna délka fragmenta cfDNA

Vzorek [bpl]
1 2 3
P24 183 159 163
P25 177 176 177
P26 170 178 193
P32 206 191 186
P35 197 195 193
P36 122 186 163
P43 X 124 147
P52 178 172 181
P58 169 167 161
P66 200 172 144
P68 176 177 192
P71 193 195 190
P74 178 187 192
P75 179 191 196
P81 185 176 171

Legenda: X — chybné méfeni (nulovy signal); Zdroj: viastni data
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Ve sledovaném souboru vzorkti obsahovala skupina vzorkli po druhém cyklu 1écby
v priméru nejdelsi fragmenty se 177 pary bazi. Skupina vzorkd v dob¢ diagnozy ma

prumérnou délku fragmentti 168 parti bazi a skupina po prvnim cyklu 1écby 176 para bazi.

Graf 2 Priimérné zastoupeni fragmentiit cfDNA v jednotlivych skupindch vzorkii

w
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I T T T T 1
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Velikost fragmenti [bp]

Skupina vzorkli
T

Zdroj: viastni data

9.3 Spojitost koncentrace cfDNA s klinickym stadiem nemoci
V nasledujic sekci byly hodnoceny koncentrace cfDNA s klinickym stadiem nemoci
pro jednotlivé diagnézy. Pro hodnoceni byly vybrany pouze koncentrace vzorkl

cfDNA izolovanych v ¢ase diagndzy (skupina 1).

9.3.1 Chronicka lymfocytarni leukémie
Na grafu cislo 3 Ize pozorovat nejvysSi koncentraci cfDNA u pacienta

P81 v klinickém stadiu 4. Pacienti s klinicky niz§im stadiem 1 vykazuji krom¢ pacienta
Pacient P66 s nizkym klinickym stadiem 1, u né¢hoz byla koncentrace cfDNA vyssi nez
u ostatnich pacientli se stejnym klinickym stadiem, probéhla dle klinickych dat kratce

po dosazeni kompletni remise progrese onemocnéni do stadia 2.
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Graf 3 Hodnoty koncentraci cfDNA v case diagnozy s klinickym stadiem CLL

1.5

Qubit
i TapeStation

1.0

A

P241 (0) P66-1 (1) P68-1(1) P74-1(1) P81-1 (4)
Klinické stadium

Koncentrace [ng/ul]

Zdroj: vlastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzern, 2024

9.3.2 Diftzni velkobunéény B-lymfom
Z grafu cCislo 4 je mozné pozorovat nejvyssi koncentraci cfDNA u pacienta

P43 se stadiem nemoci IVA. Takto vysokd koncentrace byla namétena pouze za pouziti
pristroje Qubit™ 3.0., metodou TapeStation 2200 se tento vzorek nepodafil zméfit.
V ptipadé, Ze by koncentrace vzorku P43 byla srovnatelna s ostatnimi namétfenymi
koncentracemi v klinickém stadiu IVA, tak by nejvyssi primérné koncentrace dosahl vzorek

P25 s nejvyssim klinickym stadiem IVB.

Graf 4 Hodnoty koncentraci cfDNA v case diagnozy s klinickym stadiem DLBCL
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Zdroj: vlastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzern, 2024
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9.3.3 Folikularni lymfom
V grafu cislo 5 si lze povSimnout nejvysSich koncentraci cfDNA u pacienti

P36 a P71 v klinickém stadiu 4. Mezi stadii 1 a 3 neni patrny velky rozdil.

Graf 5 Hodnoty koncentraci cfDNA v case diagnozy s klinickym stadiem FL
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Zdroj: vlastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzern, 2024

9.4 Spojitost koncentraci cfDNA s odpovédi na 1écbu

V grafu ¢islo 6 a 7 Ize vidét porovnané koncentrace cfDNA v ¢ase diagndzy, po prvnim
a druhém cyklu lécby. Obéma metodami byla namétfena nejvyssi primérnd koncentrace
cfDNA po druhém cyklu 1é¢by u pacientd s kompletni remisi, zatimco nejnizsi u pacientli
s parcialni remisi. Téz byly nalezeny klesajici primérné koncentrace cfDNA u vzorkt
s parcialni remisi. Stoupajici trend primérné koncentrace cfDNA by byl v pfipadé kompletni
remise, kdyby hodnota vzorku P43-1 naméfena metodou Qubit™ 3.0 byla podobna ostatnim
vzorkim. U pacientii se stabilni nemoci a kompletni remisi byly naméfené pramérné
hodnoty vyssi po prvnim cyklu lécby nez v Case diagndzy, opét v ptipadé podobné

koncentrace vzorku P43-1.
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Graf 6 Priimérnad koncentrace cfDNA naméiend metodou Qubit™ 3.0 skupiny vzorkii

v case diagnozy, po prvnim a druhém cyklu lécby s ohledem odpovédi na lécbu
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Zdroj: viastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen, 2024

Graf 7 Priomérna koncentrace cfDNA namérena metodou TapeStation 2200 skupiny vzorkii

v case diagnozy, po prvnim a druhém cyklu lécby s ohledem odpovédi na lechu
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Zdroj: viastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen, 2024
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9.5 Spojitost koncentraci cfDNA s pohlavim pacientii

Nas sledovany soubor se skladal ze 7 muzii (47 %) a 8 Zen (53 %). V nasledujicim
grafu Cislo 8 mizeme vidét primérné koncentrace cfDNA (1,43 ng/ul) u zen a u muza
(0,41 ng/ul). T kdyby vzorek P43 mél vyrazné nizsi koncentraci cfDNA, Zeny by mély

nadale vyssi primérnou koncentraci.

Graf 8 Priimérnd koncentrace cfDNA z Qubit™ 3.0 vzorkii v dobé diagnozy v ramci
pohlavi
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Zdroj: vlastni data spolecne s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen, 2024

U metody TapeStation 2200, jak si lze povSimnout v grafu 9, vychazi vSak vyssi
primérna hodnota skupiny vzorkl v dobé diagnézy u muza (0,302 ng/ul), u Zzen je hladina

¢fDNA nii (0,171 ng/pl).

Graf 9 Primérna koncentrace cfDNA z TapeStation 2200 vzorkii v dobé diagnozy v ramci
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Zdroj: vlastni data spolecne s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen, 2024
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9.6 Spojitost koncentraci cfDNA s vékem pacienti

Tabulka 5 Cetnost pacientii jednotlivych vékovych skupin

Vékové rozmezi 55—-64 65-74 75-84 85-95

Pocet pacienti 2 6 6 1

Zdroj: Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzen, 2024

V grafu ¢islo 10 byly porovnany pramémé koncentrace cfDNA metodou
Qubit™ 3.0 skupiny vzorki v dob¢& diagnoézy. Koncentrace skupiny ve véku 85-95 let je
zastoupena pouze jednim pacientem P43, ktery ma vyrazné¢ vyssi koncentraci
cfDNA (8,07 ng/ul), oproti ostatnim pacientiim. U ostatnich vékovych skupin neni patrny

zadny vyznamny rozdil.

Graf 10 Porovnadni koncentraci cfDNA z Qubit™ 3.0 skupiny vzorkii v dobé diagndzy v
Jednotlivych veékovych skupindch
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Zdroj: vlastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen, 2024

Vgrafu ¢islo 11 byly porovnany pramémé koncentrace cfDNA ziskané
z TapeStation 2200 vzorkti v dobé diagnoézy s ohledem na vékovou skupinu pacientt.
Vzorek P43 se touto metodou nepodatil zméfit. Nejvyssi primérnd koncentrace cfDNA byla

téZ pozorovana ve vékové skupiné 65-74 let.
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Graf 11 Porovnani koncentraci cfDNA z TapeStation 2200 skupiny vzorkii v dobé diagnozy
v jednotlivych vékovych skupinach
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Zdroj: vlastni data spolecnée s daty Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzern, 2024
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DISKUZE

V poslednich n¢kolika letech je analyza cfDNA u riznych onemocnéni, zejména
téch onkologickych, velmi zkoumanym tématem v ramci tekutych biopsii. Rada po&ate¢nich
studii se zamétfovala na vztah koncentrace volné cirkulujici DNA a casné diagnostiky,
sledovani odpovédi na lécbu ¢i sledovani vyvoje nejriznéjSich onemocnéni. Cilem
teoretické Casti této bakalaiské prace bylo seznamit Ctenafe a shrnout poznatky o volné
cirkulujici DNA, moznostmi jeji analyzy a souvislostmi s riznymi onemocnénimi s diirazem

na nadorova onemocnéni.

Prakticka cast této bakalaiské prace vznikla na zakladé studie, zahrnujici
15 onkologickych pacientti, 1é¢enych na Hematologicko-onkologickém oddéleni Fakultni
nemocnice Plzen. U kazdého pacienta byly odebrany 3 vzorky krve, reprezentujici asovy
horizont v dob¢€ diagno6zy, po prvnim cyklu podané chemoterapie a po druhém cyklu 1é¢by.
Ze vzorka krve byla separovana plazma a cfDNA byla izolovana. CfDNA byla poté
kvantifikovdna pomoci dvou metod, a to fluorescenéné pomoci pristroje
Qubit™ 3.0 a denzitometricky pomoci pfistroje na kapilarni gelovou elektroforézu
TapeStation 2200. Byla pouZita souprava Qubit™ dsDNA HS Assay Kit s limitem detekce
0,1-120 ng a High Sensitivity D1000 ScreenTape s limitem detekce 10—1000 pg/ul. Soucasti
analyzy na pfistroji TapeStation 2200 byla také fragmentacni analyza s limitem detekce
35-1000 para bazi. Cilem praktické ¢asti bylo porovnat naméfené koncentrace mezi témito

dvéma metodami a porovnat koncentrace cfDNA s klinickymi daty pacientd.

Vzorky cfDNA P24-1, P26-3 a P32-3 se metodou Qubit™ 3.0 nepodatily
kvantifikovat z divodu pfili§ nizkych koncentraci, zatimco metodou TapeStation 2200
se neusp¢lo kvantifikovat vzorky P36-3 a P43-1. Namétené koncentrace jednotlivych vzorkt
byly celkové vyssi u metody Qubit™ 3.0. I ptes to, ze fluorescenéni metoda je méné citliva,
nez TapeStation 2200, diky fluorescen¢ni detekci dvouvlaknové DNA je tato metoda vice
specificka. V literatufe, ve které se autoti zabyvaly podobnou problematikou, byla zjisténa
podobnost s vysledky od Williams et al., 2021, ktery se zabyval analyzou validacnich

materialti z plazmy a vysledky od Ibrahim et al., 2022, ktery se zabyval analyzou mo¢i.

Ve sledovaném souboru se nachdzi pacienti ve véku od 59 do 88 let s primérnym
vékem 75 let v dob¢ diagndzy, pti¢emz 5 pacientt (33 %) bylo diagnostikovano s chronickou
lymfocytarni leukémii, 6 pacienti (40 %) s difuznim velkobunéénym B-bunécnym

lymfomem a 4 pacienti (27 %) s folikularnim lymfomem. Nejvice pacientt (67 %) doséhlo
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po 1é¢bé celkové remise. Castedné remise, docililo 20 % pacientii a 13 % pacientii dosahlo

stabilni nemoci.

Pro hodnoceni spojitosti koncentrace cfDNA s klinickym stddiem nemoci byly vybrany
pouze koncentrace vzorkli cfDNA izolovanych v Case diagnézy. Na zadklad¢ studii byla
zjiSténa souvislost koncentrace cfDNA s klinickym stadiem onkologického onemocnéni
(Kubaczkova et al., 2017; Jamshidi et al., 2022). V nasem ptipadé naméfené koncentrace
nejvice korelovaly s onemocnénim CLL, kdy nejvyssi koncentrace byla zaznamenana
u vzorku P81-1 vklinickém stadiu 4 a pacientského vzorku P66-1, u kterého kratce
po dosazeni celkové remise doSlo kprogresi do vyssiho stadia. Také pacienti
s DLBCL korelovali svou koncentraci cfDNA s klinickym stddiem, kde nejvysSich

koncentraci dosahly vzorky ve stadiu IIE a IVA, oproti niz§im stadiim (IIB).

U folikuldrniho lymfomu byl prokazan nejmensi vliv koncentrace cfDNA na klinické
stadium nemoci. Koncentrace byly vSak vyssi u vysokého stadia 4 oproti niz§Sim stadiim

(1 a 3), rozdil vSak nebyl tak patrny jako u CLL nebo DLBCL.

Pro hodnoceni vlivu koncentrace cfDNA s odpovédi na lécbu byly vybrany vzorky
odebrané v Case diagnozy, po prvnim a druhém lécebném cyklu. Nejvyssi primérné
koncentrace ¢fDNA po druhém cyklu 1écby byly zaznamenany u pacienti s kompletni
stoupajici trend koncentraci cfDNA u kompletni remise v ptipad¢ vylouceni vzorku P43-1,
ktery ma vyrazné€ vyssi hladinu cfDNA oproti ostatnim vzorkiim. Trend s postupné klesajici
koncentraci cfDNA v pribéhu 1écby dosahly pacienti s parcidlni remisi. Pacienti, ktefi
dosahli stabilni nemoci méli razantni pokles v koncentracich cfDNA az po druhém cyklu
lécby a u pacientd v celkové remisi byl razantni pokles pouze po prvnim cyklu 1écby,
po druhém cyklu byla koncentrace cfDNA srovnatelna s koncentraci v dobé diagnozy, pfi
pouziti fluorescen¢ni metody kvantifikace. Hypotézu, ze koncentrace cfDNA se v prub¢hu
lécby snizuje splnili tedy pouze pacienti v parcialni remisi. Hypotézu spliuji i pacienti
se stabilni nemoci, avSak az po druhém cyklu 1écby. Zajimavosti jsou pacienti s nejlepsi
odpovédi na 1é€bu — v celkové remisi, u kterych je trend spiSe opacny. To miize byt
vysvétleno nasledkem rychlého rozpadu nddorové tkané po razantnich ucincich

chemoterapie, zvySujici celkové mnozstvi volné cirkulujici DNA.

Co se ty¢e pohlavi a v&ku pacientii, kvantifikaéni metodou Qubit™ 3.0 naméfila vyssi

prumérné koncentrace cfDNA v Case diagndzy u zen, metoda TapeStation 2200 nameéfila
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vys$i koncentrace cfDNA zase u muzi. Pfi porovnani vékovych skupin a koncentraci
cfDNA bylo docileno stejného zadvéru mezi pouzitymi metodami kvantifikace. Ve vékovém
rozmezi 65-74 let se nachazely nejvyssi primémé koncentrace. Méfeny soubor se vsak
sklada z relativné malého poctu pacientd, tudiz nelze vyvodit zavér, ze pohlavi a vék
pacientti nema vliv na koncentraci cfDNA. Pii porovnani téchto poznatka s vysledky jinych

studii bylo dosazeno stejného zavéru, jako je tomu napiiklad ve studii od Zhong et al., 2006.
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ZAVER

V této bakalatské praci byly dosazeny stanovené cile. V pfipad¢ nameéiené koncentrace
jednotlivych vzorkii byly koncentrace celkové vy$si u metody Qubit™ 3.0 oproti
denzitometrické metod¢ TapeStation 2200. Az na nékteré vyjimky pacientti byla prokazéana
korelace koncentrace volné cirkulujici DNA (cfDNA) v ¢ase diagnozy s klinickym stadiem
onemocnéni. Bylo téz dosazeno hypotézy nizsi koncentrace cfDNA u pacientti po prvnim
nebo druhém cyklu 1é€by oproti koncentracim cfDNA v case diagnozy. Vyjimku tvofili
pacienti dosahujici po 1é¢bé kompletni remise, kteti méli po 1é¢bé koncentrace vyssi
pravdépodobné v disledku vysoké efektivity podané chemoterapie, zvysSujici mnozstvi
cfDNA zusmrcené¢ nddorové tkané. Nebyl vSak nalezen zadny vztah mezi vékem

¢i pohlavim pacientt s koncentraci cfDNA.

Soucasny stav vyzkumu naznacuje, ze cfDNA muze slouzit jako cenny biomarker
pro ¢asnou diagnostiku, sledovani a prognézu riznych onemocnéni, zejména onkologického
puvodu. K tomu, aby se umoznilo rozsifeni potencialnich aplikaci tekutych biopsii v rutinni
klinické praxi je zapotiebi dalSiho vyzkumu a samotné tekuté biopsie stoji teprve na svém
pocatku. Studiemi byla vSak zjisténa vysoka shoda mezi tkanovymi a molekularnimi
zménami v cirkulujici nddorové DNA (ctDNA), coz naznacuje moznost doplikové analyzy
ke klasickym metodam. Nicméné, jak jiz bylo zminéno v této praci, test pro detekci mutaci
v genu EGFR u pacientt s karcinomem plic, je soucasné schvaleny jako prediktor 1é¢ebné
odpovédi v USA a Evropé. Diky technologiim vysoce citlivého sekvenovani, analyza
ctDNA z tekutych biopsii nachazi uplatnéni ¢im dal vice u mnoha typt nadorovych

onemocnéni (Devereaux et al., 2022).

Dale nasla cfDNA uplatnéni pfedev§im v ramci neinvazivniho prenatalniho testovani

werv

nenarozené¢ho plodu je umoznéno diky volné cirkulujici fetdlni DNA (cffDNA) cirkulujici
v krvi téhotnych zen. V ptipadé placentarniho mozaicismu nemusi byt vSak analyza shodna

s DNA plodu (Putzova et al., 2017).

Predkladana prace méla za cil poskytnout komplexni piehled o cfDNA a jejim

diagnostickém potencidlu. S rozvojem technologii a zdokonalenim analytickych postupt 1ze

vvvvvv

onemocnéni a prispéje k posunu v oblasti onkologické péce.
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SEZNAM PRILOH

e Piiloha A — Zadost o poskytnuti informaci v souvislosti s vypracovanim bakalarské

prace ve FN Plzen
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zékladé Vasi Z&dosti VAm jménem Utvaru néméstkyné pro vnéjsi vztahy a spolupraci s LF Fakultni
nemocnice Plzen udéluji souhlas se ziskavanim / zpracovanim informaci o laboratomich metodach /
anslyzéch / vysledcich, pouZivanych na pracovisti Hematologicko-onkologického oddéleni (HOO) FN
Plzen. Tento souhlas je vydévén, pfi spinéni nize uvedenych podminek. v souvislosti s vypracovénim
Vasi bakaléfské prace s ndzvem . Volna cirkulujici DNA v laboratorni diagnostice™.

Podminky. za kterych Vam bude umoznéna reslizace Vaseho Setfeni ve FN Plzen:

. Vrchni sestra HOO souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zsjisténi dle platnych smémic

FN Pizeri, ochrany dst pacienti a dodrZovéni Hygienického plénu FN Plzef. Vase Setreni
bude provedeno za dodrzeni vsech legislativnich norem. zejména s ohledem na
platnost zékona &. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluZbsch a podminkéch jejich poskytovani,
v platném znéni.

. Udsje ze zdravotnické dokumentace pacienty, které budou uvedeny ve Vaii bakaléfské préci,
musi byt zcela anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvélené, odborné praxe na HOO s pod

pfimym vedenim oprévnéného zdravotnického pracovnika, kterym je pan Klieber Robin,
Mgr., odbomy pracovnik v laboratornich metodach HOO FN Pizen.

Po zpracovéni Vémi zjisténych Udsjl poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice & organizaénimu
celku FN Pizen zavéry Vaseho Setfeni. pokud o né projevi oprévnény pracovnik ZOK / OC zdjem a
budete se aktivné podilet na pripadné prezentaci vysledkd Vaseho Setfeni na vzdélévacich akcich
porédanych FN Pizen.

Toto povoleni nezaklédé povinnost zdravotnickych pracovniki s Vémi spolupracovat, pokud by
spolupréce s Vémi naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spolupréce zaméstnancy
FN Pizen na Vasem Setfeni je dobrovolna.
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