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ANOTACE

V této bakalarské praci se zabyvam problematikou rakoviny. V prvni ¢asti teorie je popsan
vyskyt rakoviny, jeji typy a piiciny. V dalS$i C¢asti jsem se zameéfila pfedevSim na
vysokokapacitni metody v diagnostice rakoviny. Cilem je posoudit G¢innost riznych metod, od
diive pouzivanych, soucasnych az po nejnovéjsi metody a trendy. Zamétuji se zde predevsim
na molekularné-biologické metody.

KLICOVA SLOVA

Rakovina, diagnostika, markery, nadory, metody, technologie

ANNOTATION

In this bachelor's thesis, I deal with the issue of cancer. The first part of the theory describes the
occurrence of cancer, its types and causes. In the next part, I mainly encountered high-capacity
methods in cancer diagnosis. The aim is to assess the effectiveness of different methods, from
previously used, current to the latest methods and trends. | focus here mainly on molecular-
biological methods
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ALK — anaplazickad lymfomova kinaza

AUNPs — zlaté nanopartikule

bp — baze pary (jednotka délky v DNA nebo RNA)

cDNA — komplementarni DNA

cfDNA — cirkulujici volna DNA

COL1A1-PDGFB - fuzni gen COL1A1-PDGFB

CpG — specificka sekvence DNA

CSF — mozkomisni mok

CT — pocitatova tomografie

CTC — cirkulujici nadorové buiky

CTC-Chip — ¢ip pro zachytavani cirkulujicich nadorovych bungk.
ddNTP — didesoxyribonukleosid trifosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTPs — desoxyribonukleotid trifosfaty

EMT — epitelo-mezenchymalni tranzice

EpCAM — molekula adheze epitelidlnich bun¢k

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA.

FISH — fluorescencni in situ hybridizace

FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace

HER2 — humanni epidermalni rustovy faktorovy receptor 2

HPV — papilomavirus

I-FISH — fluorescencni in situ hybridizace na jadrech v interfazi
MiRNA — microRNA

MR — magneticka rezonance

MRNA — messenger RNA

OAZ — optoakustické zobrazovani

PCR — polymerazova fetézova reakce

PEG - polyethylenglykol

PET — pozitronova emisni tomografie

Qpcr — kvantitativni polymerazova fetézova reakce

RNA — ribonukleova kyselina

ROSI — ROS protoonkogen 1, receptorova tyrozinova kinaza
SDS-PAGE — SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza
SRNA — mala RNA (Small RNA)

SUMOylace — postransla¢ni modifikace proteinti pomoci proteinu SUMO (small ubiquitin-
related modifier)

SYBR — synergetic Binding Reagent (synergeticky vazici reagens)
TIC — nadorové iniciujici bunky

TSG — analyza promotorové methylace tumor supresorovych genti
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UvVoD

Sance na pieziti. Pouze v Ceské republice je v priméru diagnostikovano 87 000 novych
onkologickych onemocnéni a v praméru 30 000 pacientii nemoci podlehne. Jedna se o druhou
nejéastéjsi pric¢inu umrti v CR.

Téma jsem si vybrala, protoze naprosto zdsadni pro celé onemocnéni je vCasna, rychld a
efektivni diagnoza a nasledné zapocata 1écba. Pro celé pochopeni diagnozy se prvni Cast prace
bude vénovat popisu a fungovani nadoru. V té dalsi se pfesuneme k zdkladnim diagnostickym
metodam pouzivanych v minulosti, ai v soucasnosti. Vzhledem k tomu, Ze se v poslednich
letech se vyvinulo nékolik novych metod pro rychlejsi a presnéjsi diagnostiku rakoviny,
nebudou zde také chybét.

Prace se zamé&fuje na jejich principy, vyhody a nevyhody oproti tradi¢nim metodam, a také na

jejich vyuziti v klinické praxi.
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1. RAKOVINA

Pojem rakovina neni pouze jedna nemoc, ale celd skupina onemocnéni. Mezi jeji typicky
patologicky rys nélezi bujeni bunék s moznosti proristat do dalSich tkdni i jinych casti
organismu (Grotenhermen 2022, s. 28).
Rakovina patii mezi nejobavanéjsi nemoci 20. stoleti a objevuje se dale s nepietrzitym a
rostoucim vyskytem v 21. stoleti. Situace je tak alarmujici, Zze kazdy ctvrty clovék ma
celozivotni riziko rakoviny. Kazdorocné se po celém svété registruje vice nez 14 milioni
novych ptipadu (Roy, 2016).
Rakovinné buiiky maji tyto typické znaky. Ty pak vyvolavaji zhoubnou rakovinu:

e abnormalni bunéény rust,

e d¢leni bun¢k navzdory protichidnym signaliim,

e apoptdzu,

e nespocetné mnozstvi délenych bunek,

e prorustani do tkani a tvorba metastaz.
Onemocnéni rakovinou miuiZze souviset s nezdravym zptsobem Zivota, nakazami, znecCisténé
zivotni prostiedi a ionizujici zafeni (rentgen, UV zéfeni, zateni z jadernych elektraren). Kouieni
tabaku zpusobuje kolem 30 % rakoviny plic. Mnoha onemocnéni jsou pozitivné ovlivnéna
infekcemi jako je napf., hepatitida B, hepatitida C nebo lidsky papilomavirus (HPV), proti
némuz je mozné se dat ockovat (Grotenhermen 2022, s. 28).
V Ceské republice je pramémé diagnostikovano vice nez 87 000 pacientd se zhoubnym
nadorem za rok. Ro¢ni imrti se pohybuje okolo 27 000 pacienti. A celkem zde Zije okolo
600 000 osob, které s onemocnénim bojuji nebo ho jiz prodélali (Linkos 2022, cit. 25.12).
Vsechny druhy rakoviny jsou v dneSni dobé lécitelné, je vSak nezbytnd jejich vcasna
diagnostika. Pfi v€asné diagnoze jsou Sance na zdchranu mnohem vyS$si. Je nutno zabranit
dal§imu bujeni nadorovych buné¢k a ptipadnym metastazam do okolnich tkéni a poté nador zcela
odstranit. Rakovinné buiiky pokracuji v ristu, pokud nenastane jedna ze Ctyf véci:

e rakovinna hmota je chirurgicky odstranéna,

e pouziti chemoterapie nebo jiného typu lécby specifické pro rakovinu, jako je

hormonalni terapie,
e pouziti radiacni terapie,
e rakovinné buiiky se samy zmensuji a mizi

(Roy, 2016).
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1.1. Nadorové buiky

Reakce bunky na ruzné podnéty, at’ uz jedna o vnitini nebo vnéjsi, je jednim ze zakladnich
schopnosti prizpisobeni se na vSechny zmény v organismu, které se za fyziologickych
podminek dé&ji v pribéhu bunééného vyvoje (Sommerova, 2016, s.29).

Tohoto systému vyuzivaji nadorové bunky, které maji schopnost pfizplsobit stresovym
podminkam, dale pak maji schopnost zménit mechanismy, diky kterym se vyhnou bunécné
smrti, a tak se mohou nadale §ifit, nekontrolovatelné rust a prorastat do dalSich tkani tzv.
metastazy (Sommerova, 2016, s.29).

Metastaze, je kolonizace a $ifeni do okolnich organt a tkani, nez kde ptvodné vznikly, je
nejCastéjsi pric¢inou Gmrti u pacientd srakovinou. Nalezi tudiz mezi nejnebezpecnéji a
Je to proces, kdy se nddorové bunky dokazou $itit pomoci krevniho ¢i lymfatického systému
do okolnich ¢asti téla. Na novém misté se usadi, ptizplsobi se, ptezivaji a zaCinaji se opét delit
jako pivodni nador (Zhang, 2013).

Metastdzy vyrazné narusuji funkce téla, proto je dualezité zacit s 1écbou co nejdiive, nejlépe
pokud jesté nedoslo k proliferaci do okolnich ¢asti téla (Zhang, 2013).

1.1.1. Cirkulujici nadorové buiiky

Cirkulujici nadorové bunky (CTC) jsou povazovany za jeden z faktort, ktery se podili na
rakovinné metastaze. Jednd se o nadorové bunky, které se odd¢lily od primarniho nédoru,
dostaly se do krevniho feciste, kde cirkuluji (Lowes, LE, & Allan, AL, 2018). CTC podléhaji
sériim migraci, adhezi a agregaci za vzniku metastaz, coz vede k pooperacni recidivé a
metastazdm u pacientti s malignimi nadory. Detekce a analyza cirkulujicich nadorovych bunék,
je velmi dulezita pro diagnostiku rakoviny (Zhang, 2020).

Dilezitou roli tady také hraje EMT (epitelo-mezenchymalni tranzice) — ptechod z epitelu na
mezenchym. Jednd se o dynamicky proces, ktery zafizuje epitelidlnim bunikdm podobné
vlastnosti jako ma mezenchym, coZ znamend, Ze jim usnadnuje Sifeni nadorovych bunck a
metastazovani (Lowes, 2018).

Detekce a analyza cirkulujicich nadorovych bunék, je velmi dilezita pro diagnostiku rakoviny
(Zhang, 2020).

1.1.2. Nadorové iniciujici buiiky

Nadorov¢ iniciujici buiiky (TIC) jsou definovany jako populace bun¢k nalezené v nadoru, které
se vlastnostmi velmi podobaji kmenovym bunikam. Jejich podobnost naptiklad spociva v tom,

7e maji schopnost se samoobnovovat a diferencovat (Qureshi-Baig, 2017).
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Existuji i zdznamy, které¢ nasvédcuji tomu, ze tyto buiiky jsou rezistentni vi¢i mnoha
konvenénim terapiim rakoviny a Ze jsou schopny piezivat 1écbu i pfes dramatické zmenSeni
nadoru (Wei, 2015).

Zbylé TIC jsou pak schopny piipadné znovu narist, coz vede k relapsu onemocnéni. Je mozné,
ze nadorové iniciujici buiiky maji za nésledek 1 metastatickou komplikaci. Pokud by to tak

doopravdy bylo, pak cileni na TIC miize byt kli¢ové pro vyléceni pacienta (Wei, 2015).
1.2. BIOLOGICKA KLASIFIKACE NADORU

Velmi podstatnym krokem je rozd€leni nadort. Zasadnim je histopatologické rozdéleni, bez
n¢ho by nebylo mozné nador posoudit, porovnat jejich vlastnosti a ani urcit spravnou diagnézu
(Povysil, 2011, s.133).
Biologické nadory se fadi do dvou hlavnich skupin:
1. Benigni nadory — nezhoubné
2. Maligni naddory — zhoubné
Rozd¢leni a rozpoznani nadoru, ¢i je zhoubny nebo nezhoubny, je naprosto klicovy pro
diagnostiku a spravnou lécbu pacienta. VétSinou se vyznacuji ptiponou — om.
Dale se rozlisuji pomoci nékolika riznych skupin:

1. Klasifikace podle tkané ptiivodu: Nadory jsou klasifikovany podle toho, kde vznikaji.
Napt. karcinom plic, prsu, slinivky bfisni apod.

2. Histologicka klasifikace: Zamétfuje na strukturu a morfologii bunék v nadoru a
rozdé€luje nadory podle toho, jak vypadaji pod mikroskopem. Ptiklady histologickych
typd nadort zahrnuji napt. melanom, adenom, lipom...

3. Stupen malignity: Nadory se urcuji podle toho, jak jsou agresivni a jak rychle jsou
schopny prorustat do okolnich tkani a organt.

4. Molekularné-geneticka klasifikace: Genetické zmény v nadorovych buiikach mohou
poskytnout informace o tom, jak rychle se nador $ifi, jak dobi'e bude reagovat na 1écbu
a jaka bude prognoza pacienta. Klasifikace podle genetickych zmén se obvykle provadi
pomoci molekulérnich testl, jako je sekvenovani DNA nebo RNA

(Spole&nost pro gastrointestinalni onkologii CLS JEP, 2023).

1.2.1. Benigni nadory

Benigni nador se vyznacuje ohrani¢enym rastem a neprorustd do dalSich tkani a organt —

wevr
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Pacientovi nezpisobuje néjaké vaznéjsi komplikace a lze jej chirurgicky odstranit, diky
ohraniceni, ¢i opouzdieni (Povysil, 2011, s.136).

Benigni nadory se mohou nachdzet na mnoha c¢astech téla, podle kterych jsou rtzné
pojmenovany. Napfiklad nador na chrupavce se nazyva chondrom, zhladké svaloviny
leiomyom, adenom je benigni epitelovy nador, atd. (Povysil, 2011, s.136).

Epitelové benigni nadory maji nazvoslovi komplikovanéjsi. Byvaji oznaovany podle
bunécného pivodu, charakteristikou rtstu ¢i strukturou nadoru (Povysil, 2011, s.136).

U benigniho nédoru je casto velka Sance na pieziti, pokud se neobjevi riist v okoli mozkového
kmene, zde to pro pacienta mize skoncit fatdln€é. Pokud vznikne z B-bun¢k Langerhansovych
ostrivkl, zavini to zvySenou produkci inzulinu, kterd vede k hypoglykémii, kterd je také
smrtelné€ ohrozujici pro pacienta (Povysil, 2011, s.136).

Je tedy velmi diileZité, kde se dany nador nachazi. Stale duilezita je v€asna a rychla diagnoza

(Povysil, 2011, 5.136).

1.2.2. Maligni nadory

Maligni — zhoubné nddory se na rozdil od nddoru nezhoubnych vyznacuji neohrani¢enym
rustem na cileném miste. Jsou rychlejsi v riistu, agresivnéjsi s tendenci proristat do dalSich
tkani a organd. Sarkom z bun¢k chrupavky je chondrosarkom, z epitelovych bunék vznika
karcinom apod. (Povysil, 2011).

Jsou pfedevSim charakteristické jejich pestrym rozmezim diferenciaci bunék. Zatimco u
jednoho pacienta muze tato diferenciace byt vyrazné progresivni, u né¢koho jiného muize byt
stejny typ nadoru ne tak siln¢ diferencovany. Nediferencované buiiky jsou primitivni a nelze je
snadno rozliSit. Mezi jejich znaky néleZi posuny v poméru velikosti ¢i objemu jadra a
cytoplazmy (Povysil, 2011).

nez za¢ne metastazovat (Povysil, 2011).

1.3. HISTOGENETICKA KLASIFIKACE NADORU
Histologicky se nadory posuzuji pfedevsim podle jejich vzhledu, pomoci mikroskopie.
V nékolika ptipadech je, ale tkan ¢i buiku slozité pfesné rozpoznat, ze kterych nadort
pochézeji. Klasifikace nékterych nadortt muze byt velmi pestrd, jelikoz naddor mize vychazet
z n€kolika riiznych mist jako napf. z povrchového epitelu ¢i ze zdrodecnych bunck atd.
Podle jejich umisténi se déli do nékolika riznych skupin:

1. Mezenchymové nadory

2. Neuroektodermové nadory
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3. Mezoteliomy

4. Nadory epitelové

5. Germinalni nadory

(Macak, 2004).

1.3.1. Mezenchymové nadory
Je to skupina nadort, ktera se vyznacuje tim, ze vychazi ze svaloviny, tukové a pojivové tkang,
cév, kostni diené, slezin a lymfatickych uzlin. Jedna se tudiz o nadory mékkych tkani. D¢li se
na zhoubné (maligni) a nezhoubné (benigni) (Macak, 2004).
Do benignich nadorti nalezi naptiklad fibrom, ktery se vyskytuje na vazivu (klze, sliznice,
kosti...). Lipom je ztukové tkan&, vyznacuje se svou mekkosti a elasticnosti. Tvorbou
chrupavky je znam chondrom, rostou uvniti kosti a vyjimeéné i na povrchu (ekchondromy).
Myom se tyka svalové tkané. Mezi tvrdsi nadory se fadi osteom — nador kosti. Nador, ktery
postihuje zaludek a tenké stfevo se nazyva gastrointestinalni stromalni nador. Pokud se nador
odvozuje z cév, nazyvame ho angiom (Magék, 2004).
Jako maligni nador je zndm sarkom, ktery pravdépodobné vznikéd z mezenchymovych bunék.
Liposarkom nejpocetnéji postihuje pacienty, mezi dospélymi tvoii az 20 % vsech sarkomt.
Maligni fibrozni histiocym je zalezitost spiSe u starSich pacientil, postihuje mékké tkané a je
schopen tvofit metastazy v plicich a lymfatickych uzlinadch. Mezi méné vyskytujici se nador je
fazen fibrosarkom, ktery se objevuje v pozdé¢jSim véku a pfedevsim v meékkych tkani dolnich
kondetin (Magak, 2004).
1.3.2. Neuroektodermové nadory
Radi se sem nadory, které vzesly z bunék embryonalniho neuroektodermu, postupné se vyvijeji
na nervovou tkan. Vyskytuji se predev§im na mozku a misSe, ale mohou se objevit i na jinych
Castech tela, véetné perifernich nervil. Jsou to nddory nezhoubné, tudiz je u vétSiny nadort
jejich rast pomaly a nemaji tendenci k proliferaci, ale patii sem 1 vyjimky (Mac¢ak, 2004).
Mezi nejcastéjsi a nejznaméjsi neuroektodermovy nador patii multiformni glioblastom, ktery
tvofi kolem 30 % onemocnéni této skupiny. Projevuje se kolem diichodového veku, jeho rist
jerychly a pacient nema velké Sance tento nador pfezit. Statisticky se imrtnost pohybuje do pil
roku (Macak, 2004).
Jeden z agresivnich nadort, ztéto skupiny, ktery postihuje predevs§im détskou populaci se
nazyva maduloblastom. Vychazi z mozecku a postihuje centralni nervovou soustavu (Macak,

2004).
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Prognoéza u jednotlivych pacientt se lisi, zalezi zde na véku, a ptfedevsim na druhu a agresivité

wevr

1.3.3. Mezoteliomy

Jedna se o nador, ktery se vyviji z mezodermu, ale mize mit také diferenciaci epitelovou. Ma
tfi zakladni rozd€leni. Sarkomatdzni, epiteloidni a smiSeny. Mezi nejvice Casty typ patii
epiteloidni. K tomuto zakladnimu rozdéleni je zapotfebi imunohistochemické vysSetieni.
Vysetfeni se mize provést i mikroskopicky (Klener, 2002).

Mezoteliomy se vyznacuji svou specifickou chromosomalni abnormalitou (Klener, 2002). Je
zde Casta aneuplodie, ktery zapficini uplné chybéni chromozomu nebo naopak jeho nadbytek,
ve vSech bunikdch organismu (Hruban, 2004). Je zde také vyskyt deleci a translokaci u
chromozomt. Charakter epiteloidnich mezoteliomt, je takovy, ze se pfimo Siii po pleufe a
metastazuje do miznich uzlin a do dalSich okolnich struktur (jatra, perikard,...). Formy
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patii dusnost, kterd je zplisobena nahromadénim tekutin v pleuralni dutiné (Klener, 2002).

1.3.4. Nadory epitelové

Mohou byt zhoubné, ¢i nezhoubné. Adenomy obvykle byvaji vice diferencované a ptipominaji
puvodni tkan. Karcinomy c¢astecné zachovavaji morfologicky charakter epitelu (tubularni,
trabekularni, folikularni). Karcinomové bunky se vyznacuji svou soudrznosti a velkym jadrem.
Pomoci imunocytochemie je zde moZné prokéazat piitomnost cytokeratind. Karcinomy
proliferuji nejCastéji pomoci lymfatického systému. Vyristaji z dlazdicového, ptfechodného
nebo ze zlazového epitelu (Klener, 2002).

1.3.5. Germinalni nadory

Germinalni nadory pochézi ze zarode¢nych bunék. Podle histologického hlediska se vyznacuji
jako heterogenni. Jejich rozdé€leni spoc¢iva v tom, do jaké miry je schopna matefska buika
potencovat na seminom, ktery vznikd maligni transformaci matetské buniky a na nadory
neseminomové, které maji vétsi tendenci k rychlej$imu ristu a proliferaci. Do skupiny
neseminovych nadoru patfi embryonalni karcinom, nador ze Zloutkového vacku,

choriokarcinom a tetranomy (Klener, 2002).

17



2. METODY VYSETRENI

Vysetfeni rakoviny spoc¢iva v kombinaci nékolika metod a postupd, které¢ vedou ke spravné
diagnostice a nasledné pak vhodné zvolené 1é¢bé nadorového onemocnéni, podle jeho druhu.
V prvni fazi je urcité nutné pacienta vySetfit z fyzického hlediska a posoudit jeho celkovy
zdravotni stav. Na zéklad€ téchto Uidaji se zvoli metoda vySetfeni, kterd je pro pacienta
nejvhodnéjsi.

2.1. Zobrazovaci metody

V dnesni dobé mame rovnou nékolik moznosti zobrazovacich metod pro diagnostiku rakoviny,
které jsou zasadni pro vyzkum a detekci rakoviny. V laboratofich se vyuzivaji pro odhaleni
fada endogennich a exogennich zdroju (Taruttis, 2015).

1. Optoakustické zobrazovani (OAZ) — Jedna se o moderni zobrazovaci metodu, ktera
dokaze kombinovat optické vlastnosti s akustickymi pro vytvofeni obrazu vnitinich
struktur tkdni a organt. Tkan je vystavena kratkému impulsu svétla a poté se viditelné
svétlo §ifi ve tkdni nékolik milimetrd. Unit tkdné se svétlo absorbuje a podléha tepelné
expanzi co se projevi vznikem tlakovych vin a jsou poté detekovany neinvazivnimi
ultrazvukovymi méni¢i. Diky tomuto principu vznikd optické zobrazeni tkané.
V dnesni dobé¢ se Siroce vyuzivaji ve screeningovych, diagnostickych a terapeutickych
postupech (Taruttis, 2015).

2. Pozitronova emisni tomografie (PET) — Poskytuje moznost k prizkumu biologickych
charakteristik in vivo (v zivém). Technika umoznuje Setrné, neinvazivni vizualizaci,
charakteristiku a kvantifikaci biologickych procesti na molekularni irovni. Vyuziva se
zde radioaktivné znacenych molekularnich sond. Jako zakladni prvek pro molekularni
rozpoznavani a sledovani radionuklidd se vyuzivaji radiofarmaka, které¢ umoznuji
celkové vyhodnoceni rakoviny v organismu (Jin, 2022).

3. Magneticka rezonance (MR) — Ma schopnost zobrazovat dulezité biomolekuly a
molekularni zmény, které se tykaji maligniho nadorového onemocnéni (Haris, 2015).
Jeji uplatnéni se vyuziva predevsim u vysetieni mozku a michy. V dnesni dobé je MR
hojné vyuzivano i pro diagnostiku a staging muskuloskeletalnich nadorti, posuzovani
infiltrace kostni dien¢ a k detekci zvétSenych miznich uzlin (Klener, 2002).

4. Pocitacova tomografie (CT) — I pfes vSechny novéjsi zobrazovaci metody, zistdva CT
stale nejCastéjsi metodou pro diagnostiku rakoviny. Je to jedna z nezbytnych metod pro

diagnostiku mozku. Jeji detekce spociva v detekci kalcifikaci, ur€eni vztahu ke kostnim
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strukturdm a k uceni nitrohrudnich a nitrobfiSnich patologickych procest. Dokéaze
upiesnit misto vyskytu nadoru plic a mediastina v bfisni dutiné¢ a v malé panvi.
Odhaduje se, ze CT dokaze odhalit kolem 90 % zacinajicich nadorii menSich nez 1 cm

(Klener, 2002).

2.2. Cytologické metody

Cytologické metody se stale zlepsuji, od pocitani krvinek v periferni krvi se pteslo k odebirani
bunék ze vSech moznych orgdnt a tkani. Tato metoda je velmi Setrna k pacientim, odbér se
provadi pomoci tenkojehlové aspiracni metody. Diky modernim zobrazovacim metodam je
mozné se dostat i do hlubsich organti a tkani a provést odbér. Velka vyhoda této metody je
rychlost vysledki, které je mozné interpretovat tentyz den. Patii mezi méné ndkladné metody
(Macak, 2004).

Princip této metody je zalozen na odbéru bunék, pomoci jehly, ¢i se otisknutim tkdné na
podlozni sklicko. VEétsi mnozstvi tekutin je zpracovavano v sedimenta¢nich komarkach, kde
pusobi gravitace a buiiky klesnou na podlozni skli¢ko. Je zde mozné vyuzit i centrifugaci. Pro
viditelnost bun¢k se pouziva Giemsovo barveni. Pokud by se jednalo o gynekologicky nalez,

vyuziva se barveni podle Papanicolaouna (Macak, 2004).

2.3. Genetické metody

Prvni chromozomalni abnormalitou objevenou u rakoviny pomoci cytogenetické techniky v
roce 1960, byl tzv. Philadelphia chromozom a byl konzistentné spojovan s chronickou
myeloidni leukémii. Béhem poslednich péti desetileti inovativni technicky pokrok v oblasti
cytogenetiky rakoviny vyrazné zvysil schopnost detekce chromozomalnich zmén a usnadnil
vyzkumny a diagnosticky potencidl chromozomadlnich studii u novotvart. Bez ohledu na tento
vyvoj je chromozomova analyza jedné bunky stale nejsnadnéj$im zptisobem, jak vymezit a
pochopit vztah mezi klondlni evoluci a progresi onemocnéni rakovinnych bunék. PouZziti
pokrocilych technik fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) umoziuje dalsi identifikaci
chromozomalnich zmén, které nejsou vyfeSeny metodou karyotypizace. Pfekonalo mnoho
nevyhod hodnoceni genetickych zmén v rakovinnych bunikach pomoci karyotypizace. Nasledné
vyvoj technologii DNA microarray poskytuje pohled na cely genom s vysokym rozli§enim, coz
muze ptidat obrovské mnozstvi novych informaci a otevira pole cytogenomiky rakoviny (SK
Wan, 2017).
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3. MOLEKULARNE-DIAGNOSTICKE METODY

Metody molekuldrni diagnostiky jsou v biologii a 1ékafstvi techniky, které umoznuji analyzu
biologickych vzorkti na molekulérni trovni. Tyto postupy umoziiuji identifikaci, charakterizaci
a kvantifikaci specifickych molekularnich entit, jako jsou DNA, RNA, proteiny a dalsi
biomolekuly. Aplikace molekularni biologie zpusobila revoluci ve screeningu infek¢nich

chorob, diagnostice, 1é¢bé a preventivni medicing na celém svété (Adhyana, 2021).

3.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je biochemicka reakce téméf totozna s procesem, ktery
se vyskytuje ve vSech zivych bunikach. PCR je metoda ur¢ené pro rychlé namnozeni velkého
poctu kopii uréité ¢asti DNA nebo RNA, coz nam umoziuje 1épe tyto molekuly prozkoumat.
Replikovana nukleové kyseliny je zde zrcadlena Kk templatové DNA, kde jsou baze ptidavany
na zakladé komplementarity. Pfipadné se vyuziva se k detekci specifické oblasti genetického
kodu (Adhyana, 2021). Pro analyzy vzniklych fragmentl se Casto pouziva elektroforéza na
agarozovém gelu. Druhou moznosti je detekce v realmé Case (tzv. real-time PCR).

Pti feSeni mnoha problémi v biologii a medicing, je nutné detekovat pritomnost specifickych
sekvenci nukleové kyseliny ve vzorcich. Kromée identifikace konkrétni DNA sekvenci, je Casto
nutné urcit i jeji koncentraci ve vzorku (Sochivko, 2013). Ptipadné¢ se PCR vyuziva pro
zjiStovani miry exprese (aktivity) genli, kdy se analyzuje mnoZstvi exprimované RNA
(Adhyana, 2021).

PCR se pouziva pro tfadu aplikaci véetn€ DNA fingerprintingu, diagnostiky genetickych
poruch, detekce genti souvisejicich napf. s rakovinou, typizace tkani a vybéru darch
transplantatu, fylogeneticka analyza, molekularni epidemiologické studie a diagnostika infekci
zptisobenych patogennimi mikroorganismy, véetné variantnich druhi a genotypizace lékové

rezistence (Adhyana, 2021).

3.2. Kvantitativni PCR Vv realném case

Jedna se techniku pouzivanou k monitorovani reakce v realném case. Kombinuje PCR a
fluorescen¢ni chemii pro monitorovani amplifikace templatu. Obecné je qPCR klasifikovana
do dvou typt na zaklad¢ jejiho ucelu: absolutni a relativni kvantifikace (Ravikumar, 2021).
Absolutni kvantifikace se pouzivda v Sirokém spektru obort, jako je mikrobiologie,
potravinaiska technologie a biotechnologie ke kvantifikaci mikrobiologické zatéze nebo cizich
latek v poctu komodit. Relativni kvantifikace se pouziva v oblasti genomiky a funkéni
transkriptomiky k provedeni genové expresni analyzy v biologickych experimentech

(Ravikumar, 2021).
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Tato technika sleduje zvySeni svételného signalu z barviva béhem amplifikace DNA. SYBR
Green je Casto pouzivané barvivo, které se vaze na dSDNA molekuly béhem procesu. I kdyz je
to cenove dostupné a snadno pouzitelné barvivo, jednou nevyhodou je, Zze muze produkovat

signal i s nechténymi produkty PCR reakce (Arva, 2005).

& <><><><>

Unbound SYBR® Green 1
dye molecules

Obrazek 1 Nenavazané barvivo vazajici DNA SYBR® Green 1 v roztoku vykazuje velmi malou fluorescenci. Béhem extenze a
polymerace primeru se molekuly SYBR® Green 1 interkaluji do produktu dvouretézcové DNA, coz vede ke zvyseni

detekované fluorescence (Arya, 2005).

3.3. Methylace DNA

DNA je molekula, kterd se skldda z dlouhych polynukleotidovych fetézcli tvorenych
nukleotidy. Kazdy nukleotid obsahuje dusikatou bazi (adenin, cytosin, guanin nebo thymin),
pentozovy cukr a fosfatovou skupinu. Dusikaté baze se paruji ve specifickych kombinacich:
adenin se paruje s thyminem a cytosin se paruje s guaninem. Tento parovaci mechanismus je
kli¢ovy pro komplementaritu DNA, coz je dilezité¢ pro pfenos genetické informace z jedné
buriky na druhou a pro jeji spravnou replikaci béhem bunééného déleni. (Ghannam,2004).

U savcl byla objevena methylace DNA, coz je proces, kdy se na urcité cytosiny v DNA
pfendSeji methylové skupiny, ¢imZ vznika S5-methylcytosin. Tento proces je soucasti
epigenetiky, coz znamena, ze ovliviluje aktivitu genl bez zmény jejich sekvence. V soucasnosti
je DNA methylace spolu s dal§imi regulatory dulezitym faktorem v epigenetice, ktery
ovlivilyje, jak jsou geny aktivovany nebo potla¢eny. (Moore,2013).

Methylace DNA ovliviiuje aktivitu genti tim, ze pfitahuje proteiny, které bud’ potlacuji genovou
expresi, nebo brani vazani transkripénich faktori na DNA. Béhem vyvoje dochdzi k
dynamickym zménam v methylaci DNA, které zahrnuji jak pridavani novych methylovych —
skupin, tak odstranovani existujicich. Tento proces vede k vytvareni stabilnich a unikatnich
vzorl methylace DNA v diferencovanych bunikach. Tyto vzory pak specificky ovliviiuji

transkripci genti v ruznych tkanich (Moore, 2013).
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Obrazek 2: Buiiky pouzivaji enzymy nazyvané DNA methyltransferazy (DNMT) k pridavani methylovych skupin na pdtou
uhlikovou porzici cytosinu, zejména v CpG dinukleotidovych kontextech, coz vytvari 5-methylcytosin (SmC). Tento proces ma

riznorodé dopady na transkripci genu, stabilitu genomu a uspordadani DNAV buiikdach (Skvortsova, 2019).

Deregulace methylace DNA je silné spojena s nastupem riznych onemocnéni, véetné rakoviny.
CpG dinukleotidy (specificka sekvence CG dinukleotidu v DNA) jsou v sav¢ich genomech
distribuovany nerovnomeérng, seskupené hlavné v tzv. CpG ostrivcich, které se ¢asto nachazeji
predevsim v genovych promotorech. Je dobfe znamo, ze normalni epigenetické procesy jsou

naruSeny béhem iniciace a progrese tumorigeneze, véetné globalnich zmén normalnich vzorcii

metylace DNA (Skvortsova, 2019).

Tumor cell

DNMT

Active transcription coo
Y P l Blocked transcription

Me Me Me Me
Focal hypermethylation | | I I

—

TSG expressed TSG silencing

Blocked transcription Active transcription

Me Me Me
| | | Global hypomethylation

Oncogene silenced Oncogene expressed

Obrazek 3 V nadorovych buiikach jsou onkogeny, které jsou obvykle potlaceny v normdlnich bunkdach, hypomethylaci
aktivovany. To znamend, zZe dochazi k odstranéni methylovych skupin z promotorovych regionii téchto genii, coz vede k jejich
aktivni transkripci a prispiva k nadorovému riistu a progrese (Chen,2022).

V rakoviné se methylovany profil DNA liSi od normalnich tkdni. Na rozdil od celkového snizeni
methylace je DNA v rakoviné Casto hypermetylovana v oblastech nazyvanych ostrovy CpG.

Tyto hypermethylované oblasti, zejména v promotorovych oblastech gend, mohou zpisobit
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potlaceni expresi téchto geni. Tento proces mize byt spojen s rozvojem rakoviny. Zde je
nékolik metod detekce a 1éEby pomoci methylace:

1. Detekce methylace nadoru v Krvi
Detekce rakoviny v cirkulujici krvi je jako postup minimalné invazivni, a proto je v
klinickém prostiedi vysoce Zadouci. Komplexnim nespecifickym klinickym vySettenim
se Ize vyhnout pouzitim krevniho markeru, ktery dokaze identifikovat nejen pfitomnost
rakoviny, ale také konkrétni typ rakoviny (Papanicolau-Sengos, 2022).

2. Analyza promotorové methylace tumor supresorovych geni (TSG)
Hypermethylace a uml¢ovani TSG v celém genomu patii mezi typické vlastnosti
rakovinnych bunék. TSG jsou geny, které maji schopnost potlatovat vznik nadord a
jsou Casto inaktivovany v riiznych typech rakoviny. Reaktivace epigeneticky uml¢enych
TSG byla navrzena jako terapie pii 1é¢b¢ rakoviny (Dammann, 2017).

3. Biomarkery methylace DNA v tekutych biopsiich
Tekuta biopsie mize detekovat a monitorovat primarni 1 metastatické maligni nadory a
muze odrazet heterogenitu nadoru. Muze kontinualn€ monitorovat evoluci primarnich i
metastatickych malignich nadori a detekovat jejich recidivy. Navic se jedna o
minimalné invazivni zakrok a pacientim zplUsobuje méné bolesti. Tekuté biopsie
zahrnuji predev§im bezbunéénou DNA (cfDNA), cirkulujici nadorové bunky (CTC) a
exozomy. Formou tekutych biopsii jsou kromé vyse uvedeného také sputum, moc, sliny,
tekutina z bronchoalveolarni lavaze, bronchiélni aspiraty, vyplachy pridusek a pleurdlni

vypotky (Peilong, 2022).

3.3.1. Detekce methylace tumoru v krvi

Princip metody detekce methylace tumoru v krvi spociva v analyze volného methylované DNA
(cfDNA) ptitomné v krvi pacientil. Tato analyza se zamétuje na methylované useky DNA, které
mohou byt charakteristické pro urcité typy nadord (Dammann, 2017).

Metoda vyuziva techniky imunoprecipitace methylované DNA a vysoce vykonné sekvenovani
vzorkl krve. Ziskand data jsou poté analyzovana za ucelem identifikace specifickych zmén v
methylaci DNA spojenych s raznymi typy nadort. Tyto zmény mohou poslouzit jako
biomarkery pro detekci pfitomnosti rakoviny a mohou také pomoci s ur¢enim jejiho typu
(Papanicolau-Sengos, 2022).

Nekteré studie pouzivaji i pravdépodobnostni metody klasifikace rakoviny pomoci methylace

cfDNA, které porovnavaji distribuci methylace CpG skupin mezi plazmou pacientli bez
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rakoviny a pacientll s riznymi typy nadort. Tato metoda bere v tivahu variabilitu v distribuci
methylace cfDNA v zavislosti na riznych smésich cfDNA od pacientli s rakovinou a bez ni
(Dammann, 2017).

Celkové tyto metody umoznuji detekci a klasifikaci nddorti na zaklad¢ analyzy methylace
cfDNA v krvi, coz ptedstavuje slibny pfistup k minimalné invazivni diagnostice rakoviny

(Papanicolau-Sengos, 2022).
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Obrazek 4 Extrahovand DNA z tumoru je konvertovana bisulfitem a amplifikovana. Poté se hybridizuje s ¢ipem BeadChip a
zaznamendava se fluorescencni signal. Beta hodnota vyjadiuje pomér methylované verze k celkovému poctu methylované a
nemethylované verze na daném misté methylace. Analyza dat miize byt provadeéna nesupervizovanymi metodami, jako jsou t-
SNE nebo UMAP, pro vizualizaci shlukovani nadori. Data o methylaci mohou byt také pouZita k vytvoreni grafii kopii Cisel,
kde se scita fluorescencni intenzita methylovanych a nemethylovanych sond a déli se intenzitami normdlniho genomu

(Papanicolau-Sengos, 2022).

3.4. Sekvenovani

Sekvenovani je technika v molekularni biologii, kterd slouzi k ur€eni pfesného potadi bazi v
DNA. Pouziva se jak, k urovani sekvenci v nezndmych genech, chromozomech nebo

genomech (napftiklad bylo Gspésné dokonceno sekvenovani lidského genomu v roce 2001), tak
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k detekci zmén, jako jsou mutace nebo polymorfismy, ve znamych sekvencich. Tato metoda,
nazyvana resekvenovani, umoziuje identifikovat substituce (kdy je jedna baze nahrazena
jinou), delece (ztrata bazi), inserce (vlozeni bazi) nebo duplikace (zdvojeni bazi) v genech, které
hraji klicovou roli ve dédi¢nych i ndhodnych lidskych onemocnénich. Sekvenovani je proto
uZziteénym néstrojem v patologické diagnostice (Sedivcova, 2013).

3.4.1. Sangerovo sekvenovani

Jedna se o metodu sekvenovani DNA, kterou vyvinul britsky biochemik Frederick Sanger v
roce 1977. Sangerovo sekvenovani je Siroce pouzivanym piistupem pro analyzu sekvence DNA
diky své jednoduchosti, nizké cené¢ a vysoké presnosti. Zejména vysoka presnost déla ze
Sangerova sekvenovani ,zlaty standard“ pro validaci sekvenci v zdkladnim vyzkumu a
klinickych aplikacich (Guo, 2023).

Tato metoda zahrnuje opakovanou syntézu nového fetézce DNA pomoci asymetrické PCR.
Béhem kazdého kroku syntézy je vSak proces pierusen, protoze se do fetézce nahodné integruje
fluorescenéné znaceny dideoxynukleotid (ddNTP), coz je modifikovana nukleotidové baze.
Tento dideoxynukleotid zplsobi, ze DNA polymeraza ztrati schopnost pokracovat v syntéze
nového fetézce, nebot’ chybi 3" hydroxylova skupina nutna pro prodlouzeni fetézce. Kapacita
jedné reakce muize byt az 1500 bp (Kolisko, 2015).

Reakce se sklada z nckolika ¢asti. Zac¢iname s templatovou DNA, kterd miize byt jedno nebo
dvouvldknova. Pfiddvdme enzym DNA polymerazu, ktery vytvafi nové vladkno DNA
komplementarni k sekvenované DNA. Enzym pouZiva kratky kousek DNA nazyvany primer,
ktery je komplementarni k zacatku sekvenované oblasti, a jednotlivé stavebni bloky DNA
(ANTPs). Tyto deoxynukleotidy se postupné pfipojuji k primeru podle principu
komplementarity bazi a vytvateji novy fetézec DNA (Sedivcova, 2013).

Pii sekvenovani se pouzivaji fluorescencné znacené ddNTP, které se zaclenuji do nové
vznikajiciho fetézce béhem line4drni amplifikace, coz je cyklicky proces, ktery pouziva jeden
primer. Kazdy z téchto ¢ty riznych ddNTP ma4 jinou barvu, kterd je pii anayze odliSitelna. To
umoznuje provadeét sekvenacni reakci v jedné zkumavce. Misto gelové elektroforézy je
vetSinou pouzivana elektroforéza kapilarni, kterd vyuziva pohybu DNA v tekuté nebo gelové
matrici. Fluorescen¢né znacené produkty sekvenacni reakce jsou oddéleny v kapilafe podle
velikosti a detekovany laserovou excitaci. Signaly jsou zpracovany softwarem a pievedeny do
podoby sekvenogramu, ktery zobrazuje sekvenci nukleotidii v analyzované DNA pomoci
barevnych pikt, kde kazda barva odpovida ur¢itému nukleotidu (napiiklad zelena pro adenin,

modra pro cytosin, Zluta pro guanin a &ervend pro thymin) (Sedivcova, 2013).
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Obrazek 5 Princip Sangerovy metody sekvenovani zahrnuje syntézu nového retézce DNA ve sméru 5'—3' pomoci specifického
primeru, deoxynukleotidii (ANTP), dideoxynukleotidit (ddNTP) a DNA polymerazy. V klasickém provedeni, zobrazeném na levé
stranée, mize byt templat oznacen radioaktivnim nebo fluorescencnim znacenim. Reakce probiha v nékolika zkumavkdch a po
denaturacni gelové elektroforéze je ziskana sekvence. V modernéjsim pristupu, zobrazeném na pravé strané, jsou ddNTP
znaceny fluorescencné (L = znacka) a reakce probiha v jedné zkumavce, pricemz sekvence je ziskana po kapilarni elektroforéze

(Sedivcovd, 2013).

3.4.2. Sekvenovani nové generace (NGS)

Termin "NGS" neoznacuje jednu konkrétni techniku, ale spiSe rtizné moderni metody
sekvenace DNA vyvinuté po Sangerové metodé. Casto je jedna metoda spojena pouze s jednou
konkrétni spolecnosti a jini vyrobci ji nevyuzivaji (Muzzey, 2015).

Mezi tyto novinky patii naptiklad sekvenovani syntézou, sekvenovani ligaci, sekvenovani na
iontovych polovodicich a dalsi. AvSak v genetické medicin€ je nejcastéji pouzivanou technikou

sekvenovani syntézou, kterou provadéji pistroje od spole¢nosti Illumina. (Muzzey, 2015).
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Obrazek 6 NGS je variace digitalniho rozsifeni Sangerova sekvenovani. Obé metody pouzivaji polymerdzu k kopirovani DNA
pomoci nukleotidii, ale NGS pouziva zcela neobarvené a prodlouzitelné baze, zatimco Sanger kombinuje cdstecné obarvené a
neprodlouzitelné baze. 1 kdyz maji spolecné kroky rozsiveni, uspordadani a detekci, NGS ma specialni krok obnovy, ktery
preménuje baze na neobarvenou a prodlouzitelnou formu (Muzzey, 2015)

V Sangerové metod€ se upravi jen mala ¢ast bazi, zatimco v NGS se upravi vSechny. Pfi
kopirovani DNA se polymerdza zastavi, kdyz pfidd modifikovanou bazi. V NGS se DNA
imobilizuje na sklo a kazda pfidavana baze se oznaci barvou. Potom se vizualizuje
mikroskopicky obraz ptidané baze, véetné barvy kazdé baze (Nakagawa, 2018).
Modifikované baze jsou zménény zpét na standardni baze, aby mohly byt prodlouzeny a ztratily
fluorescen¢ni vlastnosti. Tento proces, zvany obnova, pfipravuje DNA na dalSi kroky
prodluzovani a zobrazovani. Po n€kolika cyklech zobrazovéni je fluorescen¢ni signal na kazdé
pozici templatu ptifazen konkrétni bazi (A, T, C nebo G). Baze z riiznych pozic templatu jsou

poté spojeny dohromady, tvofice ,,éteni® DNA sekvence. Moderni NGS stroje mohou vytvaret
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¢teni s délkou srovnatelnou nebo delsi nez tradi¢ni Sangerovy sekvenatory, i kdyZz plivodné
byly délky ¢teni kratsi (Muzzey, 2015).

NGS je dulezitym zplsobem, jak diagnostikovat nové a vzacné mutace rakoviny a rozpoznat

rizné zmény v genomu, jako jsou posuny, obraceni, vloZeni a odstranéni Casti DNA. Také

pomaha objevit zmény v poctu kopii geni a predpokladané prenosné rakovinné mutace Vv

rodin€, coz poméaha vybrat vhodné cilené terapie a predpovédni analyzy. NGS ma spoustu

vyhod, napiiklad schopnost zkoumat vSechny typy mutaci pro velky pocet gena (stovky az

tisice) a je velmi citliva. Diky své rychlosti a relativn€ nizsi cen¢ ve srovnani s jinymi metodami

sekvenovani je NGS velmi cenénym nastrojem v mediciné a vyzkumu (Nakagawa, 2018).

Prvnim krokem v NGS (lllumina) je pfiprava vzorku DNA pro sekvenaci, znama také jako

tvorba sekvena¢ni knihovny. Tento proces zahrnuje nékolik dulezitych krokd.

1.

Izolace DNA: DNA je extrahovana z nadorového vzorku nebo v piipadé RNA se
prepisuje do cDNA.

Fragmentace DNA: DNA je nasledné fragmentovana na mensi ¢asti.

Navazani adaptéri: Na konce fragmentii DNA jsou pfidany adaptéry, coz jsou kratké
sekvence DNA, které umoziuji jejich fixaci a amplifikaci.

Amplifikace: Fragmenty DNA jsou nasledné amplifikovany, aby se zvysila jejich
koncentrace a zajistuje se tak dostatené mnozstvi materialu pro dalsi analyzy.

Fixace na povrch: Amplifikované fragmenty DNA jsou fixovany na pevny povrch, coz

je nezbytné pro naslednou sekvenaci.

Takto ziskané sekvence jednotlivych fragmentl jsou ve tfetim kroku bioinformaticky

analyzovany (Slaby, 2019).

Mezi hlavni aplikace NGS patii:

1.

28

Celogenomové sekvenovani (WGS — whole genome sequencing)

Celogenomové sekvenovani umoziuje identifikovat rGzné typy variant po celém
genomu, jak v kodujicich (exonovych) oblastech, tak 1 v nekodujicich oblastech. To
zahrnuje schopnost identifikovat nové a dosud nepopsané varianty v nadorovém
genomu. Porovnani genetického materidlu z normalnich bun€k s genetickym
materidlem z nddorovych bunck poskytuje detailni pohled na specifické zmény v
nadorovém genomu.

Avsak obrovské mnozstvi dat, které 1ze pomoci celogenomového sekvenovani ziskat,
klade vysoké naroky na jejich interpretaci. Tento proces je zvlasté naro¢ny v ptipadé
nahodnych, ale potencialn¢ rizikovych variant, které mohou byt obtizné

interpretovatelné (Slaby, 2019).



Mezi vyhody WGS patii sekvence jak kodujicich, tak nekddujicich oblasti genomu,
ptedstavuje nejkomplexnéj$i metodu analyzy genomové DNA. Ma dilezity vyznam pro
translacionalni vyzkum v onkologii. Umoznuje vypocet mutacni zaté¢ze (TMB), coz je
dulezity faktor pro posouzeni G¢innosti imunoterapie u nadorovych onemocnéni.
Nevyhodou WGS jsou velké objemy dat ziskanych z WGS, které vyzaduji naro¢nou
interpretaci, zejména pfi identifikaci ndhodnych a potencidlné rizikovych nalezii. WGS
je také spojeno s vysokymi financnimi ndklady a casovym zatizenim (Slaby, 2019).
Sekvenovani celého exomu (WES — Whole-exome sequencing)

Celoexomové sekvenovani (WES) je metoda, kterd zachycuje vétSinu genetickych
oblasti, které koéduji proteiny v genomu. Tyto oblasti jsou dilezité, protoze casto
obsahuji mutace spojené s nemocemi. Klinické aplikace WES nejsou jen o diagnostice,
ale mohou také pomoci urcit nejlepsi terapeutickou strategii pro pacienta na zakladé
jeho genetického profilu (Mahajan, 2020).

Rozsahly proces sekvenovani celého exomu vyzaduje standardni odbér krve od
pacientl, ktery je posléze odeslan do laboratofe k analyze. I ptes to, zda je sekvenovani
v mnoha pfipadech automatizované, jde zde zapotiebi odbornych specialistd, ktefi
dokazi propojit fenotyp s genotypem a rozhodnout, zda by identifikované varianty mély
byt povazovany za patogenni (Herington, 2019). Mensi rozsah pokryti exomu ve
srovnani s celym genomem umozituje dosahnout vétsi hloubky cteni, coz vede k vyssi
citlivosti pfi detekci variant v heterogennim vzorku nadorové tkané. Z klinického
hlediska poskytuje WES velmi hodnotny informacni obsah a pfedstavuje vynikajici

alternativu k celogenomovému sekvenovani (WGS) (Slaby, 2019).

4
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Panels

Obrazek T Rozdil sekvenovani u metod Targeted gene panels, WES a WGS: Panel = konkrétni SNP, WES = jen exony, WGS =

cely genom (Yoon Jung Shin, 2022).
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Mezi vyhody metody WES oproti WGS patii jeji lepsi interpretace vysledki,
umoznuje veétsi hloubku ¢teni a vypocet mutacni naloze (TMB), a také to, Ze vétSina
patogennich variant lezi v kodujicich ¢astech genomu.

Nevyhodou je, Ze WES nedokéze detekovat varianty v nekddujicich oblastech genomu
a vyskytuji se obtize pfi identifikaci ndhodnych a potencialné rizikovych nalezii (Slaby,

2019).

3.4.3. Princip sekvenovani v diagnostice rakoviny

Samotny proces analyzy rakoviny pomoci sekvenovani DNA piedstavuje technologicky pokrok
v oblasti mediciny. Zaciname sbérem vzorkti DNA, Casto z periferni krve, coz je relativné
neinvazivni a dostupnad metoda ziskani biologického materidlu. Poté, co mame tyto vzorky,
vstupujeme do faze laboratorni pripravy, kde je DNA izolovana a peclivé upravena pro dalsi
analyzu. Tento proces zahrnuje fragmentaci DNA na mensi Gseky a oznaceni specifickych
genovych regiontl pro identifikaci a sledovani. Kli€¢ovym krokem je obohaceni téchto genovych
regiont, které jsou znamé pro svou ulohu v rtiznych typech rakoviny (Strom, 2015).
Nasleduje samotné sekvenovani DNA, coz je proces, kde ¢teme a zaznamendvame genetické
sekvence. Moderni technologie, jako je sekvenator MiSeq od spole¢nosti Illumina, umoziuji
rychlé a pfesné sekvenovani velkého mnozstvi DNA vzorkll najednou. Po ziskani sekvencénich
dat nasleduje faze bioinformatické analyzy. To zahrnuje pouziti sofistikovanych algoritml a
softwaru k identifikaci genetickych variant spojenych s rakovinou, véetné mutaci, delekci a
amplifikaci gent (Strom, 2015).

Dtlezitou soucasti analyzy je také srovnani genetickych dat s referenénimi genomovymi
sekvencemi a databazemi genetickych variant, coZ pomaha pfi identifikaci kritickych zmén
spojenych s rakovinou. Nakonec jsou identifikované genetické varianty dale validovany a
interpretovany s ohledem na klinicky vyznam pro kazdého jednotlivého pacienta. Tyto
informace pak pomahaji lékaiim pii rozhodovani o diagnostice, progndéze a vybéru
nejefektivnéjsi 1écby pro kazdého pacienta s rakovinou. Celkové tento piistup k analyze
genomu umoziuje subjektivni a pfesné 1€Cebné strategie, coz mize vyrazné zlepsit vysledky

1é¢by a prognozu pacientu s rakovinou (Strom, 2015).
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Obrazek 8 Priprava sekvenacni knihovny je klicovy krok v procesu sekvenovani DNA (Slaby, 2019).

3.5. Hybridiza¢ni metody

Molekuldrni hybridizace je spojeni komplementarnich fetézci DNA nebo RNA z rGznych
molekul nukleovych kyselin. Pro detekci ur€itych sekvenci nukleovych kyselin se pouziva
hybridizace s oligonukleotidy nebo polynukleotidy, které maji komplementarni nukleotidové
potadi. Sondy, které obsahuji komplementarni sekvence, se pfi pfisnych podminkach spoji
(naptiklad pro DNA delsi nez 150 bp pfi teploté o 5-10 °C niz$i nez teplota tani). Pokud nejsou
sekvence Upln€ shodné, mohou se spojit za méné prisnych podminek (ptfiblizné o 25 °C pod
teplotu tani) (Kiemen,1998).

Hybridizace mize byt provedena bud’ v roztoku, nebo na nosi¢ich. V prvnim ptipadé se
hybridni molekuly oddé€luji chromatograficky nebo pomoci ultracentrifugace v rovnovazném
hustotnim gradientu. V druhém piipadé se hybridizace provadi po pfichyceni analyzované
nukleové kyseliny na nosi¢, coZz je Casto nitrocelulosovd nebo nylonovd membrana
(Ktemen,1998).
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3.5.1. Western blotting

Western blotting je technika pouzivana k oddéleni a detekci rtiznych proteint. Zahrnuje tfi
hlavni kroky: separaci proteinti podle jejich velikosti, pfenos proteinii na membranu a detekci
pozadovanych proteini pomoci protilatek. Tato technika se Casto vyuziva k identifikaci a
analyze proteint v biologickych vzorcich (Begum, 2022).

Metoda se také vyuziva k studiu regula¢nich molekularnich mechanismd, které ovliviiuji obrat
proteintl, fyziologické zmény a energeticky metabolismus. Dale se pouziva k analyze aktivity
kinaz, urCeni subceluldrniho umisténi proteinli, zkoumani interakci mezi proteiny, méfeni
mnozstvi proteint a sledovani posttranslacnich modifikaci, jako jsou methylace, glykosylace,
fosforylace, SUMOylace, ubikvitinylace a stépeni (Begum, 2022).

Jedna se o oblibeny, efektivni a rychly nastroj v biochemickém vyzkumu. Poskytuje jasné a
snadno interpretovatelné vysledky, coz jej ¢ini Siroce vyuzivanou rutinni metodou (Begum,
2022).

Princip této metody je, ze se buinky ziskané z tkani pacienta nebo z krevnich vzorki rozdéli a
jejich obsah se umisti do mikrojamek na tenkém polyakrylamidovém gelu. Poté jsou proteiny
oddéleny elektroforézou podle velikosti a pfeneseny na membranu. Na membrané jsou poté
proteinové cile detekovany pomoci protilatek, které jsou specifické pro proteiny spojené s
rakovinou. Timto zpisobem lze identifikovat a kvantifikovat rizné proteiny, které mohou
slouzit jako biomarkery rakoviny. Analyza proteini pomoci Western blottingu miizZe
poskytnout cenné informace o stavu rakoviny, napiiklad o jejim typu, stupeil agresivity nebo o
ucinnosti 1é¢by. Tento pristup miize byt pouzit pro diagnostiku, sledovani prabéhu onemocnéni

arozhodovani o nejvhodnéjsi 1é¢ebné strategii pro kazdého pacienta s rakovinou (Kang, 2014).
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Obrazek 9 Vicekrokovy Western blot zacina pripravou vzorku proteinu a konci detekci specifického proteinu, ktery zkoumame.
Zahrnuje ndsledujici kroky: priprava vzorku, oddéleni proteinii podle velikosti pomoci SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis), prenos proteinii na membranu, blokovani, inkubaci s primdrnimi a sekunddrnimi

protilatkami a nakonec detekci cilového proteinu (Begum, 2022).
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3.5.2. Northern blotting

Analyza RNA metodou Northern blotting zahrnuje tfi hlavni kroky. Nejprve je RNA odd¢lena
podle velikosti pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu. Poté je RNA pienesena na
nylonovou membranu, kde si udrzuje stejnou prostorovou distribuci jako v gelu. Poté se napf.
radioaktivné znaCend sonda (dnes se cCastéji vyuziva imunochemicky nebo fluorescencné
znacena sonda), ktera je komplementarni k cilové RNA sekvenci, hybridizuje s RNA na

membran¢. Nakonec jsou odstranény nespecificky vazané sondy (He, 2013).
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Obrazek 10 Schéma provedéni Northern blottingu (Hamad, 2017).

Northern blotting je jednou z nejpouzivanéjSich metod k identifikaci, validaci a studiu
expresniho profilu SRNA, protoze jde o kvantitativni, relativné levnou techniku, ktera je snadno

dostupna pro vétsinu laboratoii (Gomollon S., 2011).

3.5.3. Southern blotting

Southern blotting je technika, kterd umoznuje ptenos fragmentii DNA z elektroforetického gelu
na membranovy nosi¢. To umoziiuyje fixaci DNA fragmentli na membranu a vytvofeni vzoru
podobného tomu na gelu. Nasledné mize byt DNA hybridizovana s oznacenymi sondami, coZ
umoznuje identifikaci specifickych sekvenci DNA (Brown, 1993).

3.5.4. Microarrays

DNA mikro¢ipy (DNA microarrays) jsou molekularné biologickou metodou, stale Castéji
vyuzivanou v lékafstvi. Stanoveni profilu genové exprese vychazi z uvahy, Ze ackoliv v§echny
somatické bunky organismu obsahuji tutéz vybavu DNA, vzdy pouze urcitd jeji ¢ast je u dané

bunécné subpopulace piepisovana do medidtorové RNA (mRNA) a jako templat je vyuZzita k
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proteosyntéze. Na cCipech je lokalizovano velké mnozstvi (tisice az statisice) sond, které
reprezentuji specifické sekvence DNA (Janikova, 2008).

Metoda je uziteéna pro hledani specifickych geni spojenych s infek¢nimi agens, genovym
polymorfismem a analyzou exprese. Je rozsifené vyuzivana k prozkoumani exprese genu pii
riznych onemocnénich, coz pomiize odhalit jejich pfi¢iny a umozni pfesnéjsi lécbu (Bednar,
2000).

Na DNA mikroCipech se pouzivaji kratké komplementarni oligonukleotidy, které maji
specifickou sekvenci bazi uspotadanou v zrcadlovém potadi. Tyto oligonukleotidy slouzi k
detekci cilové nukleové kyseliny, kterd se k nim vaze (hybridizuje) pomoci komplementarnich
vazeb mezi bazemi A-T nebo G-C. DNA mikroc€ipy obsahuji tyto zachytné sondy. Pro zvysSeni
citlivosti metody se zkoumana nukleova kyselina nejprve zesiluje, naptiklad pomoci PCR. Cim
vice je urcity gen exprimovan, tim intenzivnéj$i je fluorescence pozorovand v odpovidajici
oblasti mikroc¢ipu DNA (Bednat, 2000).

Konstrukce DNA mikro¢ipu umoziuje soucasné testovani mnoha genl najednou. Existuje
nckolik pfistupl k vyuziti DNA mikrocipti, véetné paralelniho zkoumani Siroké oblasti genomu
pomoci kolekce sond a zkoumani malé oblasti genomu na urovni jednotlivych bodovych
mutaci, coZ umoziuje zkoumani variant v genech (Bednat, 2000).

Technologie nabizi vyznamné vyhody v oblasti vyzkumu, pficemz je vysoce vykonn4, relativné
cenove¢ dostupnd a umoziuje provadéni vétSiny experimentalnich a analytickych kroka pfimo
v laboratofich molekularni biologie na vétSin¢ univerzit, 1ékafskych fakult a pfidruzenych
nemocnic (Zeng, 2011).

Pro vytvoteni miRNA mikroCipi je sada miRNA sond vytisténa na podlozni sklicka. RNA je
nasledné izolovana pomoci metody nebo ¢inidla, které zachovava malé druhy RNA, a nasledné
oznac¢ena fluorescenénim barvivem. Jako kontrolni prvek slouzi referencni DNA
oligonukleotidy, které odpovidaji urcité podskupiné miRNA a jsou znaceny odlisSnym
fluorescen¢nim barvivem. Referencéni DNA ma za ukol ovéfit kvalitu sklicka a hybridizace, a
zaroven slouzi k normalizaci dat (Zeng, 2011).

Nasledné jsou RNA a DNA smichany a hybridizovany na mikro¢ipovém skli¢cku obsahujicim
sondy pro vétSinu miRNA v databazi. Po omyti sklicka je naskenovano a ziskany obrézky, na
zaklade, kterych jsou kvantifikovany intenzity jednotlivych skvrn. Tyto surové signaly jsou
dale zpracovany a analyzovany jako data exprese odpovidajicich miRNA (Zeng, 2011).

Pro snizeni nakladd na mikroCipy a zlepSeni konzistence mikro¢ipovych experimentl je mozné
mikrocipova sklicka stripovat a regenerovat. Timto zplsobem lze optimalizovat naklady a

dosahnout konzistentnich vysledkt (Zeng, 2011).
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Obrazek 11 Normalni bunika produkuje zelené znacené cDNA, zatimco rakovinnd burika produkuje cervené znacené cDNA.
Tyto cDNA jsou hybridizovany s oligonukleotidy na mikrocipu a vysledky jsou zaznamenany jako zluté (spolecné zmény), zelené

(zmény pouze v normdlnich buiikach) nebo cervené (zmény pouze v rakovinnych buikdach) tecky (BioNinja, (n.d.)).

Pokrok v technologiich, jako jsou DNA ¢ipy a nové metody sekvenovani genomu, umoZiiuji
systematickou analyzu genomi a odhaleni Sirokého spektra strukturnich variant spojenych s
rakovinou, v¢etné kopii genti. Mezinarodni projekty, jako HapMap, poskytly obrovsky objem
genetickych dat, coZ umoziiuje studovat genetické faktory spojené s rakovinou. V Ceské
republice existuje vetejné dostupna narodni databaze pod zastitou Narodniho centra 1ékatské
genomiky, ktera obsahuje informace o genetickych variantaich v ¢eské populaci. Princip
aplikace metod analyzy genomu u osob s rakovinou spoivd v porovnani genomovych
informaci pacienta s genetickou variabilitou populace za t¢elem odhaleni genetickych variant,
které mohou pfispét k vyvoji rakoviny. Tyto informace mohou vést k personalizované 1é¢bé

rakoviny, v¢etn¢ cilené terapie a imunoterapie (Kmoch, 2018).

3.5.5. Insitu hybridizace

In situ hybridizace je technika, kterd umoznuje detekci specifickych nukleotidovych sekvenci
ptimo v bunikéch, tkanovych vzorcich, a dokonce i v celych tkanich. Principem této metody je
parovani komplementarnich sekvenci nukleotidové sondy s urcitou cilovou sekvenci DNA

nebo RNA. Sondy mohou byt oznafeny riznymi zplsoby, naptiklad radioaktivnimi,
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fluorescenénimi nebo antigenovymi znackami. V zavislosti na pouzité znacce se k vizualizaci
vysledkll vyuziva riznych metod, jako je autorradiografie, fluorescenéni mikroskopie nebo
imunohistochemie. In situ hybridizace je Siroce vyuzivana jak ve vyzkumnych laboratotich, tak

i v klinické praxi, zejména pro diagnostické ucely (Jensen, 2014).

3.5.6. Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

FISH je bézna technika v diagnostice genetickych zmén. Pouziva se k identifikaci specifickych
zmén souvisejicich s nadory. Jednd se o jednoduchy postup, ktery umoziuje zjistit rizné
genetické abnormality, jako jsou zmény v genech jako ALK, ROS1, delece v oblastech jako 1p
a 19q, genové fuze jako COL1A1-PDGFB, nerovnovahy v genomu jako 6p, 6q, 11q a zvySena
kopie gent jako HER2. Tyto informace jsou dulezité pro personalizovanou onkologii, protoze
potvrzeni téchto genetickych zmén mize vést k specifické 1é¢bé. V jinych ptipadech muze
FISH pomoci patologlim piesnéji urcit typ sarkomu nebo kone¢nou diagnézu (Chrzanowska,
2020).

Metoda zahrnuje dvé hlavni €asti: pripravu DNA sondy a cilové DNA, ke které¢ se sonda
vaze. DNA sonda obvykle pochazi z klonovanych zdroji, jako jsou plazmidy nebo kosmidy, a
obsahuje specificky gen nebo chromozomalni oblast (Bayani, 2004). Muze byt oznaCena
riznymi zpusoby, napiiklad fluorochromy, coz jsou latky, které emituji svétlo pii osvétleni a
jsou charakterizovany svymi excitaénimi a emisnimi spektry. Jejich hlavni vyhoda obvykle
spociva v malé velikosti, coZ nebrani vazb¢é sondy na DNA, a umoziuje tak pfimé oznaceni
sond (Mrhalova, 2013). Cilova DNA muzZe byt bud’ chromozom, nebo jadro v klidové fazi
buiiky. Po denaturaci obou sond a cilové DNA jsou ob¢ jednovldknové a mohou se spojit. Po
24hodinové reakci nasleduje oplachovani a inkubace s fluorescenéné ozna¢enymi protilatkami,
a pak se vzorek prozkouma pod fluorescenénim mikroskopem. Usp&sna interpretace zavisi na
kvalit¢ materiald, efektivité spojovani DNA a ptesnosti detekce pomoci protilatek (Bayani,

2004).
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Obrdzek 12 Metoda I-FISH preméiiuje dvouvldknovou DNA na jednovldknové struktury a umoZiiuje piimé znaceni sond. Tyto
sondy se vazou na komplementdrni casti genomické DNA v denaturované tkani na histologickém sklicku, ¢imz vytvareji

fluorescencni signaly (Mrhalova, 2013).

Metoda FISH se také Casto oznacuje jako I-FISH, kdyz se pouziva k detekci zmén v jadrech
béhem interfaze. Naopak termin FISH se typicky vztahuje k analyze spiralizovanych
chromozomu v metafazi (Mrhalova, 2013).

Pfi pouziti neradioaktivniho znaceni pro analyzu genomi v rdmci studia rakoviny se vyuZziva
mensiho mnozstvi organickych rozpoustédel, jako je formamid, coZ zjednoduSuje praci a
eliminuje problémy s likvidaci odpadu. Tato metoda umoznuje provadét analyzu v bézné
vybavenych laboratofich a ziskat vysledky jiz béhem né€kolika hodin hybridizace. To je
vyznamné pro rychlé vyhodnoceni genetickych variant spojenych s rakovinou a umoziuje
provadét analyzu i s malymi mnozstvimi bunék. Diky novym modifikacim a technikam jako
vicebarevna fluorescencni in situ hybridizace (FISH) dochdzi k rapidnimu pokroku v
molekularnim studiu chromozom v souvislosti s rakovinou. I piesto jsou vSak nékteré metody
molekularni cytogenetiky naro¢né na vybaveni laboratofe, zejména co se ty¢e mikroskopie a
vysoce specializovanych ptistrojii. Nicméné pro rutinni diagnostiku lze metodu FISH provadét
1 v laboratofich s béznou technickou vybavou, coz je vyznamné z hlediska dostupnosti této
diagnostiky pro onkologické pacienty. Komeréné dostupné kity pro analyzu DNA sond jsou v
této oblasti Siroce vyuzivany a umoznuji provedeni zakladnich diagnostickych testl s ohledem

na genetické varianty spojené s rakovinou (Mazura, 2001).
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4. Budoucnost diagnostiky rakoviny: Inovativni pristupy a

technologie

Diagnostika rakoviny se rychle vyviji diky pokrokiim v technologiich a védeckém vyzkumu,
které umoznuji presnéjsi, rychlejsi a méné invazivni metody detekce a sledovani onemocnéni.

Mezi nejvyznamnéjsi inovace patii tekuté biopsie, genomické a molekularni profilovani,
vyuziti umélé inteligence, pokrocilé zobrazovaci techniky a nanotechnologie.

4.1. Tekuta biopsie: Cirkulujici nadorové bunky

Cirkulujici nddorové buiiky (CTCs) jsou buriky, které se oddé€lily od primarniho nadoru nebo
metastatickych mist a dostaly se do krevniho ob¢hu. Studie naznacuji, Ze epitelove-
mezenchymalni pfechod (EMT) hraje roli v mobilizaci a §ifeni téchto nddorovych bunék, ¢imz
zvySuje jejich schopnost pohybu a invaze. Behem EMT ztréaceji epitelialni nadorové bunky své
pevné bunééné kontakty a polaritu, ¢imz ziskavaji protahly tvar a vétsi pohyblivost. Zajimavé
je, ze krevni desti¢ky piiléhajici k CTCs mohou samy o sobé vyvolat EMT. Tento proces je
rovnéz podporovan prostiedim nadorového mikroprostredi (Zhang, 2020).

CellSearch (Menarini Silicon Biosystems Inc., San Diego, CA) je v soucasnosti jedinym
systémem schvalenym FDA pro detekci a pocitani cirkulujicich nadorovych bunék (CTCs),
ktery vyuziva epitelovy specificky adhezni molekul (EpCAM) na povrchu téchto bunék. Studie
od Allarda a kol. ukazala, Ze ma primérnou citlivost obnovy 85 % nebo vyssi (Wu, 2018).
Ackoli samotné pocitani CTCs poskytuje omezené biologické informace, byly vyvinuty nové
metody, jako je mikrofluidni platforma CTC-Chip. V této metodé CTCs interaguji s
mikrosloupky pokrytymi EpCAM pod laminarnim proudénim. I kdyZ tato metoda zjednodusuje
pracovni postup, stale zavisi na detekci EpCAM, coz nemusi vzdy piesné definovat skutecné

CTCs (Zhang, 2020).
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Obrazek 13 llustrace riznych typu neinvazivnich biopsii, které se vyuzivaji k diagnostice a monitorovani onkologickych

onemocneéni. Jedna se o biopsie krevni, mozkomisni, dechové, a také ze slin, moci a stolice (Wu, 2018).

4.2. Nanotechnologie v diagnostice rakoviny

Nanocastice se pouzivaji pro diagnostiku rakoviny k zachycovani biomarkerd spojenych s
rakovinou, jako jsou proteiny, cirkulujici nddorovda DNA, cirkulujici naddorové buiky a
exozomy. Hlavni vyhodou pouziti nanocastic pii detekci rakoviny je jejich vysoky pomér
povrchové plochy k objemu ve srovnani s béznymi materialy. Diky této vlastnosti mohou byt
povrchy nanocastic husté pokryty protilaitkami, malymi molekulami, peptidy, aptamery a
dal$imi komponentami, které se mohou vazat a rozpoznavat specifické rakovinové molekuly.
Prezentaci rtiznych vazebnych ligandi na rakovinné buniky lze dosdhnout multivalentnich
ucinkl, které mohou zvysit specificitu a citlivost detekéniho testu. Diagnostické metody
zaloZené na nanotechnologiich jsou vyvijeny jako slibné nastroje pro pohodlnou, nakladoveé

efektivni a rychlou detekci rakoviny (Zhang, 2019).
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Obrazek 14 Riizné typy nanocastic s povrchovymi upravami (protilatky, peptidy, aptamery) umoziuji efektivni detekci
biomarkerit rakoviny, jako jsou proteiny, DNA/RNA, cirkulujici nddorové buriky a exozomy, diky jejich vysokému pomeéru

povrchové plochy k objemu (Zhang, 2019).

4.3. Uméla inteligence v diagnostice a terapii rakoviny

Umeéla inteligence (Al) pronikla do mediciny a zejména do diagnostiky rakoviny, coz
pfedstavuje vyznamnou a komplexni vyzvu. Integrace Al do diagnostickych procesti by mohla
vyrazng zlepsit detekcei 1ézi, eliminovat lidské chyby, snizit ndklady a urychlit screeningové
programy. Al algoritmy dokéazi analyzovat digitalni snimky z radiologie a patologie a odhalit
detaily neviditelné lidskému oku (radiomika a patomika). Spojeni téchto analyz s klinickymi a
genetickymi daty (radiogenomika) pfispéje k lepSimu pochopeni rakoviny a vyvoji novych
zobrazovacich biomarkert. Al v onkozobrazovéani a onkopatologii miiZze byt vyuZita k detekci

1ézi, charakterizaci nddor a podpote klinického rozhodovani a prognoéz. Presto Al nemuze

zcela nahradit lidskou roli, ale miize byt vyznamnym pomocnikem (Majumder, 2021).
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ZAVER

Vysokokapacitni metody v diagnostice rakoviny pfedstavuji prilomovy ptistup k identifikaci a
monitorovani onkologickych onemocnéni. Tyto technologie maji potencial vyznamné zlepsit
presnost, rychlost a efektivitu diagnostiky rakoviny.

Mezi hlavni vyhody vysokokapacitnich metod patii sekvenovani nové generace (NGS),
zobrazovaci techniky a hybridiza¢ni metody. Tyto metody umoziiuji detekci rakoviny v jejich
ranych stadiich, coz je klicové pro rychly zasah a 1écbu, a tim zvysuje Sance na tipIné uzdraveni
pacienttl.

NGS technologie, kterd umoznuje rutinni sekvenovani celého genomu, mé obrovsky vyznam
pii hledani novych biomarkerti a zkoumani komplexnich genetickych zmén. Tyto zmény ¢asto
zahrnuji vzdalené sekvence genomu, které se na prvni pohled nezdaji byt propojené. Budouci
vyzkum pravdépodobné odhali nové vztahy mezi témito sekvencemi, coz povede k piesnéjsi
diagnostice rakoviny. Soucasné probihaji intenzivni studie, které se zamétuji i na epigenetické
zmeény, jez hraji dtlezitou roli v rakovinnych procesech. Tim se vSak problematika diagnostiky
stava slozitéjsi a wukazuje, ze jednoduché teSeni pravdépodobné nebude mozné.
Vysokokapacitni metody analyzy velkych ¢asti genomu tedy budou hrat kli¢ovou roli.

Ptresto existuji vyzvy spojené s implementaci téchto technologii do klinické praxe, jako jsou
vysoké naklady a potieba standardizace procesi. Nicméné, s pokracujicim technologickym
vyvojem a intenzivnim vyzkumem se ocekava, Ze tyto piekazky budou postupné pirekonany.
Velkou pomoci se v budoucnosti mize stat vyuzivani umélé inteligence.

Celkove lze fici, Ze vysokokapacitni metody maji potencidl zasadn€ zménit diagnostiku
rakoviny a posunout medicinu smérem k personalizované a piresné péci. Je nezbytné, aby
vyzkumné a klinické tGsili nadale podporovalo rozvoj a implementaci téchto metod, aby mohly

co nejdiive pfinést uzitek pacientim trpicim touto zavaznou chorobou.
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