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Souhrn

Vychodiska: Prognéza pacientl s karcinomem kolorekta (colorectal cancer — CRC) zavisi pre-
devsim na rozsahu onemocnéni v dobé diagnézy, proto je brzky zachyt jednim z hlavnich
predpokladll uspésné Iécby. Soucasny vyzkum ukazuje, ze exozomalni dlouhé nekédujici RNA
(IncRNA) jsou spojeny s rozvojem nadorovych onemocnéni. Jelikoz jsou IncRNA ¢asto tkarové
specifické, jejich kvantifikace v exozomech se nabizi jako neinvazivni metoda pro v¢asnou de-
tekci CRC. V nasi praci jsme se zaméfili na optimalizaci protokolu pro analyzu exozomalnich
IncRNA z krevniho séra pacientli s CRC jako potencidlnich diagnostickych biomarkert. Materidl
a metody: Exozomy byly izolovany pomoci gelové chromatografie ze 150 pl séra pacient? s CRC
a zdravych darcu. Jejich kvalita a kvantita byla potvrzena elektronovou mikroskopii a analyzou
dynamického rozptylu svétla (dynamic light scattering — DLS) a proteinové markery byly dete-
kovany metodou Western blot. Po izolaci RNA byly ze vzorkd pfipraveny cDNA knihovny, které
byly sekvenovany pomoci NextSeq 550. Vysledky: Uspé$né jsme izolovali exozomy a ovéfili
jsme jejich vlastnosti nékolika rdznymi metodami. Knihovny byly pfipraveny ze viech vzorkd
i pfes velmi nizky objem vychoziho materidlu. Sekvenacni data potvrzuji pfitomnost protein
kodujici (50 %) i nekédujici RNA, kterou tvofi predevsim IncRNA (28,2 %), pseudogeny (15,2 %)
a daldi typy RNA (6,5 %). Vysledky dale ukazaly vyznamné zménéné hladiny nékterych IncRNA,
na zékladé jejichz exprese bylo mozné odlisit vzorky od pacientd s CRC od vzorkd zdravych
kontrol. Pomoci analyzy obohaceni genové sady (gene set enrichment analysis — GSEA) jsme
pozorovali vyznamné obohacené tfidy gen(, které souviseji s opravami DNA nebo regulaci
bunécéného cyklu. Zdvér: Nase pilotni data naznacuji, ze IncRNA predstavuji vyznamnou ¢ast
RNA pfitomné v exozomech a jejich rozdilné hladiny maji schopnost odlisit CRC pacienty od
zdravych kontrol. Analyza obohacenych gent zaroven prokazala vyznamné zastoupeni IncRNA
podilejicich se na regulaci buné¢ného cyklu a oprav DNA, coz naznacuje jejich mozné zapojeni
do procesl kancerogeneze. Vysledky je vsak tieba ovéfit na vétsim souboru pacient.
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Summary

Background: The prognosis of patients with colorectal cancer (CRC) depends mainly on the extent of the disease at the time of diagnosis; the-
refore, early detection is one of the main prerequisites for successful treatment. Current research shows that exosomal long non-coding RNAs
(IncRNAs) are associated with cancer development. As IncRNAs are often tissue specific, their quantification in exosomes is proposed as a non-
-invasive method for early detection of CRC. In this study, we aimed to optimize a protocol for analyzing exosomal IncRNAs from blood serum of
CRC patients as potential diagnostic biomarkers. Material and methods: Exosomes were isolated by gel chromatography from 150 pl of serum of
CRC patients and healthy donors. Their quality and quantity were confirmed by electron microscopy and dynamic light scattering (DLS) analysis;
protein markers were detected by Western blot. After RNA isolation, cDNA libraries were prepared and sequenced using NextSeq 550. Results:
We successfully isolated exosomes and verified them by several methods. Libraries were prepared from all samples despite very low volume of
starting material. The sequencing data confirmed the presence of both protein-coding (50%) and non-coding RNAs, which consisted mainly of
IncRNAs (28.2%), pseudogenes (15.2%) and other RNA types (6.5%). The results also showed significantly altered levels of some IncRNAs that
could distinguish samples from CRC patients and healthy controls. Using gene set enrichment analysis (GSEA), we observed significantly enri-
ched classes of genes related to DNA repair or cell cycle regulation. Conclusion: Our preliminary data suggest that IncRNAs represent a significant
fraction of the RNA present in exosomes and that their distinct levels can separate CRC patients from healthy controls. The analysis of enriched
genes also showed a significant representation of IncRNAs involved in cell cycle regulation and DNA repair, suggesting their possible involve-
ment in cancerogenesis. However, the results need to be verified in a larger cohort of patients.
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Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) tvori dle od-
hadl 10 % vsech zjisténych karcinom
u muzl a zen a celosvétové predsta-
vuje druhou nejcastéjsi pficinu umrti
na nadorové onemocnéni [1]. Navzdory
lep$im pristuplm v detekci a lé¢bé

/
Tab. 1. Charakterizace pacientt

s kolorektalnim karcinomem.

Muzi, n 19
Zeny, n 12
Median véku, (rozmezi) 67 (38-86)

Diagnéza, n

c18 14
c19 4
C20 13

Klinické stadium, n

| 9

I 10
1]

\Y 4

Histopatologicky stupen, n

1 2

2 21
3 8

N

se znacny pocet pacientl s CRC po-
tykd s nepfiznivou progndzou, kterd do
znacné miry zavisi na rozsahu onemoc-
néni v dobé diagndzy. Jelikoz CRC se
Casto vyviji prostfednictvim postupné
progrese od adenomu ke karcinomu,
v¢asna diagnostika a resekce prekance-
rézni tkané by vedla ke zlepseni pacien-
tovy progndzy.V této souvislosti maji vy-
sokou prioritu neinvazivni biomarkery,
které mohou poskytnout spolehlivou
a v€asnou detekci CRC.

V poslednich letech se exozomy obje-
vily jako potencialni rezervoary klinicky
uzite¢nych biomarkerd, které se vysky-
tuji ve vsech télnich tekutinach. Tyto
membranové vacky vznikaji v rdmci en-
dozomalniho systému, maji velikost 30—
150 nm a jsou vylu¢ovany rliznymi typy
bunék, v¢. nddorovych. Exozomy prena-
seji informace v podobé nukleovych ky-
selin, proteinG a lipidd a podileji se na
mistni i vzdélené mezibunécné komuni-
kaci [2]. V rozvoji nadorl hraji vyznam-
nou roli tim, Ze pfepravuji onkogeny ci-
lovym bunkam, reguluji interakce mezi
nadorem a jeho mikroprostfedim, pod-
poruji vznik metastaz a rozvoj angioge-
neze [3]. Vzhledem k rostoucimu poctu
studii, které prokazaly, Ze obsah exo-
zomu odrdzi biologicky stav bunék a Ze
jsou produkovany nadorovymi bun-
kami, |ze téchto vlastnosti vyuzit k de-
tekci RNA biomarkerd, kterymi mohou
byt napf. exozomalni dlouhé nekoédujici
RNA (IncRNA).

Tato skupina nekoédujicich RNA se vy-
znacuje transkripty o délce nejméné
200 nukleotidd, které nejsou prekladany
do proteinu [4]. Doposud bylo identifi-
kovéno vice nez tficet onkogennich In-
cRNA zapojenych do klicovych signdl-
nich drah souvisejicich s molekularni
patogenezi CRC a ocekava se, Ze jejich
pocet bude narUstat [5]. Jednou z po-
psanych exozomalnich IncRNA je napf.
CRNDE-h, jejiz zvy3ené hladiny u pa-
cienti s CRC vyznamné korelovaly s ne-
pfiznivou progndzou, metastazova-
nim do lymfatickych uzlin i pfitomnosti
vzdalenych metastaz [6]. JelikoZ jsou In-
cRNA casto tkanové specifické a mohou
slouzit jako signalni molekuly v mezibu-
néc¢né komunikaci, jejich kvantifikace
v exozomech se nabizi jako neinvazivni
metoda pro v¢asnou detekci CRC [4,7].
V nasi praci jsme se zaméfili na analyzu
exozomalnich IncRNA jako potencial-
nich biomarker( pro ¢asnou diagnostiku
onemocnéni.

Material a metody

Exozomy byly izolovany ze 150 pl krev-
niho séra pacientt s CRC (n = 31) a zdra-
vych kontrol (n = 15) metodou vyluco-
vaci chromatografie (qEVsingle, IZON).
Tab. 1 charakterizuje kohortu pacient(
s CRC. Vzorky od pacientd pred chirur-
gickym zadkrokem byly odebrany podle
standardniho odbérového protokolu
Masarykova onkologického ustavu
(MOU), stejné jako vzorky od zdravych
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/Tab. 2. Pfehled nejvyznamnéjsich IncRNA rozdilné exprimovanych v exozomech pacientt s kolorektalnim karcinomem a zdra-\
vych kontrol.
IncRNA p-hodnota adjustovana log? nasobna mira exprese
p-hodnota zména (pocet kopii)
DUX4L19 1,49%x 10 0,017 0,59 132,7
AC016590.1 513x 107 0,048 0,63 95,2
AC027601.5 1,32x10™* 0,017 0,60 57,6
AC087664.2 2,22x 107 0,020 -0,59 43,2
CYP2D8P 399 %107 0,014 0,66 37,3
DUX4L17 1,33x10™* 0,017 0,66 36,8
AC127496.1 1,41 x10™* 0,017 0,63 36,6
NALT1 6,07 x10™ 0,026 0,75 343
PCDH8P1 1,77 x 10~ 0,018 0,67 31,8
ECEL1P1 1,59 %10 0,018 0,76 30,2

kontrol odebirané v ramci preventivni
onkologické prohlidky. Viechny vzorky
byly zpracovany stejnym zpusobem
a byly uloZeny v Bance biologického ma-
teridlu MOU. Vsichni Gcastnici studie po-
depsali informovany souhlas schvaleny
etickou komisi Masarykovy univerzity.
Velikost a koncentrace exozomu byly
potvrzeny elektronovou mikroskopii
a analyzou dynamického rozptylu svétla
(dynamic light scattering — DLS). Meto-
dou Western blot byly detekovéany cha-
rakteristické proteinové markery, které
jsou asociovany s extracelularni mem-
branou nebo jsou cytosolického pu-
vodu. Pfed extrakci RNA (Monarch Total
RNA Miniprep Kit) byly vzorky exozomU
oSetfeny proteinazou K, RNazou a na-
sledné inhibitorem RNazy. Po izolaci
RNA byly ze vzork( pfipraveny knihovny
cDNA pomoci komerc¢niho kitu (NEB-
Next Ultra Il Directional RNA Library
Prep Kit, NEB), které byly nasledné sek-
venovany za pouziti chemie NextSeq
500/550 High Output Kit v2.5 (75 cykld)
v moédu single-read na sekvenatoru
NextSeq 550 (oboji lllumina). Bioinfor-
matickd analyza ziskanych dat zahr-
novala vyhodnoceni rozdilné genové
exprese, které bylo provedeno v pro-
gramu R s pouzitim balicku DESeq2,
a zaroven analyzu funkcéniho oboha-
ceni. Genova ontologie (GO) vyznamné
deregulovanych gentl byla zkouména
analyzou nadmérného zastoupeni po-

moci R balicku ClusterProfiler a analyza
obohaceni genové sady (gene set en-
richment analysis — GSEA) byla realizo-
vana v R bali¢ku fGSEA s pouzitim refe-
ren¢nich sad gen( Hallmark (MsigDB).

Vysledky

Uspésné jsme optimalizovali a standardi-
zovali protokol pro izolaci exozomalnich
RNA z velmi malého mnozstvi vstupniho
materidlu s ndslednou bioinformatickou
analyzou sekvenacnich dat. Ziskana data
potvrzuji pritomnost protein kddujicich
a nekodujicich RNA v exozomech krev-
niho séra. Nejpocetnéjsi skupinu identi-
fikovanych gen0 tvofily protein kédujici
RNA (50 %), druhou nejvice zastoupe-
nou tfidou byly IncRNA (28,2 %), dale
pak pseudogeny (15,2 %) a jiné typy RNA
(6,5 %). Analyza odhalila 85 vyznamné
deregulovanych IncRNA (adjustovand p-
-hodnota < 0,05; ndsobnd zména > 1,5),
z nichz 21 vykazovalo snizenou a 64 zvy-
senou expresi ve vzorcich od pacientt
s CRC v porovnani se zdravymi kontro-
lami. V tab. 2 je uvedeno 10 nejvyznam-
néjsich IncRNA s mirou exprese vétsi nez
30 kopii. Pro ziskani nejvyznamnéjsich
tfid funkené pribuznych gend byly pro-
vedeny dva typy analyz obohaceni. GO
analyza identifikovala geny kéduijici pro-
teiny, které jsou nadmérné zastoupeny
v biologickych procesech, a GSEA uka-
zala nejvyznamnéji obohacené ¢i ochu-
zené MRNA sady. Pomoci GSEA jsme

pozorovali vyznamné obohacené tfidy
gen, které souviseji s opravami DNA
nebo s molekularnimi cili signélni drahy
MYC (adjustovand p-hodnota < 0,05).
Nadmérné zastoupené biologické pro-
cesy souviseji se zvysenou frekvenci
transkripce ¢i vyvojem endokrinniho
systému (p-hodnota < 0,001).

Diskuze

LncRNA jsou stéle castéji povazovany za
kritické regulatory mnoha bunécénych
funkci. Ve strevni tkani moduluji néko-
lik signalnich drah, které jsou kli¢cové
pro udrzeni jeji homeostazy. Naopak je-
jich deregulace u nadorovych onemoc-
néni mize tyto signdlni kaskady zménit
a umoznit malignim bunkam prolife-
raci a Sifeni [4]. Expresnim profilovanim
IncRNA Ize identifikovat potencialni cile,
které mohou slouzit pro v€asnou detekci
onemocnéni. Sekvenovani exozomalni
RNA navic nabizi moznost vyvoje bio-
markerQ ziskanych neinvazivnim zpUso-
bem z krevniho séra nebo plazmy.

V nasi studii ndm optimalizace pro-
tokolu umoznila Uspésnou izolaci exo-
zomU a pripravu cDNA knihoven ze
vsech vzork(, a to i pres velmi nizky
objem vychoziho materialu. S vyuzitim
vysokokapacitniho expresniho profilo-
vani RNA byly odhaleny vyznamné zmé-
néné hladiny IncRNA ve vzorcich pa-
cientl s CRC v porovnani se zdravymi
kontrolami a dale byly identifikovany
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nadorové specifické IncRNA, které jesté
nebyly v souvislosti s CRC popsény. Je
zajimavé, Ze zvysend exprese deteko-
vané IncRNA NALT1 byla v minulosti aso-
ciovana s rozvojem karcinomu zaludku
a vznikem metastaz [8]. Provedené ana-
lyzy GSEA a GO navic podpofily vyznam-
nost nasich zjisténi v kontextu CRC.

Zaveér

Nase predbézna data naznacuji, ze exo-
zomalni IncRNA maji schopnost odli-
Sit pacienty s CRC od zdravych kontrol,
a mohly by tak v budoucnu slouzit jako
slibné neinvazivni biomarkery pro v¢asny
zachyt tohoto onemocnéni. Vysledky je

vsak tfeba ovéfit pomoci nezavislé me-
tody na vétsim souboru pacientd a kon-
trol. Biologicka role vybranych IncRNA
v patogenezi CRC bude déle ovéfena
funkcnimi in vitro a in vivo experimenty.
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