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Abstrakt

Terapeutickd rezistence nddorti predstavuje zdvazny klinicky problém. Z hlediska klinického
prubéhu vzniku rezistentniho fenotypu rozliSujeme primarni rezistenci, kdy nador vilbec nereaguje
na aplikovanou terapii, a rezistenci ziskanou neboli sekundarni, kdy po pocatecni klinické odpovédi
terapie prestdvd plsobit a nddor se stdvd chemo,- radio- ¢i imunorezistentni. Z hlediska
mechanismu terapeutické rezistence miZeme rozliSit bunéné autonomni rezistentni fenotypy od
ptipadl rezistence zalozené na komplexnich interakcich v rdmci nddorového mikroprostiedi.
Experimentalni modely terapeutické rezistence nadort vychdzi casto ze vstupniho modelu
senzitivnich nddorovych bunéénych linif a selekce dcefiné chemo- €i radiorezistentni bunééné linie
po aplikaci pfislusného cytostatika, popt. experimentdlni radioterapie. V rdmci ptedkladané
dizertatni prdce jsme odvodili dva unikdtni modely terapeutické rezistence urothelidlniho
karcinomu.

Prvni model vychazi z ndmi odvozené bunécné linie BC44 a dcefiné bunécné linie BC44DoxoR,
kterd byla odvozena prolongovanou expozici matefské bunécné linie BC44 doxorubicinu. Tato
dcefina chemorezistentni linie vykazuje bunééné autonomni fenotyp mnohocetné 1ékové rezistence,
s rezistenci vuci Ctyfem dalSim cytostatikim (cisplatina, metotrexdt, vinblastin a gemcitabin).
BC44DoxoR vykazuje signifikantné niZsi proliferacni aktivitu a niz§i kapacitu mitochondridlniho
metabolismu. Ultrastrukturdlni analyza existenci mitochondridlng cilené autofagie, tzv. mitofagie.
Nasi hypotézou je, Ze pravé tento mechanismus stoji za komplexnim fenotypem BC44DoxoR
bunék.

Komplexni procesy v nddorovém mikroprostiedi zahrnuji zejména interakce vlastnich
karcinomovych bun€k s nddorovym stromatem — fibroblasty ¢i imunitnimi buikami. Pfi odvozeni
karcinomové bunécné linie BC44 se diky rozsahlé infiltraci mezenchymalnimi buiikami podatilo
soucasn¢ ustanovit také bunécnou linii fibroblastli nazvanou BC44Fibr. Analyza odvozené bunécné
linie fibroblasti ukdazala diploidni karyotyp a potvrdila fenotyp aktivovanych nadorove
asociovanych fibroblastii. Nezdvisly bunécny model stromdlnich bunék byl etablovdn na zakladé
bunééné linie vychdzejici z inflamatorntho myofibroblastického tumoru mocového méchyfe.
Kokultivace s nddorovymi bunéénymi liniemi senzitivnimi vici urcitému lécivu pak poskytla dalsi
model komplexni terapeutické rezistence. BC44 v kokultivaci s BC44Fibr tak naptiklad ziskéavaji
specifickou rezistenci vaci cisplating, kterd odrdZi interakci obou typd bunék. Stromdlni buiky
pfitom vystupuji jako t€méf univerzalni ptivodce terapeutické rezistence riznych karcinomovych
buncék. Napiiklad etablovand buné&cnd linie SW780, kterd je sama o sob& senzitivni k
imunomodulaéni ldtce TRAIL, ztrdci svoji senzitivitu v kokultivaci s BC44Fibr. 1 v dalSich
analyzdch vystupuji BC44Fibr jako vyraznd imunosupresivni nddorovd populace. Soucasné
s vyvojem terapeutické rezistence dochdzi k aktivaci fenotypovych charakteristik nddorovych
kmenovych bunék, ¢asto povazovanych za inherentné rezistentni bunécnou subpopulaci. Nddorové
buiiky, které jsou silné€ pozitivni na kmenové markery, jsou lokalizované v kontaktni z6n€ mezi
nddorovymi a stromdlnimi bunikami. Je tedy evidentni, Ze stromdlni bunky vyrazné pfispivaji
k udrzeni kmenového a rezistentniho fenotypu v heterogenni populaci nddorovych bungk.

Klicova slova: karcinom moc¢ového méchyte, kmenové buiiky, mnohocetna 1ékova rezistence,
nadoroveé asociované fibroblasty, terapeuticka rezistence






Abstract

Therapeutic resistance of tumours represents an important clinical issue. We can classify the
therapeutic tumour resistance in two ways. According to the clinical course, tumours can behave
either as primary resistant, i.e. from the very beginning not responsive, or they can display a
secondary (also called acquired) resistance, whereby an initial clinical response is lost and the
tumour develops into chemo-, radio- or immunoresistant disease. An alternative classification
distinguishes cell autonomous resistance mechanisms from resistance that relies on complex
interactions within the context of tumour microenvironment. From the research perspective,
modelling therapeutic resistance frequently involves experimental treatment of sensitive cancer
cells and selection of daughter resistant cell lines. The Ph.D. thesis includes derivation of two
unique models of urothelial bladder carcinoma therapeutic resistance.

The first model involves newly established urothelial carcinoma cell lines BC44 and BC44DoxoR,
which resulted from a prolonged doxorubicin exposure of the mother cell line. The daughter
chemoresistant cell line exhibits multidrug resistant phenotype, which extends beyond the selecting
drug - doxorubicin - to four additional chemotherapeutic drugs (cisplatin, methotrexate, vinblastine,
and gemcitabine). This cell autonomous multidrug resistant phenotype is associated with
a significantly decreased proliferative activity and significantly lower mitochondrial metabolic
capacity. Ultrastructurally, the BC44DoxoR cells show structures reminiscent of a special
mitochondrial directed autophagic process, mitophagy, and we hypothesize that this could be
related to the observed phenotypic changes.

Complex microenvironmental tumour processes involve in particular interactions between the very
carcinoma cells and tumour stromal cells, like tumour fibroblasts or immune cells. During the
establishment of the BC44 cell line, an extensive infiltration with mesenchymal cells has been
noticed, which made us possible to establish, from the very same tumour, at the same time a
fibroblastic stromal cell line as well - BC44Fibr. The BC44Fibr cells carry the normal diploid
karyotype and they show an activated phenotype compatible with carcinoma-associated fibroblasts.
An independent stromal cell model could be established based on bladder inflammatory
myofibroblastic tumour cell line. Coculturing with carcinoma cell lines sensitive to certain
treatment options yielded models of complex therapeutic resistance. BC44 in coculture with
BC44Fibr showed a specific cisplatin resistance in a way that directly reflects interaction of both
cell types. Stromal cells behave as quasi universal provider of therapeutic resistance to various
sensitive urothelial carcinoma cell lines. As an example, the urothelial carcinoma cell line SW780,
which is on its own sensitive to the immunomodulatory drug TRAIL, loses this sensitivity in
coculture with BC44Fibr, and the immunosuppressive effects of the latter became evident in
various additional analyses. At the same time, stromal cells activated a stem-like phenotype in
cocultured carcinoma cells; cancer stem cells are viewed as an inherently resistant tumour cell
subpopulation. Importantly, carcinoma cells exhibiting a strong positivity to various cancer stem
cell markers localized to an immediate contact zone with stromal cells. Stromal cells are thus able
to crucially contribute to preservation of stem-like resistant cells within the heterogeneous cancer
cell population.

Keywords: Bladder Cancer, Stem Cells, Multidrug Resistance, Cancer Associated Fibroblast,
Therapeutic Resistance
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faze bunécného cyklu

protein indukovany zdstavou bunééného déleni a poskozenim DNA (Growth Arrest
and DNA Damage Inducible Alpha)

glyceraldehyl-3-fosfatdehydrogendza (Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase)
GATA3 vazajici protein (GATA Binding Protein 3)

polychemoterapeutické schéma - gemcitabin a cisplatina

zelen¢ fluoreskujici protein

glukézovy transportér (Glucose Transporter 3)

kindza Glycogen Synthase Kinase 3 Beta

guanosintrifosfat

vodikové kationty

protein Sonic Hedgehog

protein HF-I

hepatocytdrni ristovy faktor (Hepatocyte Growth Factor)

hypoxif indukovany transkrip¢ni faktor (Hypoxia-Inducible Factor)

hlavni histokompatibilni systém (Human Leucocyte Antigen)
vysokomolekuldrni cytokeratin (High Molecular Weight Cytokeratin)
heterogenni jaderni ribonukleoprotein Al (Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein Al)

homolog virového onkogenu odvozeného od Harveyho krysiho sarkomu (Harvey rat
sarcoma viral oncogene homolog)

kfenova peroxiddza (Horseradish Peroxidase)

katalytickd podjednotka telomerazy

a-kyano-4-hydroxycinnamat (a-cyano-4-hydroxycinnamate)

inhibi¢ni koncentrace

DNA vazebny inhibitor (Inhibitor of DNA Binding 4, HLH Protein)
imunofluorescence

inzulinu podobny rastovy faktor (Insulin Like Growth Factor)

inzulinu podobny rustovy faktor vazajici protein 3 (Insulin Like Growth Factor
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THC

IL

IMP3

IMT

IFNa, IFNyY
INK4A

ITS

U

JAK/STAT

KDM6A
Ki-67

KRAS

K-RAS4B

KRTS5
LDHA/B

LEAK

LG/HG
LMWCK
LSM 1077
LUT1
MAPK

MASPIN

M-CSF
MCT
MDM2
MDRI1

MEK

MEM
MIBC
miR
MLL
MMP
MMT
MSC
mTOR
MTORC2
MTT
M-VAC

MYC (¢cMYC)

Binding Protein 3)

imunohistochemie

interleukiny

maly jaderny ribonukleovy protein (U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein)
inflamatorni myofibroblasticky tumor

interferon alfa, interferon gama

cyklin dependentni kindzovy inhibitor 4A (Inhibitors of CDK4)
inzulin-transferin-selen (Insulin-Transferrin-Selenium)

mezindrodni jednotka (International Unit)

janus kindza/transportéry a aktivdtory signdlu transkripce (Janus Kinase/Signal
Transducers and Activators of Transcription Pathway)

lysin specifickd demetyldza (Lysine (K)-Specific Demethylase 6A)

marker proliferace Ki-67

homolog virového onkogenu odvozeného od Kirstenova krystho sarkomu (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog)

homolog virového onkogenu odvozeného od Kirstenova krystho sarkomu exon 4B
(Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog Exon 4B)

keratin 5

laktatdehydrogendza A/B (Lactate Dehydrogenase A/B)

spotieba kysliku potifebna pro transport elektronti nutnd na kompenzaci tniku
protont pfes vnitfni mitochondridlni membranu

nizky/vysoky stupeni (Low/High Grade)

nizkomolekuldrni cytokeratin (Low Molecular Weight Cytokeratin)

kultiva¢ni médium

gen Lutein-Deficient 1

mitogenem aktivovand proteinkindza 1 (Mitogen-activated Protein Kinase 1)
serinproteindzovy inhibitor (Serine (Cysteine) Proteinase Inhibitor, Clade B
(Ovalbumin), Member 5)

makrofag kolonie stimulujici faktor (Macrophage Colony-Stimulating Factor)
transportér monokarboxylovych skupin (Monocarboxylate Transporter)
dvouminutovy mysi homolog (Mouse Double Minute 2 Homolog)

protein mnohocetné lekové rezistence 1 (Multidrug Resistance Protein 1)
mitogenem aktivovand proteinkindza kindza (Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase)

kultiva¢ni médium (Minimum Essential Medium Eagle)

svalové invazivni nddor mocového méchyte (Muscle-Invasive Bladder Cancer)
mikroRNA

akutni myeloidn{ leukemie (Myeloid/Lymphoid or Mixed-lineage Leukemia)
matrixmetalopeptiddzy (Matrix Metallopeptidases)
mezenchymalné-mezenchymadlnf tranzice

mezenchymalni kmenové buitky (Mesenchymal Stem Cell)

sav¢i cil rapamycinu (Mammalian Target of Rapamycin)

komplex savciho cile rapamycinu (Mtor Complex 2)

test hodnotici funkce mitochondrii

polychemoterapeutické schéma - metotrexat, vinblastin, adriamycin, cisplatina

homolog virového onkogenu odvozeného od ptaci myelocytomatézy (Avian
Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog)
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NADH
NAD*
NADPH
NANOG
NEA

NF-xB

NG2
NHE1
NK

NMIBC

NOS2
NOTCH
NPPB

NRAS

NSH
OCT4
(0N
ORR
p63
PAX6
PBMC
PBS
P-CAD
PDGF

PDGFRB

PDGRI1
PD-L1/2
pERK
PET/CT
PGE2
PH
pHPL
PI3K

PIK3CA

PIP2
PIP3
PMP

PPAR-y

PTEN
PTGS2
qPCR

nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma

nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

transkrip¢ni faktor Homeobox Transcription Factor Nanog

neesencidlni aminokyseliny (Non-Essential Amino Acids)

jaderny faktor kappa (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B
Cells)

neurdlni/glidln{ antigen 2 (Neural/Glial Antigen 2)

Na/H antiprotér I (Sodium-hydrogen Antiporter 1)

bunky “pfirozeni zabfje¢i” (Natural Killer Cells)

svalové neinvazivni nddor moc¢ového méchyte (Non-Muscle-Invasive Bladder
Cancer)

NO syntdza (Nitric Oxide Synthase 2)

protein asociovany s translokaci (Translocation-Associated Notch Protein TAN-1)
5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)-benzoat (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoate)
homolog virového onkogenu odvozeného od neuroblastomu (Neuroblastoma RAS
Viral Oncogene Homolog)

gen Nance-Horan Syndrome Protein

transkrip¢nf faktor Octamer-Binding Transcription Factor 3

celkové preziti (Overall Survival)

celkova 1éebna odpoveéd (Overall Response Rate)

protein 63

gen Paired Box 6

primérni mononukleéry periferni krve

fosfatovy pufr

p-cadherin

destickovy ristovy faktor (Platelet Derived Growth Factor)

receptor destickového riistového faktoru beta (Platelet Derived Growth Factor
Receptor Beta)

protein p53 and DNA Damage Regulated 1

ligand programované bunééné smrti (Programmed Death-ligand 1/2)
fosforylovana kindza (Extracellular Regulated MAP Kinase)

pozitronovd emisni vypocetni tomografie

prostaglandin E2

fazovy kontrast

destickovy lyzat (Pooled Human Platelet Lysate)

fosfatidylinositol-3-kindza (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase)
katalyticka podjednotka fosfatidylinositol-3-kindzy alfa (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase Catalytic Subunit Alpha)

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)
pseudosarkomat6zni myofibroblasticka proliferace

peroxisosomovy proliferacni aktivovany recfeptor gamma (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma)

fosfatovy a tenzinovy homolog (Phosphatase and Tensin Homolog)

gen kédujici cyklooxygendzu 2

kvatitativni PCR
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RAF
RANBP2
RASSFla
RB

RCCL
RHEB
RHOGDI2
RNA
ROUTINE
ROX

RPM
RPMI
RTCA

SD

SDC1
SDF-1la
SFRP1
SLC16

S0OX4, SOX2

SPARC
STAG2

STAT3

Ta, T1, T2, T4
TAM

TGF-B1

TCA

TCC

TH-1
THBS-1 (TSP1)
TNF (SR25)
TNFa

TNM

TP53

TPM3

TPM4

TRAIL
TRIM24
TSC1/2

TUR

TURBT
TWIST

UPK

VEGF

serinthreoninovd kindza (Raf-1 Proto-oncogene, Serine/Threonine Kinase)
protein RAN Binding Protein 2

gen rodiny RAS (RAS Association Domain Family Member 1)

s retinoblastomem asociovany protein (Retinoblastoma-Associated Protein)
banka bunéénych linii (Resistant Cancer Cell Line Collecion)

gen RAS Homolog Enriched in Brain

gen Rho GDP-Dissociation Inhibitor 2

ribonukleova kyselina

fyziologickd spotfeba kysliku

zbytkova spotieba kysliku

pocet otacek za 1 minutu

kultiva¢ni médium

analyza bunék v redlném case (Real Time Cell Analyzer)

smérodatna odchylka (Standard Deviation)

syndecan

stromdln{ rastovy faktor (Stromal Cell-derived Factor 1)

gen Secreted Frizzled Related Protein 1

transportér monokarboxylovych skupin (Solute Carrier Family 16 Member 1)
pohlavi determinujici region na chromozomu Y (SRY, Sex Determining Region Y-
Box 4/Box2)

protein Secreted Protein Acidic and Cysteine Rich

stromdln{ antigen 2 (Stromal Antigen 2)

prenasec a aktivator signdlu transkripce (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3)

klasifikace zhoubnych novotvarti -jednotlivé stadia

nddorové asociované makrofagy (Tumor-associated Macrophages)
transformujici ristovy faktor beta 1 (Transforming Growth Factor Beta 1)
cyklus trikarboxylovych kyselin (Tricarboxylic Acid Cycle)

karcinom mocového méchyfe z prechodnych bun¢k (Transitional Cell (Urothelial)
Carcinoma)

lidské buniky T Helper

trombospondin 1

faktor nddorové nekrézy (Tumor Necrosis Factor)

faktor nddorové nekrézy alfa (Tumor Necrosis Factor alpha)

klasifikace zhoubnych novotvart

gen p53 (Tumor Protein p53)

tropomyosin 3

tropomyosin 4

cytokin faktorti nddorové nekrézy

transkrip¢ni faktor Tripartite Motif Containing 24

protein Tuberous Sclerosis 1/2

transuretrdlni resekce

transuretrlni resekce tumoru mocového méchyie

transkrip¢ni faktor Twist Family Bhlh Transcription Factor 1provided
uroplakiny

vaskularni endotelidlni rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)
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VEGFC

VIM

WNT

WNT2/4
ZEB1/2 (GLI1)
oaSMA (YSMA)
Ct

ANp63

vaskularni endotelidlni rustovy faktor C (Vascular Endothelial Growth Factor C)
vimentin

signdlni draha Wingless/Int-1

mitogenni faktory (Wingless-type MMTYV Integration Site Family Member 2/4)
gen Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1/2

hladkosvalovy aktin alfa (Alpha (Gama)-Smooth Muscle Actin)

hodnota prahu cyklu (Cycle Threshold)

bazélni epitelidlni transkrip¢ni faktor
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1 Uvod

Urotelidlni karcinom je typ tumoru, ktery se vyznacuje vyraznou heterogenitou
a vysokou mutacni a genetickou zatézi. Pfredpokladem pro zajisténi spravné a moderni
1éCby je vcEasné zjiSténi nddoru, coZ i pies jeho relativné Casty vyskyt nebyva mnohdy
mozné. Nejvyssi vyskyt toho onemocnéni je ve vyspélych stitech Severni Ameriky
a Evropy.

VétSina urotelidlnich karcinoml vytvari povrchové rostouci papilarni nadory, které
sice mohou casto recidivovat, ale riziko progrese do invazivniho stddia je dosti nizké.
Vseobecné se usuzuje, Ze predpokladem invazivity je epitelidlné-mezenchymadlni tranzice,
pii niz epitelidlni bunka ziskdvd mezenchymalni fenotyp spojeny s migracni a invazivni
schopnosti. V¢étSina metastatickych nadorit md ovSem epitelidlni charakter podobny
primarnimu nddoru, coZz se vysvétluje aktivaci opacného procesu, tj. mezenchymalné-
epitelidlni tranzice (MET). Pro rist nddoru na sekunddrnim misté je rovnéZ nezbytna
kmenovost, tedy schopnost bun¢k proliferovat asymetrickym zptsobem, kdy jedna dcefina
buiika zlstdvd kmenovd a druhd ziskdvd schopnost termindlné diferencovat. Tento
mechanismus proliferace pak umoznuje udrZzovat zdsobu nediferencovanych bunék
a zaroven produkovat buniky nové a diferencované.

Nédor piedstavuje podle souCasnych piedstav urcity typ komplexni tkané slozené
jednak z vlastnich karcinomovych bunék, tak i ze stromdlnich bunék a nddorové
extracelularni matrix. Pfi studiu nddorovych transformacnich a metabolickych
charakteristik maji nezastupitelny vyznam nddorové bunécné linie. Prominentnim
stromalnim bunécnym typem jsou naddorovée asociované fibroblasty (CAF), které se aktivné
Ucastni vnitini homeostdzy nddoru. V dizertacni praci je hlavnim vychozim modelem
unikatni dvojice bunécnych linii odvozenych z jednoho konkrétniho karcinomu mocového
meéchyie, kterd zahrnuje jak karcinomovou bunécnou linii BC44, tak i stromélni buné¢nou
linii BC44Fibr. Nase vysledky ukazuji, Ze nddorové¢ asociované fibroblasty jsou schopny
vytvaiet specifické mikroprostiedi, tzv. niku, kterd podporuje kmenovy charakter
karcinomovych bunék mocového méchyfe. Mimo to také stromdlni buiikky podporuji
motilitu a schopnost invazivity a moduluji metabolické a imunitni odpovédi nadoru.
Imunitni bunky vytvéreji selekéni tlak na nddorové buiiky, a tim zvySuji u pieZivajicich
nadorovych bunék terapeutickou rezistenci, coZ ma neptiznivy dopad na poddvanou lécbu.
V piipadé pokrocilého urotelidlniho karcinomu je velkym problémem multilékova
rezistence, nebot’ i pii nasazeni kombinované chemoterapie se builky karcinomu stavaji
rezistentni nejen k chemoterapeutiku poddvanému, ale i na mnoho dalSich latek, které
dosud nebyly pacientovi podavéany a jsou soucasti jinych l1écebnych schémat. Vysledkem je
pak neucinnost chemoterapeutik a Spatnd prognéza pro pacienty. Pro zkoumani
mechanismi  multilékové chemorezistence in vitro byla pouZzita progresivni série
nadorovych bunécnych linii BC44 a BC44DoxoR, které patifi k prvnim popsanym
modeliim takovéto rezistence u karcinomu mocového méchyte viibec.
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2 Cile prace

— Blize charakterizovat stavajici etablované modely chemorezistence
(RT122/RT112D21) a ustanovit modely nové (BC44DOXOR) pro zkoumani podstaty
vzniku mnohocetné 1ékové rezistence.

— Odvodit model chemorezistence zaloZzeny na komplexni patofyziologii nadorového
mikroprostredi.

- Korelovat analyzované modely chemorezistence s intenzitou bunééného
metabolismu.
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3 Popis soucasného stavu poznani
3.1 Histologicka a imunochemicka charakterizace normalniho urotelu

Mocovy méchyt je duty orgdn v malé panvi, ktery je tvofen vystelkou a mohutnou
vrstvou hladké svaloviny. Normdlni sliznice prdzdného mocového méchyte je vystlana
pseudostratifikovanym epitelem, jehoz hlavnim ukolem je poskytnout nepropustnou
bariéru mezi moci a krvi. Urotel relaxovaného méchyte je 4 — 6vrstevny, zatimco rozepjaty
je pouze 2 — 3vrstevny s oploStélymi, sniZenymi epiteliemi. Povrch pokryvaji superficidlni
buiiky s eosinofilni cytoplazmou a vétsim poctem jader (deStnikové burniky, 50 — 100 pm),
které jsou pospojovany Cetnymi desmosomy. Pod vrstvou povrchovych bun¢k se naléza
jedna nebo n¢kolik vrstev intermedidrnich bunék a pod nimi vrstva bazélnich bunék, které
jsou vyrazné¢ men$i neZ deStnikové builkky. Vrstva epitelii je ohrani¢ena bazdlni
membranou, pod kterou se naléza lamina propria tvotend fibrézni tkani a fidkymi vldkny
hladké svaloviny [1, 2]. Obrazky 1 a 2 ukazuji, Ze mohutnou svalovinu tvoi{ tfi usporadané
VIStvy.

Lamina epithelialis

. mucosae

RS ) B 0 ." 8 e ST e
Obrazek 1 — Histologicka charakterizace normaniho urotelu, zvétSeni 4x
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Obrazek 2 — Histologicka charakterizace normaniho urotelu, zvétSeni 20x

Kazdy ze ti{i typt epitelidlnich bun€k ma svlj charakteristicky biomarker.
Nizkomolekuldrni cytokeratin CK7 (low molecular weight cytokeratin — LMWCK) je
nespecificky exprimovdn ve vSech typech bunck urotelu, zatimco vysokomolekuldrni
cytokeratin CKS5 (high molecular weight cytokeratin — HMWCK) je nachdzen vyhradné
u bazédlnich a intermedidrnich bun¢k. Naproti tomu pozitivita na cytokeratiny
CK20 (LMWCK) je nalézana pouze u deStnikovych bunck. Kromé cytokeratinii se bunky
mocového méchyfte lisi i v expresi proteint uroplakinii (deStnikové buiiky a intermedidrni
buniky), expresi CD44 u bazdlnich bunék nebo proteinu p63 (bazdlni a nepravidelné
intermedidrni bunky). Interpretace exprese nukledrniho proteinu lamininového receptoru
(67LaR) v normdlnim urotelu je velmi sloZitd, protoze rizné literarni zdroje uvadéji riiznou
lokalizaci vyskytu. VétSina recentnich studii vSak popisuje, Ze tento protein, ktery je
exprimovan béhem aktivnich fizi bunééného cyklu a indikuje tedy proliferacni aktivitu
buiiky, se unormdlniho urotelu objevuje velmi nerovhomérné a pouze u malého poctu
zejména bazdlnich bunck (< 10 % buné€k) [3-6]. Urotel vykazuje pii homeostatickych
podminkach velmi pomaly bunétny obrat (3 — 6 mésicti), v piipadé¢ poSkozeni je ale
schopen reagovat s rychlou regeneracni odpovédi v fadu nékolika dnti [7].

g Shh*~ p63~ Upk* CK5™
£3 CK14= CK17~ CK20*
a2

3 Shh* p63* Upk* CK5*/-
52 CK14™ CK17~ CK20"

52 Shh* p63* Upk™ CK5* CK14*
=3 CK17* CK20~ CD44* P-cad*

Obréizek 3 — Stratifikace bun¢k v normélnim urotelu a jejich imunochemick4 charakterizace [8]
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3.2 Incidence karcinomu mocového méchyie

PtestoZe nddory mocového méchyfe nepatii k nejcastéjSim niddorim (u muzi je
4. nejcastéjSim naddorem a u Zen 11.), jejich incidence ve vyspélych zemich kazdoro¢né
nariistd. Rocné je ve svété diagnostikovano kolem 430 000 novych piipadi a vice nez
13 pacientii na toto onemocnéni umird. V Ceské republice se vyskyt tohoto onemocnéni
pohybuje okolo 35 piipadii na 100 000 muzl, resp. 12 na 100 000 Zen a odhadované
hodnoty incidence Narodniho onkologického registru CR pro rok 2020 &ini vice nez 3 000
muzi a Zen. Vyskyt karcinomu stoupd s vékem, u déti se s nddory mocového méchyte
setkdme naStésti jen velmi ziidka. Pfiblizné %/3 onemocnéni se objevuji ve véku 65 let
a vice a i vzhledem k demografickému starnuti obyvatelstva budou nemocni dale ptibyvat.
PtestoZe za poslednich 30 let doSlo téméf aZ k trojndsobnému ndriistu vyskytu, obrazek
4 doklada, Ze pocet pacientli, ktefi onemocnéni podlehli, se diky pokrokiim v 1éc¢bé
vyznamn¢ neménil [9-13].
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Obrizek 4 — Vyvoj incidence a mortality u karcinomu mogového méchyte v Ceské republice [13]

3.3 Etiologie vzniku karcinomu mocového méchyre

Jednozna¢né nejvyznamnéjSim etiologickym faktorem vzniku nadoru mocového
meéchyie je koufeni cigaret, kdy kutfdci maji zhruba 2 — 4krat vyssi pravdépodobnost
vzniku neZ nekufici. Odhaduje se, ze 50 % vSech nadorti mocového méchyfe u muzi
a 35 % u Zen je v ptimé souvislosti pravé s koufenim s tim, Ze pravdépodobnost vzniku je
v pifimé umeéte s poctem vykoufenych cigaret [14]. Mimo koufeni byla prokdzana také
piimé souvislost mezi profesni expozici urCitym chemickym latkdm (aromatické aminy,
laitky pouZivané v gumdrenském, tiskafském a textilnim primyslu, polycyklické
aromatické uhlovodiky, latky pifi vyrob€ hliniku, asfaltu atd.) a vznikem nédoru.
Jednozna¢ny prikaz kancerogenii je bohuZel vzhledem k dlouhé dob¢ latence velmi
komplikovany [15]. Dal§im vyznamnym rizikem pro vznik epidermoidniho karcinomu je
parazitarni infekce Schistosoma haematobium (bilharziéza), kterd vyvolava chronické
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drdzdéni epitelu s postupnou bunéfnou transformaci. Tento typ se vyskytuje nejvice
v oblasti severni Afriky a Arabského poloostrova zejména u mladsich pacient muZského
pohlavi [16, 17]. VyS§i vyskyt invazivniho typu karcinomu se ¢asto objevuje v anamnéze
pacienti s chronickou uroinfekci, chronickou litidzou, permanentni katetrizaci C¢i
s inflamantornim myofibroblastickym tumorem mocového méchyte [18]. Mimo tyto
relativné ovlivnitelné faktory se uplatiiuji pii rozvoji onemocnéni zhruba v 10 % také
genetické vlivy. Do jisté miry hraje také roli geneticky podminénd vétsi vnimavost na
nckteré karcinogeny [14]. RovnéZ uzivani urcitych typt 1€kt (cyklofosfamid, analgetika
obsahujici fenacetin) ¢i dlouhodoba expozice ionizujicimu zafeni (napf. radioterapie
v oblasti pdnve) miZe mit negativni efekt na vznik urotelidlniho karcinomu [19].

3.4 Klinicka Kklasifikace TNM

Néadory mocového méchyie mizeme podle lokdlniho ndlezu d€lit do dvou zékladnich
skupin, tj. nadory povrchové (75 — 85 % vSech nadort stddia Ta, T1 a karcinom in situ)
a nadory lokdln¢ pokrocilé (T2 — T4). Na obrazku 5, kde je podrobné rozkreslena
klasifikace TNM, je papilarni neinvazivni tumor mocového méchyte ohrani¢eny na sliznici
(stadia Ta) a nddor invadujici pouze do podslizni¢niho vaziva (stadia T1). Az 80 % téchto
nadorit se chova klinicky zcela indolentn¢ (NMIBC - non-muscle-invasive bladder
cancer), ma obecn¢ dobrou prognézu, ovSem s vysokou tendenci k lokdlnim recidivdm, coz
si vynucuje soustavné a pravidelné sledovani. Nejen Ze je takovy zplsob kontroly pro
pacienty nepohodlny, ale opakované cystoskopie jsou i pomérné nédkladné. 10 — 15 %
puvodné svalové neinvazivniho typu nadoru progreduje dile smérem ke svalove
invazivnim typim (MIBC — muscle-invasive bladder cancer, stadia T2 — T4). V této
kategorii nddorti klesd vyrazné pieZiti pacienti Umérné pokrocilosti onemocnéni
a v piipad¢ metastatického rozsevu nepiesahuje pétileté preziti 5 % [20-22].

VétSina svaloveé invazivnich typli nddort se vSak nevyviji z progresivnich svalové
neinvazivnich typd, ale jde zcela odd€lenou cestou [8]. Oba zdkladni typy nadortt (NMIBC
a MIBC) jsou velmi heterogenni a to jak klinicky, histopatologicky tak i molekuldrné.
Klinické rozdily se tykaji tendece k progresu nddoru a jeho terapeutické odpovédi.

Z histopatologického pohledu tvoii vétSinu nddori mocového meéchyie
papilomakarcinomy z prechodného urotelu, pfiblizné¢ v 5% piipadech se jedna
o spinoceluldarni karcinom a zcela ojedinéle lze na mocovém méchyii diagnostikovat
adenokarcinom, Supinaty karcinom nebo mikropapildrni formu karcinomu mocového
méchyte. Informaci o progndze a predikci urcuje histopatologicky grading (G), kdy se na
zakladé mikroskopického pozorovani odebrané tkané urcCuje stupen diferencovanosti
nadoru [20, 23]. Posouzeni zdkladni biologické heterogenity je mozné diky charakterizaci
komplexnich transkriptomt, kde se ukdzalo, Ze histopatologicky shodné tumory mohou byt
klasifikovany do subtypt, které se chovaji jako odlisné entity onemocnéni [8, 24].
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Obrazek 5 — Klinick4 klasifikace TNM u karcinomu moc¢ového méchyfte [25, 26]

3.5 Lécba karcinomu moc¢ového méchyie

Urotelidlni karcinom pfedstavuje velmi heterogenni skupinu onemocnéni se
zna¢nymi rozdily v kapacité k dal§i progresi a tim i v celkové prognéze. Uspéch 1é¢by
neinvazivniho typu zdvisi pfedevSim na biologickém chovani nddoru a strategii 1éCby.
Vétsina povrchovych karcinomi (Ta a T1) se fe$i transuretrdlni resekci (TUR) v celkové
anestezii. Role transuretrdlni operacni 1é¢by u intraepitelidlnich forem (karcinom in situ) je
spiSe diagnostickd, protoZe se piedpokladd, ze tento typ karcinomu nelze spolehlivé
a neinvazivniho typu uplné resekovat. Transuretrdlni resekce miiZe byt v indikovanych
piipadech jeSt¢ nasledovana adjuvantni intravezikalni chemoterapii (mitomycin C,
epirubicin, doxorubicin a gemcitabin popf. jejich vhodnou kombinaci) nebo intravezikalni
imunoterapii v podobé BCG vakciny obsahujici mykobakterie (Mycobacterium bovis —
bacillus Calmette-Guérin) nebo interferon alfa (IFNa). Pomoci BCG vakciny je spusténa
dlouhodobd imunitni reakce ve sténé¢ mocového méchyte akumulaci imunokompetentnich
bunék s ndslednou lokalné zvysenou koncentraci cytokini (IL-1, IL-2, IL-6,IL-8, IL-10,
IL-12, IL18, IFNy, TFNa a M-CSF), coz cytotoxicky piisobi na nddorové bunky [25, 26].
I pfes castéjSi nezddouci ucinky imunoterapie prokazateln€ sniZzuje pocet recidiv
a moznost progrese onemocnéni ve srovndni s intravezikdlni chemoterapii a je
nejucinngjsi 1écbou ve stadiu karcinomu in situ, kdy dosahuje tGplné remise u vice nez
80 % nemocnych [25, 27]. Za perspektivni moZnost je povaZzovéna soucasnd aplikace IFNa
a BCG vakciny, kdy se ukazuje, Ze interferon potencuje protinddorovy uc¢inek vakciny, coz
by mohlo pfispét nejen ke zvySeni ucinnosti imunoterapie jako takové, ale zdroven
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k redukci davky BCG a tim k minimalizaci nezddoucich dcinkt [28, 29]. Pfi netispé$né
lokdlni 1écbé pacientd s povrchovym nddorem mocového méchyie (nejcastéji typ
patologicky klasifikovdn jako T1G3 nebo karcinom in sifu) nésleduje obvykle cystektomie
s lymfadenektomii, kterd je zaroven volbou 1é¢by pro infiltrujici nddory mocového
meéchyie. U invazivnich nadori (T2, T3 a T4) maze byt radikdlni cystektomie dopln€na
umuzii o prostatektomii a u Zen o hysterektomii a adnexetomii s naslednou radioterapii
popt. chemoterapii [20, 30, 31]. Cilena terapie se zatim u karcinomu mocového méchyte
neuplatiiuje.

3.5.1 Systémova chemoterapie u karcinomu moc¢ového méchyie

Adjuvantni nebo neoadjuvantni systémova chemoterapie byva obvykle charakteru
polychemoterapie. Pro 1écbu velmi pokrocilého a diseminovaného onemocnéni se uplatiiuji
nejcastéji dveé zdkladni polychemoterapeutickd schémata, a to MVAC (metotrexat,
vinblastin, adriamycin a cisplatina) a GC (gemcitabin a cisplatina). V klinické studii byla
demonstrovdna stejnd Uc¢innost obou reZimi a méné projevl toxicity pii kombinaci
GC [31]. Kombinace ¢i monoterapie cytostatik v 2. linii chemoterapie je jiZ znacné
individudlni zahrnujici aplikaci gemcitabinu ¢i vinfluninu v monoterapii ¢i napf.
kombinaci paklitaxelu s cisplatinou [32]. Tabulka 1 shrnuje systémovou chemoterapii
u karcinomu mocového méchyie.

Tabulka 1 — Systémova chemoterapie u karcinomu moc¢ového méchyte [19, 25, 33-35]

Nazev Zaiazeni Mechanizmus ucinku Zpiusob uziti
chemické latky
metrotrexat | analog kyseliny inhibice biosyntézy systémova
listové nukleovych kyselin chemoterapie
cisplatina derivét platiny alkyla¢ni cytostatikum systémova
(kovalentni vazba na N-7 guanin chemoterapie
a adenin)
vinblastin rostlinny alkaloid inhibitor polymerizace systémova
tubulinu (brini ptechodu G2-M) chemoterapie
doxorubicin | antracyklinové interkalacni cytotatikum systémova
(adriamycin) | antibiotikum (chromozomalni zlomy) chemoterapie,
intravezikdlng
gemcitabin | pyrimidinovy inhibice biosyntézy systémova
analog cytidinu nukleovych kyselin chemoterapie,
intravezikalng
vinflunin semisynteticky inhibitor polymerizace systémova
vinca-alkaloid tubulinu (brini ptechodu G2-M) chemoterapie
paklitaxel rostlinny alkaloid inhibitor depolymerizace systémova
(diterpenoid) tubulinu (bréni ptechodu G2-M) | chemoterapie
mitomycin C | aminoglykosidové | alkyla¢ni cytostatikum intravezikalné
antibiotikum
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3.6 Rezistence nadoru

Rezistence nadorovych bunék k d¢inkiim cytostatickych latek je nejcastéjsi pii¢inou
komplikaci a selhdni protinddorové 1écby. Chemoterapeutickd rezistence muze byt
piitomna jiZ na zacatku chemoterapie, takze dany nador je primarné rezistentni a nedochazi
tak ke klinické odpovédi, nebo se mize vyvinout az v prubéhu 1é¢by, kdy bud’ dochéazi ke
snizené klinické odpovédi ¢i ke zdanlivé uplné odpovédi, kterd je srazné dlouhym
casovym odstupem ndsledovdna relapsem. [36]. Nejcastéji diskutované mechanizmy
vzniku rezistence jsou [37, 38]:

® sniZzeni ptijmu ve vodé rozpustnych 1éCiv

e Spatny piisun 1é¢iv z divodu slabé vaskularizace nddoru ¢i nepropustnosti okoln{
tkang

e zvysend exprese ABC transportérii

e zmény intraceluldrniho ¢i extracelulirniho pH (sniZeni prachodu bazickych
cytostatik pfe plazmatickou membranu)

e zmény v metabolismu 1éCiv, vyssi produkce detoxikacnich enzymu

e aktivace mechanismu opravujicich poSkozenou DNA

® potlaceni apoptézy (poruSeni rovnovdhy mezi pro a anti-apoptotickymi proteiny,
snizeni funkce kaspdz a poruchy signélnich drah receptorti smrti)

e kvalitativni ¢i kvantitativni zmény v cili (cilovém enzymu), na ktery je 1écivo
mifeno (napf. topoizomeraza)

® sniZeni proliferacni aktivity

e ochrannd bariéra mikroprostiedi nddoru (s nddorem asociované fibroblasty,
makrofagy)

e zvySeni ¢i oslabeni bunécné adheze k extraceluldrni matrix (proteolytické enzymy
jako podpora promigracnich a proangiogennich vlastnosti)

e pfechodnd zména bunécného fenotypu epitelidlné-mezenchymdlni pieménou
(zvysend hladina markert epitelidlné-mezenchymadlni tranzice je spojovédna s vetsi
agresivitou nddort a s jejich rezistenci k riznym protinddorovym l4tkdm)

e protektivni vliv hypoxie v okoli nadoru (stabilizace exprese HIF)

e chemorezistence zprostiedkovand epigenetickymi zmeénami (napf. metylace
promotoru topoizomerazy, metylace promotori nadorovych supresori)

e chromozomova nestabilita a vznik chromozomovych aberaci

e nadorové kmenové bunky jako buiky, které produkuji velké mnoZstvi
ABC transportérti, maji dlouhy replikacni ¢as a vétsi odolnost k poskozeni DNA —

casto maji také aktivované antiapoptotické signalni drdhy
(PIBK/PTEN/AKT/mTOR, JAK/STAT, NF-xB, WNT/B-catenin, Hedgehog
a NOTCH)
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3.6.1 Modelovani terapeutické rezistence urotelidlniho karcinomu v bunéénych

kulturach

Problém chemoterapeutické rezistence nddort je znacné komplexni s velkou Skalou
moznych molekuldrnich mechanizmi. Pro jejich analyzu se s vyhodou vyuZivji bunécné
kultury, kdy se na matefskou nddorovou bunécnou linii vyvine selekéni tlak
prostiednictvim aplikace studovaného cytostatika ve vzruastajici koncentraci a mize se tak
odvodit chemorezistantni dcefind linie. Diky této technice se podafilo ustanovit
a molekuldarn¢ charakterizovat nckolik modelovych systémii u karcinomu mocového
méchyfte, které jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 — Seznam etablovanych rezistentnich buné¢nych linii u karcinomu moc¢ového méchyie

a moZny molekuldrni mechanismus jejich rezistence [36]

Mateiska | Dcefina Rezistence Molekularni mechanismus

bunééna bunécna linie rezistence

linie — rezistentni

RT112 RT112 D21 doxorubicin nadmérna
exprese efluxnich pump, zejména
P-glykoproteinu ABCB1

UM-UC-6 | UM-UC-6-dox | doxorubicin nadmérna
exprese efluxnich pump a aktivace
antiapoptotickych signalnich drah

T24 T24R1 cisplatina zvysSend exprese
antiapoptotického proteinu Bcl-2

T24 T24R2 cisplatina zvysSend exprese
antiapoptotického proteinu Bcl-2
a enzymatickych systému na bazi
glutathionu

UM-UC-3 | UM-UC-3R gemcitabin exprese antiapoptotického proteinu
clusterinu

RT112 RT112/K1, cisplatina zvySena

RT112/K2 a exprese metalothioneinil
RT112/CP3

NTUBI NTUB1/P cisplatina zvysend exprese transkripéniho
faktoru C/EPBo (NF-IL6J),

T24 T24DDP10 cisplatina zvySend exprese receptoru pro
inositoltrifosfat

KK47 KK47DDp20 | cisplatina zvySend exprese receptoru pro
inositoltrifosfat

HT1376 HT1376-CisR | cisplatina zvysena exprese proteinu adversinu
a annexinu

pumc-91 pumc91/ADM | doxorubicin zvySena exprese proteinu annexinu
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Mateiska | Dcefina Rezistence Molekularni mechanismus
bunééna bunécna linie rezistence
linie — rezistentni
BFTC-905 | BFTC-905- doxorubicin aktivace exprese souboru
DOXO-IT gentl kédujicich enzymy
mevalonatové syntetické
dréhy

Relativné Casty mechanismus rezistence spocivd nadmérné expresi membranového
ABC trasportéru podkupiny B, konkrétné¢ proteinu ABCBI1. Jeho zvySend exprese se
v nddorovych buiikich vyviji zejména jako specifickd substritovd odpovéd na vinka
alkaloidy, taxany ¢i antracykliny, avSak existuji dikazy, Ze miiZe byt pfenase¢ v bunce
upregulovan také jako soucast stresové odpoveédi na dalsi toxické latky (napi. gemcitabin
¢i cisplatinu) [39, 40].

Nekteré z rezistentnich bunéénych linii vykazuji vSak zdroven tzv. zkiiZenou
rezistenci na celou fadu aplikovanych cytostatik a mohou tak slouZit jako model
multilékové rezistence. Nejvyraznéji byla tato vlastnost pozorovédna u sublinii primarné
rezistentnich na gemcitabin a cisplatinu, které byly odvozeny od vysoce pokrocilého
karcinomu moc¢ového méchyfe. Velmi Casto se u bun¢k vyskytovala zkiizend rezistence
mezi gemcitabinem a cisplatinou, cisplatinou a karboplatinou, gemcitabinem,
docetaxelem, paklitaxelem a larotaxelem [36]. Diky vétSimu panelu urotelidlnich
nadorovych bunécnych linii odvozenych primarné jako rezistentni na jedno cytostatikum,
avSak vykazujici fenotyp zkitizené rezistence, se napiiklad podafilo identifikovat nckteré
nové kombinace cytostatik jakoZto velmi nad¢€jné kandidity pro 1é¢bu tady
chemorezistentnich nddorti. Napiiklad se zdd, Ze vinflunin spolu s vinblastinem by mohly
byt v téchto situacich velmi G¢inné. Krom¢ toho se ukdzalo, Ze u pacientli, kterym nelze
z ruznych divodli aplikovat cisplatinu, se nabizi alternativni kombinovand terapie
gemcitabinem/oxaliplatinou, kterd diky odliSnému protinddorovém ucinku od ostatnich
platinovych derivatd nevykazovala tak vyrazou zkiiZenou rezistenci [41]. Rada
rezistentnich bunécnych linii je dostupnd v registru Resistant Cancer Cell Line Collecion
(RCCL), kde je moZné pro vybranou bunécnou linii ziskat informace ohledné citlivosti na
konkrétni 1éky v hodnotiach ICso (uM). V soucasné dobé& jsou zde dostupné udaje pro vice
nez 11 typt nddord véetné karcinomu mocového méchyfte [42].

3.7 Modely bunéénych kultur a jejich postaveni v biologické analyze
urotelialniho karcinomu

Odvozeni chemorezistentnich bunéénych linii pfedstavuje jeden ze specidlnich
piikladii tzv. progresivnich sérii bunéCnych linii. Seznam lidskych progresivnich
bunécnych sérii urotelidlnich karcinomt je wuvedeny vtabulce 3. Pro odvozeni
progresivnich sérif buné¢énych linii zaméfenych na studium dalSich aspektli tumorigeneze
Ize pouZzit jiné strategie, jako je napf. mozné z dobfe patologicky definovanych nadort
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ustanovit permanentni bunécné linie ¢i odvodit tzv. progresivni nddorové bunécné linie,
tedy sérii vice klondln€ piibuznych bunécnych linii, které odrdzeji jednotlivd stidia
progrese nadorového onemocnéni. Jednotlivé strategie odvozeni progresivnich sérif
nadorovych bunéénych linii jsou uvedeny na obrdzku 6. Porovnanim genetickych
a epigenetickych zmén mezi jednotlivymi bunéfnymi liniemi progresivni série se pak
otevird cesta k pochopeni biologie studovaného aspektu nddorové progrese a piedstavuje
tak v principu nevycerpatelny zdroj biologického materidlu piislusného nadoru [36].

Primarni nador

A v mocovém méchyfi Metastaze v jatrech

e

Metastaticka
bunééna linie

o

S &

~—
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@

Primarni
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v mo&ovém méchyfi Experimentalni

metastaze A\
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o \
Experimentalni metastaze Metastaticka
B (Injekce nadorovych bunék do bunééna linie

? Q zvifeciho pfijemce)
—_—
Invadujici bb A\
Primarni - \,5/
Q bunééna linie -

Invazivni
S bunécéna linie
In vitro invaze
nadorovych bunék

Obrazek 6 — Rizné strategie odvozeni progresivnich sérif nddorovych bunécénych linii (A — klinickd
progrese nidoru umoziuje odvodit nddorovou bunéc¢nou linii jak z primarniho nadoru, tak z jeho
metastdzy, B — koncepcné totoZny vysledek umoZziuje odvodit experimentalni model progrese,
napf. po xenotransplantaci €i in vitro selekci progredujicich nddorovych bunék) [36, 43, 44].

Tabulka 3 — Lidské progresivni bunécné série urotelidlnich karcinomi [36]

Nazev bunécné linie | Dopliikkové informace Zdroj
TCC 97-18-1 etablovand z primarniho tumoru [45]
TCC 97-21-M odvozend z biopsie metastatického loziska [45]
BFTC-905 malo transformovana [46]
BFTC-905-DM vysoce klonogenni [46]
T24 jedna z prvnich bunécénych linif mocového méchyte | [47]
T24T schopna rtst v polotekutych substratech [48]
T24M odvozena z biopsie metastatického loziska [47]
RT112 doxorubicin senzitivni [49]
RT112x celd fada spontdnnich variant buné€nych linii [49]
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3.8 Molekularni biologie urotelialni tumorigeneze

Karcinogeneze je vicestupiovy proces vyznacCujici se akumulaci mnoha
molekuldrnich zmén, které pak ud€luji bunice rizné biologické schopnosti napi. ztratu
kontroly bunééného cyklu, necitlivost na protirtistové signdly, poruchu apoptozy,
genetickou nestabilitu, neomezeny replikacni potencial ¢i schopnost invaze [50].

Urotelidlni nddory mohou vznikat na zdkladé¢ dvou samostatnych a z vétsi Casti
nezavislych molekularnich drah (tzv. Dual Track Concept). Papilarni nadory piedchédzi
hyperplazie urotelu, zatimco svalové invazivni nadory se vyviji vétSinou z dysplastickych
1ézi, které nasledné piechdzeji v karcinom in situ. Ptiblizn¢€ u 15% ptipadi se mohou tyto
drdhy zkiizit, coZz se pak ndsledné odrdZzi v progresi povrchového papilarniho nadoru
smérem k vysoce invazivnimu fenotypu [51]. Z obrazku 7 je patrné, Ze molekularni
biologie obou typti nddori je také zna¢n¢ odlisnd. Podobn¢ jako je tomu u karcinomu prsu
lze 1isvalové invazivni karcinomy mocového méchyfe jest€¢ rozdélit na vice tzv.
molekuldrnich subtypti (bazdlni MIBC, lumindlni MIBC, ,p53-like®, aj.), které se
vyznacuji typickym a specifickym expresnim genovym profilem. Pacienti, jejichZ tumory
vykazuji pozitivni expresi na keratiny CK5 a CK14, kmenové markery (CD44), MYC,
bazalni epitelidlni transkripéni faktor ANp63a ¢i proteiny zapojené v procesu epitelidlné-
mezenchymalni tranzice, mé€li hor$i prognézu s kratSi dobou celkového preziti. Tyto
bazdlni typy nadorti jsou podstatné agresivnéj$i a u pacientli, u nichZ nebyla nasazena
neoadjuvantni chemoterapie, mél nddor tendenci k rychlejSi progresi. U luminalnich
nadort karcinomu prsu i karcinomu mocového méchyfe hraji kli¢ovou roli zejména dva
transkripcni faktory, ESR a TRIM24. Krom¢ toho vyznamna ¢4st lumindlnich nddort
vykazuje také mutaci v genech FGFR3, ERBB?2 ¢i ERBB3. Jeden z dalSich podtypti nadora
— ,,p53-like* je charakterizovany vysokou infiltraci stromalnich bunck, zejména nddorové
asociovanych fibroblasti. Tyto nddory obohacené o extracelularni matrix produkovanou
naddorovym stromatem vykazovaly velmi slabou expresi genti, které podporuji postup
bun€k do pozdnich fazi bunécného cyklu a mély tendenci byt chemorezistentni [52].
Tabulka 4 shrnuje zdkladni exprimované markery u molekuldrnich subtypti svalové
invazivnich nddortt mo¢ového méchyte.

Tabulka 4 — Exprese markerti u molekuldrnich subtypt svalové invazivnich nadori
mocovéhoméchyie [8]

Bazalni typ Luminalni typ
CDh44 EGFR CK6B CK20 FGFR3
P-cadherin CK14 CK6C CD24 PPAR-y
CK5 CK6A CK16 FOXAI GATA3
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mutace TP53 mutace
EGFR-R+ 17p- 2q-, 8p-, 11q-, PTEN a ARID1A, EMT (miR-2004)
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Obrazek 7 — Soucasny model vyvoje a progrese ruznych typi urotelidlniho karcinomu a klicovych
gent mutovanych v jednotlivych stadiich [8, 53-57]

Strukturalni chromozomalni aberace

Strukturdlni chromozomadlni aberace predstavuji zmény v poctu kopii raznych
genetickych regionti a u urotelidlnich nddori se objevuji relativné casto. Nejhojné&ji
pozorované chromozomdlni aberace byly identifikoviny na chromozomech
1,5 (amplifikace 5p12), 6 (amplifikace 6p22 — SOX4, ID4, E2F aj.), 7 (amplifikace 7p12
— EGFRI, amplifikace 7ql1 — EGFR2), 8 (ztrata p raménka, zisk q raménka, amplifikace
regionu 8pl2), 9 (delece 9p21 — INK4A/ARF, 9q22, 9q32-33, 9q34), 10, 11 (amplifikace
11q13 — gen pro cyklin D1), 12 (amplifikace 12ql4 — MDM?2) ¢i 13 (delece — pRbD).
Nejcastéjsi strukturdlni chromozomadlni anomélii je delece v oblasti kratkého raménka
chromozomu 9 (konkrétné 9p21), kterd je nalézdna jak u povrchovych nddori, tak
i u prevazné vétSiny nddort svalove invadujicich a predstavuje tak pravdépodobné jednu
z prvnich mutaci celé tumorigenni drahy. Vyznamn4 je rovnéz delece na kratkém raménku
chromozomu 17 postihujici tumor supresorovy gen pro protein pS3 nebo amplifikace

regionu 17q11.
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Genové mutace

Genové mutace jsou u papildrnich typli tumorti nej€astéji nachdzeny v systému
receptori fibroblastovych rustovych faktorti, pfedev§sim FGFR3 ¢i onkogenech rodiny
RAS, zatimco u invazivnich typl pfevaZuje mutacni vyfazeni klasického tumorového
supresoru 7P53, nadmérnd exprese genu APOBEC-3 nebo dalSich klicovych geni
kédujicich soucdsti komplexnich enzymatickych systémii organizace a remodelace
chromatinu (napi. ARIDIA, MLL, EP300 a KDM6A) [50, 53, 58]. Inaktivaéni mutace
v genu kodujici demetylizu KDMG6A jsou béZné u svalové neinvazivniho typu nadoru,
zatimco inaktivani mutace metyltransferdizy MLL2 jsou pozorovatelné u svaloveé
invazivniho typu [8, 24, 59]. Tabulka 5 shrnuje nejcastéji mutované geny u invazivniho
typu karcinomu mocového méchyte.

Tabulka 5 — Frekvence mutaci u vybranych genti invazivniho typu karcinomu mocového méchyte

[54, 59]
Gen Frekvence mutaci (%) Gen Frekvence mutaci (%)
TP53 41 RBI 15
KDMG6A 28 FGFR3 13
ARIDIA 22 HRAS 8
PIK3CA 18 PTEN

Epigenetické zmény

U karcinomu mocového méchyie se také vyznamné uplatiiuji epigenetické zmény
DNA ¢i modifikace chromatinu. Catto et al. publikovali studii, kterd ukézala, Ze
hypermetylace promotort vybranych genti (RASSFla, CDHI, TNFSR25, EDNRB a APC)
je spojena s hor$i progresi a vysSi mortalitou [55]. Hypermetylace genu PAX6 byla
detekovana u pacientli, u kterych ve vétSin€ piipadu doslo k relapsu onemocnéni, zatimco
metylace gent NSH6 a THBS-1 se ukazala jako mozny prognosticky marker nddorové
progrese [4, 5]. Frekvence metylace u vybranych genli karcinomu mocového méchyte je
uvedena v tabulce 6.

Tabulka 6 — Frekvence metylace u vybranych gent karcinomu mocového méchyfte [5]

Gen Frekvence metylace (%) Gen Frekvence metylace (%)
CDHI 36 FHIT 16
retinoid acid receptor
RASSFla |35 i} 15
CDHI13 29 pl6™EA 7
death-associated
SFRPI 29 kinase 4
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Vedle gent kédujicich prozeiny byla u karcinomu mocového méchyte nalazena celd

fada mikroRNA, jejichZ hladina exprese je v nddorech signifikantné¢ zménéna ve srovnani
s normélni tkdni. Tyto miRNA by mohly pomoci pii v€asné detekci progrese, recidivy €i
dokonce mikroRNA molekula by mohla byt uZiteCcnym terapeutickym cilem pii 1écbé
niddoru samotného. U urotelidlniho karcinomu bylo v literatufe popsdno vice nez
76 raznych miR, z nichZ je v poslednich dobé nejcastéji studovano Sest (miR-21, miR-
143, miR-155, miR-200, miR-214 a miR-222). Konkrétni miRNA jsou uvedeny v tabulce
7. Vysoké exprese miR-21, miR-143, miR-155 a miR-222 a naopak nizké hladiny miR-200
a mir-214 byly spojeny s vyrazné¢ horsi prognézou. Nedavna studie publikovna kolektivem
Juracek et al. identifikovala na zdklad€ analyzy celého genomu dalsi tfi miRNA (miR-31-
S5p, miR-93-5p a miR-191-5p), jejichz hladiny se vyznamné liSily v porovnani mezi
skupinou pacientl trpicich karcinomem mocového méchyfe a zdravymi jedinci. V moci
pacienti byly nalezeny vyrazné¢ vyS$i koncentrace téchto miRNA. Stanovenim
diagnostického skére (DxScore) se dokonce ukdzalo, Ze by bylo na zdklad¢ stanoveni
miRNA mozné odlisit nddory invazivni od neinvazivnich [60].
MikroRNA jsou tedy potencidlnimi biomarkery, které lze stanovit z tkdn€, moce nebo
krve. Vysokd stabilita miRNA v moc¢i a relativné jednoduchd analyza tak predstavuje
slibny a neinvazivni pfistup vhodny jak pro vCasnou diagnostiku, tak i pro sledovéni
vyvoje urologickych malignit [61-65].

Tabulka 7 — Nejc€astéji studované miRNA u karcinomu mo€ového méchyie [61-63, 65]

mikroRNA | Role v karcinogenzi Mechanismus

miR-21 protoonkogen VEGEFC signalizace

miR-143 tumor-supresor PI3K/AKT a MAPK signalizace
miR-155 protoonkogen Wnt/p catenin signalizace

miR-200 tumor-supresor Inhibice epitelidlné-mezenchymalni

tranzice, (miRNA-200c — inhibice
laktatdehyrogendzy A)

miR-214 tumor-supresor SniZeni aktivity PDGR1

miR-222 protoonkogen SniZeni aktivity PTEN

3.8.1 Molekularni genetika papilarnich tumora mocového méchyie

FGFR3 draha

U vice nez 70% neinvazivnich papildrnich karcinomi mocového méchyte (stddium
Ta) se vyskytuje mutace v systému receptorti fibroblastovych rustovych faktori, predev§im
v genu pro receptor FGFR3. Tento transmembrdnovy protein se sklddd ze tfi domén —
extracelularni, transmembrdanové a cytoplazmatické tyrosinkindzové [66]. Reakci
extracelularni ¢4asti receptoru s rustovymi faktory dochdazi k iniciaci kaskady signala, které
v kone¢ném dusledku ovliviiuji bunécny rust, diferenciaci, migraci a angiogenezi.

Vv s

Nejcastéjsi mutace se vyskytuji v exonu 7 (50 — 80 % vSech mutaci genu FGFR3), mutace
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v exonu 10 kédujicim transmembrdnovou doménu se nachdzeji v 15 — 40 % a ty, které
postihuji tyrosinkindzovou ¢ast, ¢ini 5 — 10 % (exon 15). Mutace nejcastéji zplsobi
zafazeni chybného cysteinu, dimerizaci a néaslednou fosforylaci, cozZ vede i v nepfitomnosti
ligandu ke konstitutivni aktivaci receptoru. Stdld aktivace receptoru ud€luje sice
nadorovym buiikkdm rastovou vyhodu, ale soucasné jsou zachovany regulace bunécéného
cyklu a mechanizmy apoptézy. Tento fakt mulze vysvétlit rozdily mezi indolentni
a agresivni formou, kde souc¢asnd mutace v genech FGFR3 a TP53 zpusobujici naruseni

apoptozy pak velmi vyrazné zhorSuje celkovou prognézu [5, 53].

RAS geny

Dulezité produkty RAS onkogenli hraji dstfedni roli zejména v proliferaci,
diferenciaci nebo bunécné smrti a patii do tzv. superrodiny guanosin-5’-trifosfatdz
(GTP4az), neboli G proteint, které funguji jako molekularni piepinace mezi receptorovymi
a nereceptorovymi tyrozinkindzami ptendSejicimi signdl do cytoplazmy. V lidskych
bunikdch existuji tfi potencidln¢ onkogenni RAS geny, které koduji vysoce piibuzné
proteiny Ha-RAS, N-RAS a K-RAS [67]. Ras proteiny spoustéji celou fadu signalnich
drah, znichZz nejintenzivnéji studované molekuldrni drdhy u karcinomu mocového
méchyfe jsou mitogen aktivovand protein-kindzovd signdlni drdha (MAPK - mitogen-
activated protein kinase) aPI3K/AKT/PTEN kaskada [5, 55, 58, 68, 69].
Obrazek 8 schématicky ukazuje mozny patobiologicky vznik papilarnich nadorta
mocového méchyie.
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Obrazek 8 — Molekularni genetika papilarnich nddor mocového méchyfte [5, 55, 58, 68, 69]



3.8.2  Molekularni genetika invazivnich typi tumori moc¢ového méchyie

P53 draha

Nukleérni transkripéni fosfoprotein p53 byl objeven jiz v roce 1979. Hlavni funkci je
regulace bunécéného cyklu, oprav DNA a apoptézy. Gen TP53 je lokalizovan na kratkém
raménku chromozomu 17 (17p13.1) a obsahuje 11 exonii a 10 intrond [70]. Diky
alternativnimu sestfihu 7P53 mohou vzniknout N-koncové a C-koncové izoformy
proteinu, prostiednictvim alternativnich promotorti uvnitf genu mohou vznikat dalsi
varianty proteinu p53 [71].

Mezi hlavni geny, které byly identifikovany jako cilové pro p53 patii p21"VAFI/CIPI

(funkce proteinu: zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi), MDM?2 (funkce proteinu: tvorba
komplexu s p53, jeho ubiquitinace a ndslednd degradace v proteozomu), GADD45 (funkce
proteinu: zabranuje vstupu do M faze bunécéného cyklu), BAX (funkce proteinu: regulace
apoptézy), IGF-BP3 (funkce proteinu: antimitotickd), /4-3-30 (funkce proteinu: zabranuje
ptechodu do M faze), TSP (funkce proteinu: inhibice angiogeneze) aj.

Alterace tumor-supresorového genu 7P53 hraje kli¢ovou roli u mnoha nadort véetné
tumor mocového méchyie. Mnoho studii ukazuje, Ze mutace v genu jsou spojeny
s invazivnéj$im chovanim, vyS$i pravdépodobnosti vyskytu recidivy a nepfiznivého
vysledku systémové 1€cby [53]. NejCastéjsi zmeény v genu u nadorit mocového méchyte
byly nalezeny mezi exony 4 a 9 (97 %), ze 72,5 % se jedna o mutace bodové typu missense
mutation, v 12,2% zptsobi mutaci ztraty smyslu (nonsense mutation) [72]. Velké mnoZstvi
mutaci naruSujicich funkci pS3 bylo nalezeno zejména ve vazebné doméné DNA. Tyto
mutace neumoZznuji vazbu proteinu na DNA a tim néslednou regulaci cilovych genii [73].
Kromé toho se miiZe mutantni protein dokonce vézat na zcela funk¢ni protein p53, a tim
zablokovat ¢i modifikovat jeho transkripéni funkci [53]. V disledku toho se miZe
z dtlezitého nadorového supresoru stit nezadouci onkogen. Mutovany p53 nejen, Ze ztraci
své supresorové vlastnosti, ale dochdzi ke zméné¢ jeho transaktivacni schopnosti a zisk4 tak
moznost aktivovat geny jako jsou MDRI (multidrug resistance), MYC, EGFR (epidermal
growth factor receptor), VEGF (vascular endothelial growth factor), které naopak pfispivaji
k nadorovému bujeni. Nadory s ,.gain of function® mutaci p53 jsou pak odolné&jsi
k chemoterapii ¢i radioterapii dokonce vice neZ nadory, kterym protein p53 zcela chybi
[74, 75]. Molekularni genetika invazivnich nddorii karcinomu mocového méchyie je
schématicky navrZena na obrazku 9.
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Obrazek 9 — Molekularni genetika invazivnich nadorti karcinomu mocového méchyfte [55, 58, 68,
76]

Rb draha

Retinoblastomovy protein RB protein je nddorovy supresor, ktery hraje roli
v Sirokém spektru bunéénych d&ju, z nichZ nejvyznamnéjsim je regulace bunécného cyklu
pfi prichodu z G1 do S faze. Komplexy CDK6/Cyklin D a CDK2/Cyklin E fosforyluji
pRB a tim dojde k uvolnéni transkripéniho faktoru E2F. Volny E2F pak aktivuje
transkripci gend, které jsou nutné pro piechod z G1 do S faze a replikaci DNA. Inhibitor
komplexu CDK4/Cyklin D — protein pl6 — lokalizovany na lokusu INK4A/ARF blokuje
fosforylaci Rb a hraje vyznamnou roli nddorového supresoru. Vyssi exprese E2F proteint
se nachdazi relativné b&€zn¢ u karcinomu mocového méchyte. Zejména zvySend exprese
faktoru E2F3 v dasledku amplifikace genu je spojena s vyskytem invazivnich forem.
Naproti tomu vyss$i exprese cyklinu D1 se vyskytuje spiSe u nizSich stadii papildrniho typu
[5, 77].

PTEN

Tumor-supresorovy gen PTEN (phosphatase and tensin homology) se sklada
z9exonll a je lokalizovian na chromozomu 10g23.3. Tento region podléha ztraté
heterozygozity u 20 - 30 % karcinoml. Cytoplazmaticky protein PTEN se sklddd ze
403 aminokyselin (55 kDa) a mé fosfatdzovou aktivitu na lipidovych substritech. Ztrita
funkce vede k proliferaci buniky a tniku z kontrolnich mechanizmti vedoucich k apoptéze
[5]. Protein piisobi jako negativni regulator PI3K drdhy. V tabulce 5 je ukazano, Ze gen
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PTEN je sice relativn¢ ziidka mutovédn, ale sniZend exprese byla popsdna u 42 %
neinvazivnich a 94 % pokrocilych forem tumord mocového méchyte [54].

3.9 Mikroprostiedi nadoru

Solidni nadory jsou tvofeny dvéma uzce provdzanymi a spoleéné se vyvijejicimi
soucastmi — populaci vlastnich nddorovych bunék (parenchymem) a stromatem, jenZ ma na
nadorovy proces a jeho biologické vlastnosti zcela zdsadni vliv. Nadorové stroma je
tvofeno kromé nenddorovych bunék (endotelie, nddorové asociované fibroblasty) a bunky
imunitniho systému také extracelularni matrix.

3.9.1 Zakladni charakteristiky extracelularniho prostredi nadorua

Mikroprostiedi nddoru je charakterizovdno nizkym obsahem kysliku tzv. hypoxii,
extracelularni acidézou a deprivaci zivin a energie. Primérné hodnoty parcidlniho tlaku
kysliku v malignich nddorech se pohybuji mezi pOz = 23 — 28 mmHg, zatimco v normdlni
tkdni je mnoZstvi kysliku vice neZ dvojndsobné (54 — 65 mmHg). Dokonce 1 v rdmci
jednoho nddoru existuje vysokd variabilita stupné hypoxie a hypoxické regiony obsahuji
buiiky, které oproti ostatnim buiitkdm v nddoru rostou vyrazné pomaleji [78]. V dasledku
hypoxie (mén¢ nez 2 % kysliku) dochédzi k indukci gent, které jsou v normdlni tkani
nedetekovatelné. Jednd se zejména o geny podporujici anaerobni metabolismus
a angiogenezi. NejvyznamnéjSim transkripénim faktorem zodpovédnym za aktivaci
hypoxickych gent je bezesporu heterodimericky protein hypoxii indukovany transkripéni
faktor 1 (HIF-1) sloZzeny z podjednotek HIF-1a a HIF-1B [79], jehoZ jadernd lokalizace
byla nalezena u vice nez 57 % karcinomli mo¢ového méchyte. Prokédzal se také jasny vztah
mezi expresi faktoru a stupném diferencovanosti nadoru, kdy malo diferencované
urotelidlni karcinomy vykazovaly vySSi pozitivitu na HIF-1, coz z né&) vytvaifi moZny
prediktivni marker progrese zejména pro svalove infiltrujici karcinomy mocového méchyie
[80]. Aktivace HIF ma v nddoru komplexni duasledky, které se odvijeji od jim
aktivovanych gent a které shrnuje tabulka 8.

Tabulka 8 — U¢inky HIF-1 u svalové infiltrujicich karcinom® moc¢ového méchyte [80]

ZvySeni exprese genu HIF ¢i zvySeni jeho aktivity

Metabolicka adaptace (LUT1, GLUT3, ALDA, GADPH, LDHA)

Angiogeneze (VEGF, VEGFR2, ENG)

Resistence k apoptéze (IGF2, ADM, NOS?2)

Faktory invaze a metastazovani (AMF, VIM, MMP2, CK18)

Lékova rezistence (MDRI)
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Diky nedostatenému zasobeni kyslikem jsou nddorové bunky nucené pro pokryti
svych energetickych potieb zvysit intenzitu glykolyzy. Tento zplsob ziskdvani ATP ma4 za
nasledek zvySovani produkce H' iontli a naslednou acidifikaci celého extracelularniho
prostiedi nadoru [81]. DileZitou roli pfi vzniku acidézy hraje také CO: (konverzi na
hydrouhli¢itan se uvoliuje proton), hydrolyza ATP ¢i vétsi schopnost pumpovat protony
do extraceluldrnich prostor. Primérna hodnota pHe v extraceluldarni tekutiné normalni
tkdn¢ se pohybuje kolem hodnoty 7,4 (hodnota pH; v intraceluldarnim prostoru kolem 7,1),
zatimco pro nadory se uvadi primérnd hodnota pHe extracelularniho prostoru okolo 6,8
a pHi vrozmezi 7,0 — 7,4 [82, 83]. Existuje mnoho studii, které doklddaji, Ze acid6za
okolniho prostiedi velmi uzce souvisi s rezistenci nadorovych buncék k pouZivanym
chemoterapeutikim a muze dokonce indukovat epitelidlné¢ mezenchymadlni tranzici [84,
85]. U n¢kterych typti nddor (mocového méchyie, ledviny, zaludku) vykazuje
extracelularni prostiedi jeste¢ extrémnéjsi hodnoty pHe. Pfi intravendzni 1€¢bé karcinomu
mocového méchyie bézné uzivanymi slabé bazickymi chemoterapeutiky (napf. vinblastin,
doxorubicin) byla prokdzana aZ 10ndsobnd resorpce léku z moci pfi soucasném uziti latek
zvySujicich pH (hydrogenuhli¢itan sodny, acetazolamid). Hodnota pH moce se zvysila
zhruba o dvé jednotky pH, v krvi 0 0,5 jednotky pH a lze tedy pfedpoklddat lepsi distribuci
1éku v cilovych tkanich [84].

Dalsim specifickym rysem mikroprostiedi je glukézovy deficit, kdy podle nékterych
publikaci klesa koncentrace glukézy na hodnoty nékolikandsobné niZsi. Pti¢inou poklesu
je nedostatecné prokrveni nddorové masy a velmi Casto také metabolismus jednoduchych
cukrt [83]. Existuji ale i zcela opacné studie, které tvrdi, Ze gradient koncentrace glukézy
se ve vzdélenosti od bazdlni membrany méni jen minimdln¢ a glukdéza tak nemize byt
limitujici faktor v pritbéhu karcinogeneze [86]. ZvySena spotieba glukézy ma také piimou
souvislost s hypoxii, nebot’ nékteré dilezité enzymy pro glykolyzu jsou regulovany
transkripénim faktorem HIF-1. Vysledem rychlé spotieby glukézy je nadmérné hromadéni
laktatu, okyseleni celkového nadorového mikroprostiedi a vytvoreni takovych podminek,
které podporuji agresivni chovini nddoru a jeho expanzi a omezuji tak mozny 1écebny
zasah [83].

3.9.2 Zakladni charakteristiky bunék nadorového stromatu

V nadorovém prosttedi se nalézd velmi heterogenni bunécnd populace, kterd se
sklada z transformovanych rakovinnych bunék, bunék infitrujicich a z bunék podporujici
nador. Mezi takové nenddorové bunécné komponenty patii napiiklad s nadorem
asociované fibroblasty, mezenchymadlni kmenové bunky (MSC), endotelové bunky,
pericyty a hladké svalové buiiky cév, adipocyty nebo buiniky imunitniho systému (nddor
infiltrujici T-lymfocyty, nddorové asociované makrofigy — TAM). Bylo prokdzéano, ze
témet vSechny vysSe uvedené bunééné komponenty byvaji mens$i ¢i veétSi meérou
deregulované a v diisledku toho mohou v rizné mite podporovat, umoZznovat, ¢i dokonce
indukovat preziti a rast vlastnich nddorovych bun¢k [87-89].
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StéZejni soucasti nddorového stromatu jsou nddorové asociované fibroblasty, které
v normalni tkdni hojné produkuji slozky extracelularni matrix, predev§im kolagen typu I,
II, V a fibronektin. Obrdzek 10 dokldda, Ze nddory mocového méchyie, které jsou na
stromdlni buiky pomérné bohaté, se v sou¢asné dob¢ ukazuji jako jednoznacné nepiiznivé
pro progndzu a progresi onemocnéni. [88].

Obrazek 10 — Histoglck}’/ reparat ukazuje, Ze nadory moé
stromdln{ fibroblasty (klasifikace nddoru: pT1 a pTis cNXcMO GII, znaceni: PDGFR-), zvétseno
4x [90]

3.9.3 Nadorové asociované fibroblasty

Terminu nadorové asociované fibroblasty se vyuZzivd k popisu bunék, které se
morfologicky a funkéné odliSuji od nenddorovych fibroblastd. Jsou to bunky, které
vykazuji zvySenou proliferacni aktivitu a hojnéjSi sekreci proteinti alterované
extracelularni matrix (kolagen typ I, tenascin, EDA — fibronectin ¢i SPARC). Obsahuji
velké ovalné euchromatické jiadro sjednim nebo dvéma jadérky a jejich stresova
kontraktilni vldkna zastdvaji nepfetrzit¢ aktivovana. Exprimuji celou fadu aktivacnich
znakli (aSMA a ySMA, paladin, vimentin, endosialin, podoplanin, FSP1, FAP, CD90,
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PDGFRp) [91, 92]. Jejich plivod je pfedmétem celé fady hypotéz, které zahrnuji moZnosti
genetické alterace normadlnich tkanovych fibroblasti procesem mezenchymalné-
mezenchymalni tranzice nebo jinych pfitomnych mezenchymdélnich bunck (napf.
adipocytl,, pericytll), epitelidlné-mezenchymdlni pifemény mistnich epitelovych ¢i
nadorovych bunék, migrace a ndsledné aktivace mezenchymadlnich kmenovych bunck ¢i
pfeménou endotelidlnich bun¢k pomoci endotelidlné-mezechymadlni tranzice [93, 94].

Preadipocyty

Stelarni buriky @ i Fibroblasty

Nadorové
| asociované
Pericyty fibroblasty

Endothelialni buriky Hematopoetické
kmenové buriky

Obrazek 11 — Mozny ptivod naddorove asociovanych fibroblastii [95]

Néadorové fibroblasty piimo #idi a podporuji tumorové epitelové bunky
prostiednictvim mnoha raznych ruastovych faktori, hormoni a cytokind. Hlavnimi
mitogeny, které jsou jimi produkovany, jsou HGF, IGF-1, EGF, FSP1, VEGF, PDGF, ale
také cytokiny SDF-1a ¢i IL-6. TGF-B1 ptsobi autokrinné a je zodpovédny zejména za
udrZeni fibrogeneze. Jeho akumulace v nddorovém prostredi aktivuje dal$i rastové faktory
napiiklad VEGF a CTGF, které pak ndsledné podporuji nddorovou proliferaci
a angiogenezi. TGF-B1 plisobi imunosuresivné, podporuje degradaci extraceluldrni matrix
a naslednou invazi. Kromé riistovych faktorti produkuji nddoroveé asociované fibroblasty
a také samotné nadorové buniky mnoho prozanétlivych cytokinl jako jsou interleukiny,
interferony a faktory TNF rodiny. Tvorba cytokinii a chemokinti podporuje infiltraci fady
imunitnich bunék, které pak nésledné podporuji angiogenezi a invazi. Mezi hlavni
angiogenni faktory patti VEGF, HFG, MMP2 a IL-8 [94, 96]. Nadorové asociované
makrofagy (TAM) maji zhorSenou schopnost prezentovat antigen a potlacuji adaptivni
imunitni odpovéd’ zprostfedkovanou Thl-lymfocyty. Nddorem rekrutované T-lymfocyty
udrzuji svou proliferaci 1 v nepfitomnosti antigenni stimulace a tim siln€¢ podporuji
v tumoru stav chronického zénétu a jeho nédslednou progresi. Kromé toho také nadorové
asociované fibroblasty pfispivaji ke zvySeni fibr6zy nddoru, coZ md za néasledek inhibici

47



infiltrace T-buné¢k do nddoru samotného. Exprese ligandli programované smrti (PD-L1
a PD-L2) a jejich interakce s receptory na T-buiikdach je tak dal$§i moZnost, jak mohou
nadorové asociované fibroblasty tlumit imunitni reakci. Pro inhibici samotnych NK bunék
1 inhibici jimi produkovanych cytotoxickych latek produkuji fibroblasty enzym 2,3-
dioxygendzu a tkdnovy hormon prostaglandin E2 (PGE2). Stromdlni buiiky jsou tak
nastrojem pro vytvareni jedinecného prostfedi chronického zanétu a imunitni tolerance,
ktery nddorovym builkdm umoZnuje byt pozitivné ovliviiovan rastovymi faktory
a soucasn¢ se vyvarovat imunitniho dohledu vylu¢ovanim riiznych cytokinti ¢i chemokint
[91].

Velmi dileZitou uddlosti, kterd je zlomova pro progresi nddoru do maligniho stavu,
je poskozeni bazdlni membrany a Sifeni nddorovych bunék tkdnémi. Tomu mohou opét
siln€é pomoci nddorové asociované fibroblasty, které jsou schopny produkovat napt.
aktivatory plazminogenu a n¢kolik Cleni matrixmetaloprotedzové rodiny (u karcinomu
mocového méchyfe zejména MMP2 a MMP9 detekovatelné i v moc¢i pacienta). Tyto
enzymy jsou velmi dilezité pro nejen pro piimou degradaci extracelularni matrix, ktera je
zjevné spojend s expanzi nadoru, invazi (vedouci pies epitelidlné-mezenchymadlni tranzici)
a angiogenezi, ale také podporuji imunosupresivni status nddorového prostredi
enzymatickou aktivaci TGF- a inhibici receptoru pro IL-2 [94, 96, 97]. Proces degradace
extraceluldrni matrix je doprovdzen rychlym ndrGstem volnych radikélt, které indukuji
genomickou nestabilitu v okolnich buiikdch vcetné bun€k nadorovych. Disledkem poruchy
interakce mezi normdlnimi bunkami a extraceluldrni matrix je spuSténi procesu
programované bunécné smrti zvané anoikis. Nadorové bunky byvaji v§ak k tomuto procesu
diky aktivaci signdlni kaskddy PI3K-AKT znacné rezistentni. Nadorové asociované
fibroblasty mohou prostfednictvim raznych faktortt PI3K-AKT drdhu aktivovat a ochranit
tak nddorové bunky pted jinak jistou bunécnou smrti [91]. Kromé svych schopnosti
vyluCovat rizné podplirné faktory a ovliviiovat tak celou fadu bunc¢k, mohou nddorové
asociované fibroblasty pulsobit také jako mutagen, ktery zvySuje tumorigenni aktivitu
nadorovych bunék. Jako piiklad ndm poslouZi volné radikdly generované prave fibroblasty,
které pak v hypoxickém prostiedi o nizkém pH pulsobi silné¢ mutagenné [94]. Nadorové
asociované fibroblasty hraji velmi diileZitou roli nejen v iniciaci nddoru, ale také béhem
jeho progrese a proto neni prekvapivé, Ze se jim také pticitd vyrazna prognostickd hodnota.
Napiiklad pozitivni nédlez aktivovanych fibroblasti (pozitivnich na FAP, oaSMA
a podoplanin) béhem histologickych barveni Casto koreluje s velmi Spatnou progndzou,
coz z nich ¢ini slibné terapeutické cile [91].

Dal§im nezavislym rizikovym faktorem preZiti u karcinomu mocového méchyfe je
transmembrédnovy protein syndecan (SDC1). PrestoZe se za fyziologickych podminek tento
protein exprimuje pouze v epitelovych bunikach, podle Szarvase et al. byla zvySend exprese
syndecanu nalezena také u bunék stromdlnich. Vysledky studie ukazuji, Ze nddorové buiiky
jsou schopny indukovat expresi SDC1 u stromdlnich bunc€k, coz zpétn€¢ pozitivné
podporuje jejich nddorovou proliferaci a migraci. Ztrata exprese proteinu v membrané
nadorovych bunék a zaroven zvySend exprese u stromdlnich bunék spojend se zvySenou
sérovou koncentraci SDC1 u pacientl s progresivnim nddorem karcinomu mocového
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meéchyfe se zda byt nezavislym rizikovym faktorem preziti, ktery by mohl byt ndpomocny

pfi vyberu vhodnéjsi terapie [98].

3.9.4 Nadorové kmenové buiiky

Model nadorovych kmenovych bunék je v biologii nddort pomérné¢ novym
konceptem a na rozdil od stochastického modelu, kde kazdd nddorovd bunka ma
tumorigenni potencidl a miZe tedy tvofit nddory, se opird o pojem vnitini hierarchie mezi
naddorovymi bunkami. Na kmenové bunky je nahliZeno jako na nejmén¢ diferencované
buiikky se schopnosti sebeobnovy, které jsou vyrazné podobné zejména dospélym
kmenovym buinikdim. Heterogenity tumoru je pak dosaZeno postupnou diferenciaci téchto
nadorovych kmenovych bunék, které ptfitom ztraci svou schopnost sebeobnovy. Kromé
schopnosti sebeobnovy a vlastnosti diferenciace disponuji nddorové kmenové bunky
i dalsimi vyhodnymi schopnostmi, zejména schopnosti sebeobrany a relativné nizkou
proliferani aktivitou a stdvaji se tak dlouhotrvajicimi a samoc¢inné se rozvijejicimi
populacemi. PfestoZze se nddor chovd podobné jako kterykoliv orgdn v téle, jeho
homeostatickd regulace je narusena [99, 100]. Zatimco v dospélém organismu dochdazi
k bunééné homeostidze, na které se podili tfi zdkladni geneticky podminéné dé&je
(proliferace bunék, programovand bunécnd smrt a termindlni diferenciace bunék), pfi
nadorové transformaci dochdzi k jejimu naruseni. To se mlZe projevit tak, Ze bunky ziskaji
vyhodu neomezeného replikacniho potencidlu, jsou sobéstacné na rustové faktory nebo
necitlivé vici signdlim regulujici rtst, mohou mit inaktivovanou apopotézu popiipadé
ziskaji schopnost migrovat a metastazovat [101]. Tyto vlastnosti maji dulezité klinické
dasledky, nebot jsou spojeny s terapeutickou rezistenci. Klasickd chemoterapie
a radioterapie u pomaleji délicich se bun¢k zplsobuje mensi poskozeni v DNA a navic
kmenové nadorové bunky vykazuji vyssi hladiny proteinovych efluxnich transportéra (P-
glykoproteiny ¢i ABC transportéry) nebo enzymu diileZitych pro metabolismus terapeutik
(ALDH) [102].

Kmenové buiiky v normalnim urotelu

Urotelidlni kmenové buiky jsou obvykle v klidovém (quiescentnim) stavu a mohou
proliferovat a rekonstruovat tkan zejména v dob¢, kdy je sliznice poSkozena. Tkan
mocového méchyfe zahrnuje nékolik typi kmenovych bunék — urotelidlni,
mezenchymalni, mezenchymalni buiikky z kostni dien€ ¢i kmenové bunky tukové tkané
[102].

Tradi¢ni pohled na biologii kmenovych bunék u urotelidlniho karcinomu vychazi
z ptredpokladu, Ze kmenové bunky jsou umistény ve vrstvé bazdlnich bunék [103].
Nedavné studie vSak ukazuji alternativni hypotézu, Ze déStnikové builky se regeneruji
vlastnim fondem progenitorovych bunék, které se nachazeji v intermedidrni vrstve,
zatimco bazalni vrstvu regeneruji vyhradné bunky nalézajici se ve vrstvé bazalni [104].
Papafotiou er al. ukézali, Ze mezi CK5" bazdlnimi bunkami existuje mald podskupina
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bunék, ktera je soucasné pozitivni i na CK14. MnozZstvi téchto CK14" bunék vrcholi
postnatalné a v prubéhu dospivani jejich pocet vyrazné klesd (30 % CK14* po narozeni,
0,5 % CK14" v 1 roce zivota myS$i). Pomoci studii na transgennich myS$ich in vivo
a klonogennich experimentl in vitro se ukdzalo, Ze se tyto buiiky podileji jak na pfirozené
regeneraci, tak i na obnové vSech vrstev mocového méchyte indukované poranénim. Diive
popsané kmenové buiky intermedidrnich vrstev odpovidaji nejspiSe progenitorovym
bunikdm, které se uplatiluji spiSe pro regeneraci mirné poskozené ¢i neposkozené nebo
starnouci sliznice moc¢ového méchyte [8, 105, 106].

Nadorové kmenové buiiky a jejich heterogenita u karcinomu moc¢ového méchyre

Urotelidlni nddorové kmenové buiiky jsou subpopulaci bunck, které jsou schopny
iniciace nadoru, sebeobnovy a diferenciace do diferencovanych buné¢k. Nemusi byt nutné
odvozeny od normdlnich kmenovych bunék, mohou pochdzet z diferencovanych bun¢k,
které ziskaly tumorigenni vlastnosti prostfednictvim genetické ¢i epigenetické aberace
[107]. Dva nezdavislé mysi modely presvédCiveé ukdzaly, zZe pro svalové invazivni nador je

.....

.....

Jednim z prvnich markerd pro nddorové kmenové builkky u karcinomu mocového
meéchyie byla molekula membranového antigenu CD44. Ukézalo se vsak, Ze je pouzitelny
pouze pro zlomek nddorti, u nékterych neinvazivnich typa byl exprimovan téméf vSemi
bazadlnimi buiikami, naopak jindy nebyl exprimovan vibec. Subpopulace nddorovych
kmenovych bunék CD44* vykazovaly rtzné varianty aktivaci onkogenu, které jsou
zapojeny do sebeobnovovaciho procesu (napt. CTNNBI (B-catenin), BMII, STAT3, GLII,
Sonic Hedgehog aj.), coz dokladd znacnou heterogenitu v molekularnim mechanizmu
udrzeni kmenového fenotypu bunck. [102, 109].

Heterogenita kmenovych bunék se dale rozSifuje v souvislosti s neddvnou
charakterizaci vnitinich podtypl jak u invazivniho tak i u neinvazivniho typu nadoru.
Bazalni invazivni typy vykazuji hojnou expresi kmenovych markerit CD44, P-cadherinu,
CKS5 a CK14 [110], zatimco lumindlni nddory pochdzejici ze svalové neinvazivnich typa
exprimuji zejména ALDHI1A1, ALDHIA2, CDI133, CD90 a nestin [111]. Unikatni
mechanismus udrzeni kmenového fenotypu se vyskytuje u karcinomu in situ, jehoz
kmenové buiiky jsou zdvislé na Sonic Hedgehog signalizaci. Tato signdlni molekula hraje
roli pfi regeneraci normalniho urotelu v odpovédi na jeho chemické ¢i mikrobiologické
poskozeni. Akceptorem tohoto signdlu jsou suburotelidlni stromdlni fibroblasty. Piijem
signdlu mezenchymadlni buiikou zplsobi velmi rychlou koordinovanou expresi smérem
k wurotelu jak mitogennich (WNT2, WNT4, FGF16) tak i diferenciaci podporujicich
(BMP4, BMP5) faktora, které jsou namiteny zpét do urotelu [103, 112]. Hedgehog drdha
je také aktivovana napiiklad chronickou expozici arsenu, coz je jednim z dobie zndmych
karcinogenii urotelu [8, 113]. Problematika heterogenity nadorovych kmenovych bunék se
tak stdva velmi sloZitou, protoZe nadorové kmenové bunky jsou vidy uzce spojeny
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s konkrétnim typem nddoru a stidiem jeho progrese a rovnéZz metodikou jejich studia
a pouzitim experimentdlnich modelii. MozZnosti studia nddorovych kmenovych bunék jsou

uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 Metody studia kmenovych bunék u karcinomu mocového méchyte

Metoda studia Marker nadorovych Nadorovy bunécny Zdroj
kmenovych bunék typ/ nadorova

bunééna linie
In vitro klonogenni EMA™, CD44v6* lidské priméarni buniky | [114]
test z nadoru
In vitro klonogenni Side population SW780 [115]
test, in vivo model (DyeCycle violet
athymické nahé mysi | staining)
In vitro klonogenni Side population T24 [116]
test (Hoechst 33342)
In vitro klonogenni 67LaR*, CEACAMG6™, SW780, lidské [117]
test, in vivo model CK17* primarni bunky
athymické nahé mysi z nadoru
In vitro klonogenni CD44*, CK5*, CK20~ lidské priméarni buiky | [118]
test, in vivo Rag2”yc™ z nadoru, mys{
mysi model primarni buiky

z nadoru
In vitro klonogenni ALDHI1A1 (enzym RT4, 5637, T24 [119]
test, in vivo model aldehyddehydrogenéza)
athymické nahé mysi
In vivo model CD90*/CK14* lidské primérni bunky | [120]
imunodeficientni mysi z nadoru, mysi

primérni bunky

z nadoru
In vivo model Koexprese CD44/CD47 | lidské primarni bunky | [121]
imunodeficientni mysi | (FC) z nadoru, mysi

primérni bunky

z nadoru
In vitro klonogenni SOX-2 UM-UC-3, As30O7” [122,
test, in vivo model transformovany urotel | 123]
athymické nahé mysi
Transgenni myS Shh- | Sonic Hedgehog mySsi model [104,
CreERT2 124]
Transgenni myS Krt 5- | CK5 mysi model [105,
CreERT2 125, 126]
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3.9.5 Komplexni mechanizmy chemorezistence ovlivhéné mikroprostiredim

Na chemorezistenci se vyrazné¢ podili sloZzeni a uspofdddni mikroprostiedi
a stromalni komponenty, které tak ptispivaji k vyraznému gradientu v koncentraci 1éki. To
se velmi dobie ukazuje pfi 3D bunécnych kultivacich, kdy jsou buiiky k aplikovanym
cytostatikim mnohem odolnéj$i nez v klasickém 2D uspotfddéani, kde buiiky rostou
pfichycené na kultivaénim plastu [127]. Také jen samotna pfitomnost stromdlnich bunék
(fibroblastli, makrofagti, dendritickych bun¢k aj.) ovliviiuje chemorezistenci nddoru [128].
Bunécné modely zalozené na spolecné kokultivaci stromalnich a nadorovych bunék jasné
ukazuji, Ze stromdlni bunky silné ovliviiuji jak lékovou rezistenci, tak i aktivuji rast
nadorovych bunék, podporuji motilitu a schopnost invazivity a moduluji metabolické
a imunitni odpovédi nddoru. Imunitni buniky vytvareji selekéni tlak na nddorové bunky
a tim zvySuji u prezivajicich nddorovych bun¢k terapeutickou rezistenci, coz velmi
zhorsuje efekt poddvané 1écby.

Kromé koncentracniho gradientu pfispivd k chemorezistenci nadorovych bunék také
zvySeny mezibunény tlak okolnich kapalin nebo metabolické zmény bunck. Slabé kyselé
pH v okoli solidnich nddorti sniZuje prinik n¢ktererych bazickych chemoterapeutik difuzi
pfes cytoplazmatickou membrdnu [37, 129]. U nadorovych bunck byva také alterovdna
exprese Bl-integrinu, kdy ve vétsSing€ solidnich nddorti dochézi k potlaceni exprese, bunky
pak jsou nezavislé na pevném ukotveni, coZ prispiva nejen ke zvysené schopnosti motility
bunék, ale také vySsi rezistenci k apoptéze a k chemorezistenci [37]. Jednim z hlavnich
znakii nddorového mikroprostiedi je hypoxie, kterd je zplisobena nerovnovdhou mezi
pfijmem a spotiebou kysliku. Pfitomnost hypoxie je spojovana s rezistenci k radioterapii
a chemoterapii, vy$Sim nddorovym potencidlem bunék, a tim pfispiva k horSi prognéze
onemocnéni. Hlavnimi regulatory bunééné adaptace k nedostatku kysliku jsou transkripéni
faktory HIF [130]. Preklinické studie potvrdily, Ze terapie, které cili na HIF, mohou
pomoci pii piekonani chemorezistence [131, 132].

Utinek mnoha protinddorovych 16¢iv je zaloZen na aktivaci programované bundéné
smrti. Nadorové buniky vSak maji v disledku dlouhodobého selek¢niho tlaku ze strany
imunitniho systému tyto proapototické drahy casto poskozené nebo zablokované, a tim
ziskéavaji Cas na opravu poskozené DNA ¢i dalSich bunécnych struktur [37].

3.9.6 Nadorové kmenové buiiky a chemorezistence nadoru

Velkou roli pfi chemorezistenci hraji nddorové kmenové bunky, které tvoii obvykle
malou cast nddoru. VétSi Cast tumoru je naopak tvofena rychle rostoucimi, pifipadné
postmitotickymi diferencovanymi buinikami, které vSak nejsou schopny sebeobnovy [101].
Néadorové kmenové bunky disponuji specifickymi mechanizmy vlastni ochrany, které
mohou byt vyuZzity pro jejich vizualizaci ¢i purifikaci. NejCastéji se vyuZzivaji dvé
jednoduché metody — analyza ,,Side Population® a ,,Aldefluor assay®‘ (Tabulka 9). Pti
analyze ,,Side Population* se vyuzivd schopnosti kmenovych nddorovych bunék pumpovat
aplikovana chemoterapeutika z cytosolu pomoci efluxnich transportérti, zatimco metoda
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,»Aldefluor assay®* je zaloZena na identifikaci kmenovych nadorovych bunék na zdkladé
aktivity enzymu aldehyddehydrogenazy [128, 133].

U mnoha nddort byla po chemoterapii nalezena v rezidudlnim nddoru obohacena
populace nadorovych kmenovych bunék. Z toho vyplyva, Ze tyto naddorové kmenové
buniky jsou nutné¢ chemorezistentni a v diisledku toho dochdazi pii aplikaci cytostatika
k jejich pirezivani. Ostatni nadorové bunky plsobenim cytostatika umiraji. Zdrojem
bunécnych signdli pro podporu udrZzeni kmenového fenotypu nddorovych bunék zde
nejsou buniky stromélni, ale samotné nadorové bunky. Jejich bunécnd smrt je doprovazena
aktivaci specifického genového expresniho profilu, kde jednim z vyznamné aktivovanych
gend je ten, ktery kéduje eznym cyklooxygendzu 2 (COX-2). Tento enzym katalyzuje
syntézu prostaglandinu E2, ktery se z umirajicich bunék uvolnuje do mikroprostfedi
a zpétné tak stimuluje nddorové kmenové bunky ke vstupu do bunéfného cyklu. Timto
jednoduchym zptisobem si nddor dopliuje kmenové buiiky a udrzuje jejich populaci témet
konstatni. V soucasné dobé je jiz schvdlena farmakologickd inhibice COX-2 (I€k
Celecoxib), ktery by mohl zmirnit chemorezistenci nddoru zprostfedkovoanou repopulaci
kmenovych bun¢k [8, 134].

3.10 Metabolismus nadorovych bunék

PtestoZe pti€in transformace normdlni buiiky v nddorovou je celd fada a jednotlivé
nadory se velmi li§i po genetické strdnce, jedno maji spolecné: nddorové bunky zcela
zméni droven svého metabolismu tak, aby vyhovély ndroklim na rychly bunécny rlst
a proliferaci. Obvykle pfitom dochdzi k zvySené spotiebé glukézy ve prospéch vzniku
laktatu a ¢astecnému utlumeni respiracniho fetézce. Této zvySené spotieby glukdzy se
velmi Casto vyuzivd k presné lokalizaci nddorové hmoty pomoci zobrazovaci metody
hybridni pozitronové emisni vypocetni tomografie (PET/CT), kdy se diky izotopicky
znadené '8F-deoxy-glukéze detekuji tkdné vykazujici zvyseny pifjem glukézy. Diivodem
tohoto zplsobu metabolismu a rychlého zisku energie byvd posileni syntézy stavebnich
kamenti — nukleovych kyselin, aminokyselin a lipidi nutnych pro zvySenou proliferacni
aktivitu. Tyto poznatky byly popsény jiZ v roce 1927 némeckym Iékafem Otto Warburgem,
kdy byly pfipisovany zejména nefunkénim nebo defektnim mitochondriim (Warburgtv
efekt) [135-137].

3.10.1 Metabolismus glukézy, glutaminu a laktatu

Metabolismus glukézy je v nddorovych bunkdch zcela odliSny. V normdlnich
bunikdch je glykolyzou produkovdano maximéln¢ 10 % ATP a zbytek ATP mitochondridlni
respiraci, v nddorovych bunkéch vznika glykolyzou i vice nez 60 % ATP [136]. V roce
1941 bylo potvrzeno, ze vyuziti glykolyzy zavisi spiSe na dostate¢né a vhodné koncentraci
gluk6zy nez na funk¢nosti mitochondrii (Crabtree efekt) a v podminkach nizsi hladiny
gluk6zy dochézi ke znovuzapojeni dychaciho fetézce ve vyssi mite [136, 138]. Potlaceni
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funkce mitochondrie neni tedy pravdépodobné zplisobeno poskozenim organely samotné,
ale regulaci aktivity proteinti zapojenych do Krebsova cyklu ¢i dychaciho fetézce [135].

Béhem vlastni glykolyzy vznikaji z jedné molekuly glukézy dvé molekuly ATP
a dvé molekuly redukovaného NADH. Za normdlnich okolnosti nastupuji mitochondrie,
kde se pomoci Krebsova cyklu a ndsledn¢ dychaciho fetézce vyrobi zbylych 34 molekul
ATP, prekurzory pro syntézu nukleovych kyselin, lipidi a aminokyselin. Kromé gluk6zy
vyuzivaji buniky i dalsi zdroj energie — glutamin, ktery je po piijeti do buiiky transportovan
do mitochondrie a procesem zvanym glutaminolyza metabolizovan. V nadorovych
bunikkdch dochdzi k nékolikandsobnému zvySeni spotieby glukézy a glutaminu. Nekteré
aminokyseliny, které mohou byt po piijeti buifikou transportovany a ndsledné
metabolizovany a vyuzity v syntéze lipid. VétSina vytvoreného laktatu je sice vysledkem
metabolismu glukézy, ale v buiikdch s inhibovanou glykolyzou miiZze byt jeho zdrojem
i glutamin [139]. Piebyte¢ny dusik dokdze pak buiika vyuzit pfi syntéze ostatnich
aminokyselin. Pfestoze zpusob ziskdvani energie nevypada u nddorovych bun¢k efektivne,
opak je pravdou. Respiracni fetézec je schopen vyprodukovat sice 18x vice molekul ATP
nez kolik lze ziskat pouhou glykolyzou, ale samotnd glykolyza odpfazend od
mitochondridlntho metabolismu je az 100x rychlej$i. Pro silné proliferujici bunku, ktera
ma vysoké ndroky na stavebni materidl a energii, je tento zplsob vice neZ efektivni.
Nevyhodou rychlejsiho metabolismu je i cetnéj$i produkce volnych radikdli (zejména
superoxidovy a hydroxylovy radikadl), které dokdzi poskodit jak bunku zdravou tak
i nadorovou. Tumorové buiiky jsou na volné radikdly dokonce citlivéjsi, nez bunky
normdlni. Jednim z dalezitych ochranct pted kyslikovymi radikély je glutathion, ktery pro
svou spravnou funkci potiebuje NADPH. Toto fe$i tumorové builky posilenim
pentozofosfatového cyklu, ktery mimo jiné slouZi i k produkci NADPH. Pentozofosfatovy
cyklus je pro rakovinnou buiiku velmi dileZity, proto je u nich nalézdn dimer izoformy
pyruvatkindzy M2, ktery na rozdil od izoformy M1 (naléza se u netransformovanych
bunck) zpomali konverzi fosfoenolpyruvatu na pyruvéit a dovoli tak bunice vyuZzit st
glukézy pravé v pentozofosfatovém cyklu. Vysoka rychlost glykolyzy a mensi zapojeni
respirace vSak vyusti do vyssi potieby reoxidovat stdle vznikajici NADH. Tento problém
fesi transformované bunky zvysSenou produkci laktatdehydrogendzy, pomoci které dochdzi
k pfeméné pyruvitu a na laktat a oxidaci NADH na NAD®*. Nadmérna tvorba laktitu
zpusobi sice poté vznik nefyziologického pH vnitiniho prostfedi, ale tomu se nadorova
bunka dokaze wubrdnit napiiklad nadmérnou expresi prenaseci Na'/H" (NHEI1)
a monokarboxylovych transportéric MCT, pomoci nichZ reguluje hladinu pH na stabilni
hodnoté. Okyseleni vnégjStho prostfedi poskytuje pro nadorové bunky fadu dalSich
selekénich vyhod (inhibici cytotoxickych T-lymfocytl, podporu pfi mozné invazi bunék)
[82, 135]. Acidéza extracelularniho prostfedi indukuje apoptézu pouze v bunkéch
s funkénim proteinem p53, ¢imz dochdzi k dalsi selekci bunck rezistentnich k toxicité
kyselého pH a také selekci bun¢k se zvySenou schopnosti invaze [86].

Velmi zajimavy je metabolismus samotného laktitu v rGznych regionech téhoZz
nadoru. Ukdzalo se, Ze hypoxické regiony (glykolytické bunky) spiSe spotiebovavaji
glukézu a produkuji ATP procesem anaerobni glykolyzy. Kone¢ny produkt tohoto procesu
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je laktét, ktery je pak koncentratnim gradientem rozptylen v extracelularnim prostiedi.
V mistech s normdlni koncentraci kysliku (oxidacni nddorové buiky) je tento laktét
importovan do buné€k pomoci MCT1 transportéru a metabolizovdn smérem k produkci
ATP v dychacim ftetézci. Obrazek 12 popisuje rodinu symportérovych proteini MCT
(laktat/H*), které se zasadné podili na regulaci bunétné odpovédi na laktatovou acidézu
[81, 82]. Neddavné vyzkumy prokdzaly, Ze vysokda produkce laktitu pozitivné koreluje
s agresivitou nddoru a Spatnou prognézu [140, 141].

Glykolyticka bunka Oxidativni bunka

H ! (i
- laktat | LDHB
[ﬁbr1

[pyruvat]

[ NADH |

glykolyza

Gukdza)-* 0, IO,

Obrazek 12 — Metabolickd komunikace mezi glykolytickou a oxidativni nddorovou butikou [140,
141]

3.10.2 MCT transportéry

Pasivni MCT transportéry jsou soucdsti velké proteinové rodiny kédované geny
skupiny SLC16, kterd obsahuje 14 clenti. Predpokladd se, Ze jejich molekula obsahuje
12 transmembranovych domén s intraceluldarni amino a karboxylovou skupinou a velkou
hydrofobni intracelularni smyckou mezi transmembranovou doménou 6 a 7. Jejich aktivita
a ukotveni na plazmatické membrané vyzaduje interakci s chaperonovymi proteiny
basigin/CD147 a embigin/gp70.

Pouze u izoforem MCT1 az MCT4 bylo potvrzeno, Ze se podileji na kotransportu
monokarboxylovych molekul (L-laktdtu, pyruvatu, ketoldtek — acetoacetitu a D-f3-
hydroxybutyratu) a protont. Kazda izoforma mé své jedinecné biochemické vlastnosti
véetn¢ specificity substratu, kinetickych konstant a citlivosti inhibitord. Déle se lisi
v tkdnové distribuci a intracelularni lokalizaci. MCT1 a MCT2, které jsou exprimované
zejména v bunkach Cervenych vldken kosterni svaloviny, srdce a neuronech, maji vysokou
afinitu k pyruvatu a L-laktitu. Neddvné vyzkumy také ukdzaly, Ze mimo pfirozené
monokarboxylové molekuly slouzi také jako transportéry pro 3-brompyruvét (alkylacni
¢inidlo) a dichloracetét (inhibitor pyruvatdehydrogendzy kindzy). Hlavni dlohou MCT1 je
usnadnit spole¢ny transport L- laktdtu s ekvimoldrnim mnoZstvim vodikovych iontd, ktery
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je fizen jejich koncentra¢nimi gradienty napii¢ plazmatickou membranou. Transportovany
laktat je vyuZit zejména v Krebsob& cyklu a nasledné v aerobni oxidaci. MCT4 slouzi
hlavné¢ pro export laktitu produkovaného glykolyzou, a tim zajiStuje regeneraci
cytosolického NAD™. Vyskytuje se ve vysoce glykolytickych tkanich jako jsou bild vldkna
kosterni svaloviny, astrocyty, leukocyty, chondrocyty a vreakci na hypoxii je
upregulovédna ve vSech bunkéch. Posledni transportér — MCT3 je lokalizovan na buiikdch
choroidniho plexu a v buiikdch sitnice, kde spolupracuje s MCT1 [140, 141].

3.10.3 MCT transportéry v nadorovych buiikach

Vzhledem k tomu, Ze zavislost na glykolyze je charakteristickym znakem malignich
nadort, neni piekvapenim, Ze pravé MCT jsou nadmérné exprimovéany v mnoha solidnich
nadorech (mozku, tlustého stfeva, jater, ovaria, plic a také mocového méchyie atd.) [140].
Ve vétSin€ normalnich tkanich je MCT1 zodpovédny za export laktitu ptfes plazmatickou
membranu do extracelularniho prostoru, nicméné v nddorovych bunikidch je vyuzivan pro
export spiSe transportér MCT4. Naopak MCTI1 je vyuZivdn jako transportér pro pienos
laktatu do intraceluldarniho prostoru a to zejména u dostatecné okysli¢enych nadorovych
bunék vyuZivajicich mimo jiné také oxidativni metabolismus [141]. Zpisob transportu
laktéatu a pyruvdtu pres plazmatickou membrénu je uveden na obrazku 13.

PrestoZe hlavnim tkolem MCT transportéra je transport laktitu spiSe neZ regulace
pHi, neddvné studie na melanomovych a neuroblastomovych buné¢nych liniich ukézaly, Ze
inhibici MCT1 se snizuje pHi pii zachovani nizkého pHe a dochdzi tak ke sniZeni
Zivotaschopnosti bun¢k [140]. Buiky CCL39 (bunétnd linie plicnich fibroblastl)
exprimovaly za normélnich okolnosti pouze MCT1 a MCT2 a po ptidani specifického
inhibitoru u nich také dochézelo ke sniZeni intraceluldrniho pHi. Po pfidani oligomycinu se
u bun¢k logicky zvySila glykolyza, kterd mé¢la za ndsledek dalsi snizovani pHi. U bunck
doslo k ektopické expresi MCT4 s ndslednym efluxem protoni. To doklddad fakt, Ze
transportér MCT4 hraje vyraznou roli i1 pfi regulaci pHi [142]. Tyto vysledky byly déle
jeste potvrzeny in vivo [143]. Z vySe uvedeného vyplyvd, Ze pro dosaZeni efektu
poZadované terapeutické odpovédi by bylo vhodné inhibovat oba transportéry najednou.
Vysledky studii ukazuji, Ze vyuZzitim obou piistuptl sou¢asn¢ dochdzelo u bun¢k k poklesu
pHi, coZ m¢lo za nésledek i sniZeni rastu nddorovych bunék [144]. Tabulka 10 uvadi
seznam nékolika obecnych i selektivnich inhibitort.

U karcinomu mocového méchyte se pro export laktatu pres plazmatickou membranu
vyuzivaji zejména izoformy MCT1 a MCT4. V mnoha typech nddorG byla nalezena
pozitivni korelace mezi expresi chaperonovych proteinti pro MCT a MCT samotnymi.
U karcinomu mocového méchyie a ovarii se ukdzala vyznamnd koexprese CD147
a MCT1, u karcinomu plic CD44 a MCT]1. Pozitivita nddorovych buné€k na vySe zminéné
markery (CD147/MCT1) se podle recentnich studii ukazuje jako potencidlni prediktor
Spatné progndézy. Experimentdlné¢ indukovand snizend exprese proteinu CD147 pak
dokonce zvySovala chemosenzitivitu bun¢k karcinomu mocového méchyte na cisplatinu
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[145]. Pozitivni korelace mezi CD147 a MCT4 se ukdzala také u karcinomu prostaty a plic

[141].
Tabulka 10 — Inhibitory MCT transportéri [141]

Inhibitor MCT1 MCT2 MCT4
Phloretin ano ano ano
Quercetin ano ano nestanoveno
DIDS (4,4'-diisothiokyanostilben- ano nestanoveno ne
2,2'-disulfonat)
DBDS (4,4'-dibenzamidostilben- ne 56% inhibice nestanoveno
2,2'-disulfonat) pii 0,1 mM pfi 0,1 mM
NPPB (5-nitro-2-(3- ano nestanoveno ano
fenylpropylamino)-benzoat)
CHC (o-kyano-4-ydroxycinnamat) | ano ano ano
AR-C155858 ano (krysa) nesignifikantni | nestanoveno

inhibice

(krysa)
AZD3965 ano ano nestanoveno
7ACC2 50% inhibice

pii 11 nM

Aktivovanj%\ Aktivovany

fibroblast

Pyruvat

glukoza

Nadorova
burika

Laktat

Pyruvat
@

Anabolismus,
rust, pohyb

fibroblast

Laktat

Pyruvat

glukoza

Obrazek 13 — Metabolickd komunikace mezi nddorové asociovanymi fibroblasty a malignimi

bunikkami. Nadorové burky se vyznacuji rychlou proliferaci, kterd vyZaduje vysokou spotfebu
energie, nddorové asociované fibroblasty doddvaji nddorovym bunikdm latky bohaté na energii

(laktat a pyruvat) [96]
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3.11 Ostatni nadory moc¢ového méchyie

Vice nez 90 % nadori mocového méchyte vychdzi z prechodného epitelu, zbytek
novotvart tvoii naddory z jinych epitelidlnich bun€k, mezenchymu (sarkom) a metastazujici
¢i raritni nddory, jako je feochromocytom, lymfom, choriokarcinom, melanom,
karcinosarkom a dal$i [17].

3.11.1 Inflamatorni myofibroblasticky tumor moc¢ového méchyie

Inflamatorni myofibroblasticky tumor (IMT) je velmi vzdcnou malignitou
mezenchymalniho ptivodu, ktery byl popsan na mnoha mistech v lidském téle vcetné plic,
mozku, retroperitonea, ledvin, prostaty ¢i mocového mechyie. NejCastéji postihuje
pacienty v détském nebo mladsim dospélém veéku, primérny veék nemocnych, ktefi maji
postizeny mocCovy méchyt, je 39 let. [146]. Etiologie IMT je pomérné zdhadnd, ale
nejcastéji byva jeho vznik davéan do souvislosti s chronickou infekci at’ uz bakteridlni nebo
virovou [147, 148]. Nékteré prace ukazuji, Ze by se pfi vzniku tohoto nddoru mohla
uplatnovat spiSe autoimunita [ 149].

Tumor roste velmi pomalu a zfidka vykazuje klinicky agresivni chovani.
Nebezpecnym se stdvd v okamziku, kdy se u pacienta s anamnézou IMT vyskytne
karcinom mocového méchyie. V tomto piipadé se vyrazné zvySuje progrese nove
vzniklého karcinomu mocového méchyte a ndsledky byvaji pak pro pacienta fatalni [150].
IMT je obvykle popisovdn jako ohrani¢end, lobulovand nebo multinoduldrni pevna
Sedobild nebo Zlutd 1éze, kterd dosahuje velikosti az 20 cm. V mocovém méchyfi se
obvykle nalézaji 1éze v priméru okolo 4,5 cm, které maji rtzny histologicky ptvod.
Vétsinou se vSak jednd o tumor vychazejici z myofibroblasti nebo fibroblasta s infiltraci
plazmatickych buné€k, neutrofili a lymfocyth. Témét vétSina bunck z IMT 1ézi je
imunohistochemicky pozitivnich na vimentin (95 —100 %) a hladkosvalovy aktin (48 —
100 %), svalové specificky aktin (62 %) a nékteré tumory (zejména genitourinarni IMT)
jsou pozitivni na desmin (5 — 80 %) ¢i dokonce keratin (LMWCK, 10 -89 %) [151, 152].
Ptiblizn¢ polovina vSech tumort vykazuje pozitivni imunohistochemické barveni na ALK
(anaplastickd lymfom kindza), nicméné neni tento marker zatim pouZivany v rutinni
diagnostice [151]. Neddvné studie 1€zi myofibroblastického tumoru ukdzaly také
abnormality v karyotypu bunék. Priblizné 50 — 60 % z nich mélo aberaci na kriatkém
raménku chromozomu 2 (konkrétné 2p23). V této oblasti se naléza jiz zminény gen ALK,
ktery kéduje anaplastickou lymfomovou kindzu. Prestavba ALK genu vedla v fad¢ piipadu
k translokacim a fizim s jinymi geny jako jsou napi. CLTC, RANBP2, TPM3, TPM4,
CARS a ATIC. [146, 153]. U IMT mocového méchyte byly pozorovany zejména piestavby
ALK-ATIC, ALK-TPM3, ALK-TPM4, ALK-CLTC ¢i ALK-HNRNPAI [154-157].

Dosud neni jasné, zda je diagnéza IMT na zdkladé morfologické,
imunohistochemické ¢i molekuldrni tdrovni zcela oddé€litelnd od jinych raritnich 1ézi
(pseudosarkomatézni myofibroblastické proliferace €1 tzv. postoperative spindle cell
nodule). Podrobnéjsi porozuméni tomuto onemocnéni s nejistym malignim potencidlem by
mohlo pfinést zlepSeni jak pfi diagnostice, rutinnim sledovéani pacientl, tak i omezeni
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mnohdy zbyte¢né dosti agresivni a drahé terapie. Jako slibny mozny marker se jevi praveé
gen ALK, jehoZ ptestavba nebo imunohistochemickd odezva produktu genu ALK by mohly
mit na vznik onemocnéni klicovy vliv [158]. Slibn¢ se také ukazuje dvojitd pozitivita
ALK*/p807, jak publikoval Kato et al. [159].
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4 Material a metody

4.1 Zakladni bunééna kultivace

Veskeré pouzité permanentni ¢i primdrni bunécné linie byly kultivovany podle
optimalizovaného protokolu v suplementovanych mediich pfi teploté 37 C, 5% koncentraci
CO, a 100% vlhkosti (Sanyo, Japonsko). Pied pasdzovanim (0,5 % praseci trypsin, 0,2 %
EDTA v Hanksové solném roztoku, Sigma, Praha, CR) byly buiiky vZdy oplachnuty
fosfaitovym pufrem (PBS). Nasledné byly v pozadované koncentraci bunky pouzity
k analyzdm ¢i vysety na vhodny tkanovy plastik. Tabulka 11 uvadi seznam pouZitych
permanentnich a primdrnich buné¢nych linif a jejich poZadavky na buné¢nou kultivaci.

Tabulka 11 — Seznam pouZitych permanentnich a primédrnich buné¢nych lini{

Bunécna linie Zakladni Suplementy Zdroj bunééné linie
medium

BC44 high glucose EGF (0,5 ng/ml) Bunécné linie byly

BC61 (4,500 mg/l) - | (Thermo Fisher odvozeny na Urologické

BC44Fibr Dulbecco’s Scientific, Carlsbad, klinice Heinrich-Heineho
modified California, USA) umyer;lt&: N Dus,seldorfu
Eagle’s NEA (1 %) v ramci spolupréce s prof.

W.A. Schulzem [46, 160,

medium (Thermo Fisher 161]

BC44GFP /EpiLife Scientific, Carlsbad, Bunééna linie byla ziskana
(pomer 1:1) California, USA) ve spoluprici s Dr.
(Thermo BPE (12,5 pg/ml) C. Strell z Nadorového
Fisher (Thermo Fisher centraKarolinska,
Scientific, Scientific, Carlsbad, Stockholm

BC44DoxoR Carlsbad, California, USA) Bunéénd linie byla

(doxorubicin California, ITS (1 %) odvozena na Ustavu

rezistentn{ linie) | USA) CR (Thermo Fisher biologie Lékatské fakulty

Scientific, Carlsbad,
California, USA)

Glycin (3 mM) (Sigma,

CR)
Penicilin 100 U/ml
(Sigma, CR)

Streptomycin 100 pg/ml

(Sigma, CR)

5 % teplem inaktivované

FBS (Sigma, CR)

v Plzni [162]
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Bunéc¢na linie Zakladni Suplementy Zdroj bunééné linie
medium

SW780 high glucose 10 % teplem naktivované | Bunécné linie byly pouzity
(4,500 mg/l)- | FBS (Sigma, CR) v ramci spolupréce
Dulbecco’s Penicilin 100 U/ml s Dr. Z. Czubou [163]

SW780GFP modified (Sigma, CR) Bunécna linie byla ziskdna
Eagle’s Streptomycin 100 pg/ml | ve spolupraci s Dr.
medium (Sigma, CR) C. Strell z Nadorového
(Sigma, CR) centraKarolinska,

Stockholm

RT112 Bunécné linie byly

RT112Heidelberg pouZity v rdmci spoluprace

RT112D21 s prof. W.A. Schulzem

(doxorubicin z Urologické kliniky

rezistentni linie)

Heinrich-Heineho
univerzity v Diisseldorfu
[164, 165]

HT1197 Bunécéné linie byly pouZity
v ramci spolupréce s prof.
V. Mandysem
Patalogického tstavu
3. LF UK v Praze [166]
SCP1 alpha-MEM 10 % teplem Bunky byly pouzity
(Sigma, CR) inaktivované FBS s laskavym dovolenim
(Sigma, CR) prof. W. Bockera
Penicilin 100 U/ml z Chirurgické kliniky
(Sigma, CR) Univerzitni nemocnice
Streptomycin 100 pg/ml | v Mnichoveé [167]
(Sigma, CR)
MBT alpha- 10 % teplem Buné¢na linie byla
MEM/DMEM | inaktivované FBS odvozena na Ustavu
(pomér 1:1) | (Sigma, CR) biologie Lékatské fakulty
(Sigma, CR) | Penicilin 100 U/ml v Plzni
(Sigma, CR)
Streptomycin 100 pg/ml
(Sigma, CR)
Primérni alpha-MEM 10 % pHPL (pooled Buiky byly ziskdny v rdm
mezenchymadlni | without human platelet lysate, ci spoluprace
kmenové bunky | Nucleosides mistni zdroj — FN Plzent) | s Hematologicko-
(MSC) with L- 560 IU heparin onkologickym oddélenim
Glutamin (Biochrome, Némecko) Fakultni nemocnice
(PAA, USA) v Plzni
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Bunéc¢na linie Zakladni Suplementy Zdroj bunééné linie

medium
Primérni RPMI 1640 10 % pHPL (pooled Bunky byly ziskdny v rdm
mononukledry (Lonza, human platelet lysate, ci spoluprace
periferni krve Svycarsko) mistni zdroj — FN Plzent) | s Hematologicko-
(PBMC) 560 IU heparin onkologickym oddélenim
(Biochrome, Némecko) Fakultni nemocnice
v Plzni

Lidskd bunécnd linie nddorové asociovanych fibroblasti BC44Fibr a nddorova
bunécéné linie BC44 byly odvozeny z papilarni Casti progresivniho nddoru mocového
méchyte (pT4, G3) [90, 161] a kultivovany podle Seiferta et. al. [160]. Lidskd bunécnd
linie urotelidlniho karcinomu HT1197 byla ziskdna v ramci spolupriace s prof. MUDr.
Viéclavem Mandysem, Ph.D. z Patalogického ustavu 3. LF v Praze a kultivovdna podle
Kuncové et al. [166]. Bunéné linie hTERT-BJ1 — Human telomerase-immortalized
normal foreskin fibroblasts (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, California,
USA) a Cal-29 byly kultivovany podle optimalizovanych protokolt [168, 169]. Lidské
primdrni mezenchymalni buiiky MSC (kontrolni bunécna linie) byly izolovany z kostni
dfené zdravého darce pomoci gradientové centrifugace (LSM 1077 medium, PAA, USA)
a nislednou adherentni separaci na kultivacni lahvi (175 cm? culture flask; Corning, USA).
Imortalizovana bunécnd linie mezenchymadlnich bunék SCP1 [167] byla ziskédna jako dar
od prof. MUDr. Wolfganga Bockera, Ph.D. z Chirurgické kliniky Univerzitni nemocnice
v Mnichové. PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) zdravych déarcti byly izolovany
gradientovou centrifugaci (Histopaque-1077, Sigma, CR) a déle kultivovany v kultivaénim
médiu RPMI 1640 (Lonza, §V3’fcarsk0) ve findlni koncentraci 1 x 10° bunék/ml.

Stabilniho fluorescen¢niho znaceni bunécnych linii BC44GFP a SW780GFP bylo
dosazeno pomoci lentivirdlni trandukce expresniho vektoru koédujicitho zeleny
fluorescen¢ni protein (green Fluorescent Protein, eGFP). 25 000 bunék bylo vysazeno na
24jamkovou desticku (Corning, USA) v DMEM médiu obsahujici 10 % FBS a 25 pg/ml
protamin sulfitu (Sigma, CR). Dile bylo ptiddno 50 ul ,ready-to-use” eGFP-Lentivirus
(pLV.ExSi.P/Neo-EF1a-eGFP; Cyagen, Biosciences Inc., USA) a buiiky byly inkubovany
po dobu 24 hodin pti 37 °C a 5 % COa.

Dcefind bunécnad linie BC44DoxoR byla odvozena kultivaci BC44 bunck ve
zvySujici se koncentraci doxorubicinu (pocitecni koncentrace 100 nM, konecnd
koncentrace 400 nM doxorubicinu) v Casovém intervalu tiffi mésicli. Schéma zplsobu
odvozeni bun&cné linie BC44DoxoR je uvedeno na obrazku 14.
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Cytostatika

Materska senzitivni Dcefina resistentni

bunécna linie Kultivace bunék ve vzristajici bun&ena linie
koncentraci cytostatika

Obrazek 14 — Schéma zptsobu odvozeni chemorezistentni dcefiné linie BC44DoxoR ve vzristajici
koncentraci doxorubicinu po dobu 3 mésicii

Lidska bunécnd linie MBT byla odvozena z inflamatorntho ALK pozitivniho
myofibroblastického tumoru mocového méchyie v oblasti vertexu u pacientky Urologické
kliniky Fakultni nemocnice v Plzni. Vzorek nadoru byl bezprostiedné po excizi umistén do
média (DMEM/MEM) a transportovan na Ustav biologie Lékaiské fakulty v Plzni. Izolace
bunck probihala steriln€ v lamindrnim boxu, kde byl tumor nejdiive promyt roztokem
fosfatového pufru a poté rozmélnén pomoci nizek a skalpelu. Ziskany homogenat byl
Stépen pouzitim komer¢ni smeési hydrolytickych enzymt Liberdza o koncentraci
0,2 U (Liberase™ TM Research Grade, Sigma, Praha, CR) po dobu 2 hodin a 37°C. Po té
byla smés fadn€ promichana, sto¢ena a ziskany supernatant byl piefiltrovan (filtr 100 pm).
Standardni bunécnd kultivace probihala ve smésném médiu sestivajicim se ze
suplementovanych médif MEM a DMEM v poméru 1:1 (Sigma, CR).

4.2 Karyotypicka a genomicka analyza

Karyotyp buné¢nych linii BC44Fibr, BC44, RT112, RT112Heidelberg, RT112D21
a MBT byl analyzovan pouZitim standardnich protokolti [170, 171] a hodnocen rutinni
technikou G pruhil. Bunéény cyklus byl zastaven pomoci kolchicinu (Colcemid 10 ug/ml,
Biological Industries, Cromwell, CT, USA; 100 ul v 5 ml kultiva¢niho média) po dobu
4 hodin a teplot¢ 37 C. Poté byly bunky sklizeny do hypotonického média, které
neobsahovalo sérum (Flushing Medium, CytoGen, Wetzlar, Némecko) a fixovany pomoci
fixacniho roztoku metanolu a kyseliny octové v poméru 3:1. Zmrazend bunécnd suspenze
byla na sklicku obarvena Giemsovym barvivem. Pro analyzu chromozomovych piestaveb
a poctu klont u jednotlivych bunéénych linii byla pouzita metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH) pomoci kitu 24XCyte, Human Multicolor FISH Probe, D-0125-060-DI
(MetaSystems Probes, Né&émecko). Po denaturaci buné&fné DNA fixované na
cytogenetickém preparatu a hybridizaci sondy ke komplementarnim tsektim cilové DNA
byly fluorescencni signdly analyzovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Karyotypické analyzy byly provedeny ve spolupréci s Ustavem 1ékaiské genetiky Fakultni
nemocnice v Plzni [172].
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Detekce kvantitativnich zmén na celém genomu BC44Fibr byla provedena metodou
komparativni genomické hybridizace (aCGH) s pouZzitim SurePrint G3 neomezené CGH
ISCA v2, 8x60K mikroarray. Znaceni a hybridizace byly provadény podle protokolu
vyrobce a snimky byly skenovdny pomoci skeneru SureScan Microarray a analyzovény
pomoci softwaru Agilent CytoGenomics (vSe od Agilent Technologies, USA). Analyza,
vyhodnoceni a statistické zpracovani dat bylo soucédsti kurzu s ndzvem Analyza aCGH
microarray pro genomickou analyzu DNA pofddaném firmou Agilent Technologies
v Praze.

4.3 Geneticka identita bunéénych linii

Analyza genetické identity bunécnych linii BC44, BC44Fibr, RTI112,
RT112Heidelberg a RT112D21 byla provedena na Urologické klinice Heinrich-Heineho
univerzit¢ v Diisseldorfu v rdmci spolupriace s prof. W.A. Schulzem [46]. Genetickd

identita bunécné linie MBT byla provedena komer¢né spolecnosti Generi Biotech, s.r.o.,
Zkusebni laboratoii ¢. 1650 akreditovanou CIA podle CSN EN ISO/IEC 17025:2005.

4.4 Analyza aktivovaného fenotypu fibroblasti, analyza kmenového
fenotypu a vyhodnoceni epitelialné-mezenchymalni tranzice
u nadorovych bunék

Pro analyzu aktivovaného fenotypu nddorové asociovanych fibroblasti BC44Fibr
bylo vybrano n€kolik proteinovych marker — vimentin, hladkosvalovy aktin alfa (aSMA),
fibroblastovy aktivacni protein (FAP) [92], nddorovy supresor p53 a specificky marker
suburotelidlnich myofibroblasti conexin 43 [173, 174], které byly analyzovany nepiimou
imunofluorescenci.

Exprese bézného markeru CD90 u bunécnych linii BC44Fibr, BC44 a SW780 byla
znacena pomoci piimé imunofluorescence [120, 175].

Pro vyhodnoceni epitelidlné-mezenchymadlni  tranzice u bunééné linie
RT112Heidelberg byly vybrany dva hlavni proteiny — vimentin a E-cadherin, které byly
hodnoceny nepfimou fluorescenci.

Kmenové markery u nadorovych bunécnych linii RT112Heidelberg, BC44 a SW780
byly analyzovidny pomoci nepiimé fluorescence (CK17, pERK, 67LaR, P-cadherin
a CD90).

Buniky narostlé na krycim sklicku byly opldchnuty fosfitovym pufrem a ihned
fixovany ledovym 100% methanolem nebo 4% paraformaldehydem pies noc. Poté bylo
sklicko trikrat oplachnuto fosfatovym pufrem a ohrani¢eno po obvodu slabou vrstvou
hydrofobniho fixu Dako Pen (Agilent Technologies, USA). Pii znaceni intraceluldrnich
proteini  bylo potfeba permeabilizovat plazmatickou = membranu 15 minut
permeabilizacnim roztokem (Image-iT® Fixation/Permeabilization Kit, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, California, USA). Poté byla sklicka opatrné promyta fosfatovym
pufrem po dobu 2 —5 minut a byl pfiddan na 60 minut blokovaci roztok (3 % BSA, Thermo
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Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Znaceni primdrnimi protildtkami probihalo
pfes noc pii teploté 4 C, aplikace primdrnich znacenych protilatek probihala vzdy presné
podle pokynt vyrobce. Sekundarni protildtky byly aplikovany po fddném promyti na dobu
60 minut ve tm& pii pokojové teploté. Vysledné preparity byly pozorovany pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu Olympus IX81 vybavenym kamerovym systémem
Hamamatsu Orca (Olympus, Tokyo, Japonsko).

Pro kvantitativni analyzu exprese adheznich molekul CD90 byla bunécné linie
SW780GFP analyzovana na prutokovém cytometru. 100 ul bunécéné suspenze obsahujici
107 bungk bylo znaceno protildtkami CD90 APC po dobu 15 minut ve tmé a po diikladném
promyti byla kvantitativni exprese méfena pritokovym cytometrem BD FACS Aria-Fusion
se softwarem Diva (Beckman Coulter, USA). Kvatitativni hodnoceni CD 90 probihalo
u bunck SW780, které byly kultivovany samostatng, v kokultivaci s BC44Fibr a MBT
nebo kultivovanych samostatné v prostfedi dvou bézné uzivanych cytostatik (doxorubicin a
cisplatina) po dobu 72 hodin. Data byla analyzovdna pomoci softwaru FlowJ v10 (FlowlJ,
LLC, USA). Exprese hladiny povrchovych markeri CD90 byla stisticky zpracovdna
pomoci Mann-Whitney U-testu na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

4.5 Analyza kmenového fenotypu u rodiny bunéénych linii RT112
pomoci pritokového cytometru

Dcefiné bunécné linie RT112Heidelberg a doxorubicin rezistentni RT112D21 (obé
odvozené od parentdlni linie RT112) byly kultivovdany do rGznych stupiii bunécnych
denzit. Poté byla pomoci pratokového cytometru BD™ LSR II (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) kvantifikovdna exprese vybranych marekri — CD90, CD44, CD49f a CD47.
Vzorky byly inkubovany 20 minut pfi pokojové teploté s primarni neznacenou protilatkou,
promyty roztokem 0,09 % azidu sodného a 0,2 % Zzelatiny v PBS, a nésledn¢ znaceny
20 minut sekundérni protildtkou pfi pokojové teploté ve tmé. Vzorky znafené pitimo byly
inkubovany 20 minut s primarn€ znacenymi protilatkami (Tabulka 12). Po promyti bylo
k vzorkiim piidéno barvivo Hoechst 33342 (0,1 ug/ml, Sigma, CR) a vzorky zméfeny na
pratokovém cytometru BD™ LSR II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Vysledky
byly ziskdny ve spolupraci s laboratoii Dr. K. Drbala z Piirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze [161].

4.6 Analyza imunosupresivniho fenotypu pomoci priitokové cytometrie

Primérni mononukleéry periferni krve (PBMC) od 15 zdravych darct byly izolovany
centrifugaci v gradientu (Histopaque-1077, Sigma, CR) a nafedény na findlni koncentraci
1x10%ml. Mezenchymdlni kmenové buiiky (lidské primdrni mezenchymdlni buiky
a buné&cna linie SCP-1) a BC44Fibr (nddorové asociované fibroblasty) byly smichany
s fytohemaglutininem stimulovanymi (PHMA, Sigma, Praha, CR) a nestimulovanymi
PBMC v poméru 1:2 a kokultivovany ve 2 ml RPMI 1640 média (Lonza, Svycarsko) pfi
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37°C a 5% COy. Po tfech dnech byla provedena cytometrickd analyza aktivac¢nich
markerd CD69 a CD25 na buiikdch pozitivnich na CD3. 200 ul bunécné suspenze bylo
inkubovano s CD45-ECD, CD3-FITC, CD25-PC5, CD69-PC7 (Beckmann Coulter, USA)
pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Ndsledné byly buné¢né suspenze lyzovany pomoci
lyzac¢niho roztoku Optylise C (Beckman Coulter, USA) a centrifugovany pii 1500 RPM po
dobu 5 minut. Analyza prob¢hla na cytometru FC500 vybavenym softwarem CXP (Beckan
Coulter, USA). Data byla statisticky hodnocena pomoci neparametrického Wilcoxonova
testu na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Schéma experimentu je uvedeno na obrazku 15.
Analyzy byly provedeny na zikladé spoluprice Ustavem imunologie a alergologie
a Hematologicko-onkologickém odd¢leni Fakultni nemocnice v Plzni.

PHMA
aktivace

PBMC
_
Hodnoceni
—* proliferace
MSCs Hodnoceni
pehon aktivovanych
w markerQ

Obrazek 15 — Schéma experimentu analyzy imunosupresivniho fenotypu pomoci pratokové
cytomterie

Tabulka 12 — Seznam pouZitych protilatek pii analyze ptimé a nepiimé fluorescence a analyze
prutokovym cytometrem

Antigen | Primarni protilaitka | Sekundarni Metoda | Typ bunék
(znafena, neznacena) | protilatka
Vimentin | Mouse monoclonal, Goat o-mouse IF BC44Fibr,
clone VIM-13.2 IgM - FITC RT112Heidelberg
(Sigma, Praha, CR) (Sigma, Praha, MBT
CR)
oSMA Mouse monoclonal, Goat o-mouse IF MBTr
clone 1A4 (Sigma, IgG-R (Santa
Praha, CR) Cruz, Dallas,
TX, USA)
oSMA Mouse monoclonal, Goat o-mouse IF BC44Fibr
clone 1A4 (Sigma, IgG — Atto 488
Praha, CR) (Sigma, Praha,
CR)
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Antigen | Primarni protilatka | Sekundarni Metoda | Typ bunék
(znafena, neznacena) | protilatka
FAP Mouse monoclonal, Goat a-mouse IF BC44Fibr
clone 1ES (Sigma, IgG — Atto 488
Praha, CR) (Sigma, Praha,
CR)
pS3 Mouse monoclonal, Goat o-mouse IF BC44Fibr
clone DO1 (Sigma, IgG — Atto 488
Praha, CR) (Sigma, Praha,
CR)
Connexin | Connexin 43 IgG, Goat o-rabitt IF BC44Fibr
43 Rabbit polyclonal IgG — Atto 488
(Bioss, Woburn, (Sigma, Praha,
Massachusetts, USA) CR)
CD90 Mouse monoclonal, IF BC44
clone SE10 — FITC
(BD Pharmingen —
BD Biosciences, San
Jose, CA, USA)
CD90 Mouse monoclonal, FC BC44Fibr
clone SE10 — APC BC44
(Biolegend, San SW780
Diego, CA, USA) MBT
CD90 Anti-CD90/Thy1 IF SW780
antibody [EPR3133] BC44
(Alexa Fluor® 594) MBT
CD44 Vyvinuto na UMG, FC RT112Heidelberg
clone MEM-85
CD44 Rat monoclonal, clone FC RT112Heidelberg
IM7 - PE 594
(Biolegend, San
Diego, CA, USA)
CD47 Mouse monoclonal, FC RT112Heidelberg
clone CC2C6 — PE
(Biolegend, San
Diego, CA, USA)
CK17 Mouse monoclonal, Goat o-mouse IF BC44
clone CK-E3 (Sigma, | IgG — Atto 488 SW780
Praha, CR) (Sigma, Praha, RT112Heidelberg

CR)

68




Antigen | Primarni protilitka | Sekundarni Metoda | Typ bunék
(znafena, neznacena) | protilatka
CD44v6 | Mouse monoclonal, Goat o-mouse IF HT1197
clone VVF-7 (Santa IgG — Atto 488
Cruz, Dallas, TX, (Sigma, Praha,
USA) CR)
CD3 CD3-FITC (Beckman FC PBMCs
Coulter, USA)
CD25 CD25-PC5 (Beckman FC PBMCs
Coulter, USA)
CD45 CD45-ECD (Beckman FC PBMCs
Coulter, USA)
CD69 CD69-PC7 (Beckman FC PBMCs
Coulter, USA)
E- VENTANA anti-E- Goat a-mouse IF RT112Heidelberg
cadherin | cadherin (36) Mouse IgG — Atto 488
Monoclonal Primary (Sigma, Praha,
Antibody (Roche, CR)
Svycarsko)
P- A-10: sc-74545 (Santa | Goat a-mouse IF BC44
cadherin | Cruz, Dallas, TX, IgG — Atto 488
USA) (Sigma, Praha,
CR)
pERK Mouse monoclonal Goat anti-mouse | IF RT112Heidelberg
IgGaa, sc-7383 (Santa | IgGaa-R: sc-
Cruz, Dallas, TX, 2085 (Santa
USA) Cruz, Dallas,
TX, USA)
67LaR Anti-67kDa Laminin | Goat a-rabitt IF SW780
Receptor antibody IgG — Atto 488 BC44
(Abcam, UK) (Sigma, Praha,
CR)
ALK VENTANA anti-ALK | Goat Anti- IF MBT
(D5F3) Rabbit Rabbit IgG -
Monoclonal Primary | Atto 488
Antibody (Roche, antibody
Svycarsko) (§igma, Praha,
CR)
CD90 Rabbit monoclonal OmniMab anti- | IHC tkanové fezy
anti-CD90/THY 1 Rb-HRP, nadord
(Abcam, UK Yentana (Roche, karcinomu
Svycarsko) mocového
méchyte
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4.7 Vyhodnoceni bunééné proliferace PBMC pomoci priitokového
cytometru

K hodnoceni bunécné proliferace pomoci pritokové cytometrie byl pouzit BD
CycletestTM Plus DNA Reagent Kit (BD Pharmingen — BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). PBMC stimulované  fytohemaglutininem (2,5 mg/ml  roztok
fytohemaglutininu) byly smichdany s MSC nebo BC44Fibr ve findlni koncentraci 1x10°/ml,
doplnéné médiem RPMI 1640 (Lonza, Svycarsko) na vysledny objem 2 ml a inkubovény
72 hodin pii teploté 37 °C. Znaceni bun€k probihalo pfesn¢ podle doporuceni vyrobce BD
CycletestTM Plus DNA Reagent Kit (BD Pharmingen BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Vzorky byly méfeny na pratokovém cytometru Cytomics FC 500 (Beckman
Coulter, USA) a vyslednd data byla analyzovdana pomoci Multicycle AV software (Phoenix
Flow System, USA). MnoZstvi délicich se bunck bylo stanoveno jako soucet bunck
v S a G2/M fazi bunécného cyklu. Analyzy byly provedeny na zdklad¢ spolupréce s
Ustavem imunologie a alergologie a s Hematologicko-onkologickém oddéleni Fakultni
nemocnice v Plzni. Data byla statisticky hodnocena pomoci neparametrického
Wilcoxonova testu na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

4.8 Mikroskopicka analyza chemorezistentniho fenotypu

Matefskd buné&cna linie BC44 a odvozena dcefind bunécna linie BC44DoxoR byly
kultivovédny do stadia 80 % konfluence a po té byla aplikovana cytostatika ve vyslednych
koncentracich roztokii: 5 ug/ml cisplatiny (Cisplatin Hospira 0,5 mg/ml, Hospira, Velka
Britanie), 25 pg/ml metotrexatu (Metotrexate Hospira 25 ml/ml, Hospira Velka Britdnie),
0,2 ug/ml doxorubicinu (Doxorubicin Teva 2 mg/ml, Teva Pharmaceuticals CR),
3,8 ug/ml gemcitabinu (Gemcirena 38 mg/ml, Fresenius Kabi, CR) a 0,1 pg/ml vinblastinu
(Vinblastin Teva 1 mg/ml, Vinblastini sulfas, Teva Pharmaceuticals CR) (Tabulka 13). Po
96 hodinach byly bunécné kultury fotograficky dokumentovdny prostfednictvim
zobrazovaciho systému Olympus IX81 — CellR (kamera Hamamatsu Orca-ER, invertovany
mikroskop Olympus IX 81 (Olympus; Tokyo, Japonsko) [162].

4.9 Transmisni elektronova mikroskopie

Ultrastrukturdlni organizace bunék BC44Fibr vcetné klicovych znakii nddorovée
asociovanych fibroblastii byla posouzena pomoci elektronové transmisni mikroskopie
[176, 177]. Nadorové¢ asociované fibroblasty BC44Fibr byly vysety v riznych fedénich na
kryci skli€ka, nasledné fixovany 2 % glutaraldehydem (Agar Scientific, Stansted, Essex,
Velkd Britdnie) a poté jest¢ 1% OsOs v Sorensenové pufru (0,1 M, pH 7,2 — 7,4).
Nésledné byla sklicka dehydratovdna a zalita epoxidovou prychyfici Epon-Durcupan
(Sigma, Praha, CR). Ultrastrukturdlni analyzy ultratenkych fezi (70 — 90 nm) byly
provedeny transmisnim elektronovym mikroskopem Morgagni 268 pii napéti 80 kV
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a mikroskopem TECNAI G2 20 LaB6 pii napéti 200 kV. Pro zvyraznéni kontrastu
ultrastruktur byla na ultratenké fezy aplikovana uranylacetdza (Agar Scientific Stansted,
Essex, Velkd Britdnie). Obrazy byly zachyceny fotoaparitem Mega View III CCD
(Olympus Soft Imaging Solutions, Tokyo, Japonsko). Analyzy probchly ve spoluprici
s UMG AV CR v Praze, oddéleni Biologie bun&éného jadra [90].

4.10 Kontrakéni kolagenovy test

Schopnost stromdlnich bunék BC44Fibr kontrahovat kolagenovy gel je jednim
z typickych znakt aktivovanych fibroblasti [178]. Analyza byla provedena pomoci
komer¢né€ dostupného gel-kontrahujictho kitu (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA).
Suspenze bunék BC44Fibr o koncentraci 2 x 10° byla smichdna s vychlazenym roztokem
kolagenu v poméru 1:4. Do 24jamkové desticky bylo napipetovano vzdy po 0,5 ml vzniklé
smési a po dobu 1 hodiny inkubovéno pii 37°C. Po polymerizaci kolagenu bylo do kazdé
jamky jesté ptidano 1 ml kultivacniho média a desticka byla umisténa do 37°C. Fotografie
volné plovoucich kolagenovych geli byly pofizeny ihned po jejich uvolnéni ode dna
jamky, déle po 24, 48 a 288 hodinidch pomoci inverzniho mikroskopu Olympus IX81 —
CellR s prislusenstvim (Olympus, Tokyo, Japonsko) a analyzovdny pomoci softwaru
ImageJ (FIJI). Priméry plovoucich gelt byly statisticky zpracovdny pomoci Mann-
Whitney U-testu na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

4.11 Stanoveni viability in vitro pomoci hodnoceni funkce mitochondrii
(MTT)

Pro stanoveni viability bun€k v prostfedi riznych koncentraci cytostatik byl pouzit
test funkce mitochondridlnich dehydrogendz [162]. Na 96jamkovou desticku s rovnym
dnem (TPP, Svycarsko) bylo nasazeno 7 000 bunék v celkovém objemu 200 pl média.
Bunky byly kultivovany 24 hodin ve standardnim CO: inkubétoru pii 37 °C (Sanyo,
Japonsko). Po 24 hodinéch bylo k bunkdm ptiddno 20 pl roztoku cytostatika (Doxorubicin,
Metotrexat, Vinblastin, Cisplatina, a Gemcitabin) v sestupnych koncentracnich tadach.
(Tabulka 13). Po 48 hodinéach bylo k bunikdm ptidano 20 pl Zlutého roztoku MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma, Praha, CR) v koncentraci
5 mg/ml fosfitového pufru akultivatni desticCka byla ponechdna 2,5 hodiny pfi
37 °C prikrytad alobalem. Poté bylo médium s cytostatiky opatrné odsato a vzniklé fialové
krystaly byly rozpustény ve 200 pl rozpoustédla (DMSO a absolutni etanol v pomérul:1)
a za mirného protfepadvani byly buiikky ponechdny pti pokojové teploté 30 minut. Ke
kvantitativnimu vyhodnoceni MTT testu byla vyuZita metoda absorpcni spektrofotometrie
(BioTek, Winooski, Vermont, USA). Pro vybrané koncentrace testovanych litek byla
sestavena Casovd zdvislost viability, kterou v logaritmickém méftitku reprezentuje
sigmoidni kfivka. Vysledné namétené hodnoty absorbanci dvou souborti byly analyzovany
pomoci neparametrického Mann-Whitney U testu pro hladinu vyznamnosti a = 0,05. Tento
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pofadovy test vyhodnotil statistickou vyznamnost rozdilu medianti dvou souborovych
hodnot, tedy hodnot absorbanci pro linie BC44 a linii BC44DoxoR resp., RT112,
RT112Heidelberg a RT112D21. Koncentrace jednotlivych pouZitych cytostatik jsou
uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13 — Koncetrace aplikovanych cytostatik

Cytostatika ug/ml fosfatového pufru
fedéni
mg/ml | O0x 10x |[100x |1000x |10000x |100000x |1000000x

Cisplatina |0,5 500 50 5 0,5 0,05 0,005 0,0005
Doxorubicin |2 2000 |200 |20 2 0,2 0,02 0,002
Gemcitabin |38 38000 |3800 |380 38 3,8 0,38 0,038
Metotrexat |25 25000 |2500 |250 25 2,5 0,25 0,025
Vinblastin 1 1000 100 |10 1 0,1 0,01 0,001

4.12 Analyza chemorezistence v kokultivatnim systému stromalnich
a nadorovych bunék

Stromalni fibroblasty BC44Fibr a nadorové bunky BC44 byly spolecné
kokultivovany po dobu 5 dni. Poté byly po dobu 48 hodin vystaveny roztoku cisplatiny
(0,5 png/ml). Detekce mitochondridlni apoptézy byla provedena pomoci kitu Mitocapture™
(BioVision Incorporation, CA, USA) a obrazovd dokumentace byla pofizena inverznim
mikroskopem Olympus IX81 — CellR s pfislusenstvim (Olympus, Tokyo, Japonsko) [128].

4.13 Vyhodnoceni bunééné proliferace pomoci xCelligence systému

xCelligence systém (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) monitoruje bunécné
udélosti v redlném Case méfenim elektrické impedance pomoci mikrolelektrod umisténych
na dné kazdé kultiva¢ni jamky. RTCA software pocitd bunécny index (CI, cell index) jako
relativni zménu méfené impedance. 10 000 bun¢k ve 200 ul média bylo vysazeno na
16jamkovou desticku E plate 16 (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA). Dynamika
proliferace a rastu byla monitorovdana kazdych 15 minut po dobu 77 hodin. Analyza
bunécné proliferace byla provedena piesné podle intsrukci vyrobce (ACEA Biosciences,
Sandiego, CA, USA). Vyhodnocenim dat byly ziskdny dvé zakladni charakteristiky
bunécného ristu, rychlost ristu bunék v exponencidlni fazi (k, smérnice) a ¢as zdvojeni
(DT, doubling time). Ke statistickému zpracovéani dat byl pouZit neparametricky Mann-
Whitney U-test na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.
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4.14 Fenotypizace povrchovych znaki bunécné linie RT112Heidelberg
pomoci qPCR

Bunécnd linie RT112Heidelberg byla kultivovana do riznych stupnd bunéénych
denzit. Z pelety bunck byla vyizolovana RNA a vodou natfedéna na koncentraci 12,5 ng/ul.
Nésledné byla provedena reverzni transkripce. Pro zvySeni Cistoty byly vzorky (8 ul
vzorku + 2 ul H>O) inkubovany s 2 ul DNéazy I po dobu 10 minut a pii teploté 75 °C.
K vzorkiim byly néasledné¢ pfidany 2 ul RT MasterMix1 (1 pul ndhodnych hexamert, 1 pl
deoxynukleotidit v poméru 1:1:1:1). Po 5 minutidch v 65°C a nésledném ochlazeni na led¢
bylo ptfiddno 6 ul RT MasterMix2 (4 ul pufru, 1ul dithiotreitolu, 1 ul SuperScript III RT,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA).

Exprese vybranych transkripcnich faktort (OCT-4, SOX-2, TWISTI, TWIST?2,
CEBPA, CEBPB, ¢-MYC, ZEBI, ZEB2) a povrchovych receptort CD44 a CD133 byla
analyzovana pomoci qPCR. K gPCR MasterMix (8,2 ul H>O, 10 ul SYBR Greenu, 0,4 ul
forward primeru, 0,4 ul reverse primeru) byl pfiddn 1 ul vzorku. Parametry reverzni
transkripce a qQPCR jako je délka, pocet a teplota cykll jsou uvedeny v tabulce 14

a sekvence pouZzitych primera v tabulce 15.

Tabulka 14 — Sekvence pouZitych primert, primery byly darovany laboratoif MUDr. Zdetika

Hodného, Ph.D., Ustav molekularn{ genetiky, Akademie véd CR [160]

Gen Fwd primer Rev primer

OCT-4 CAGCTTGGGCTCGAGAAG CCTCTCGTTGTGCATAGTCG

SOX-2 CAAGATGCACAACTCGGAGA | GCTTAGCCTCGTCGATGAAC

TWIST-1 | GCAGGACGTGTCCAGCTC CTGGCTCTTCCTCGCTGTT

TWIST-2 | GCAAGAAGTCGAGCGAAGAT | GCTCTGCAGCTCCTCGAA

CEBPA | AGGAGGATGAAGCCAAGCAG | AGTGCGCGATCTGGAACTGC
CT AG

CEBPB | CGCTTACCTCGGCTACCA ACGAGGAGGACGTGGAGAG

C-MYC | CCTACCCTCTCAACGACAGC | ACTCTGACCTTTTGCCAGGA

ZEB-1 GGCATACACCTACTCAACTAC | TGGGCGGTGTAGAATCAGAG
GG TC

ZEB-2 AATGCACAGAGTGTGGCAAG | CTGCTGATGTGCGAACTGTAG
GC G

CD44 CCAGAAGGAACAGTGGTTTG | ACTGTCCTCTGGGCTTGGTGT
GC T

CD133 TTTTGCGGTAAAACTGGCTAA | CCATTTTCCATATTTTTCATG
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Tabulka 15 — Prib¢h reverzni transkripce a kvatitativni PCR

Teplota Cas (minuty) Pocet pakovani
cyklu
Reverzni transkripce 65°C
0°C 5 1
25°C 1 1
50°C 5 1
70°C 50 1
15°C 15 1
Teplota Cas (minuty) Pocet pakovani
cyklu
qPCR 95°C 10 1
95°C 30 40
55°C 1 40
72°C 1 40
95°C 1 1
55°C 30 1
95°C 30 1

Z naméfenych hodnot byla vypoéitdna relativni hodnota exprese R = 204V kde ACt
testovactho vzorku = Ct cilového genu — Ct house-keeping genu. Tyto hodnoty byly
ziskany za pouziti programu GenEx v6 (http://www.biomcc.com/genex-software.html).

4.15 Analyza morfologie bunék pri epiteliAlné mezenchymalni tranzici

Vhodna koncentrace bun¢k RT112Heidelberg byla vyseta na 6jamkovou desticku
a buniky se nechaly nariist do riznych stupiiti bunécné denzity. Morfologie bun¢k byla
hodnocena fazovym kontrastem pomoci invertovaného mikroskopu Olympus IX81 — CellR
s ptislusenstvim (Olympus, Tokyo, Japonsko).

4.16 Klonogenita v polotekutém substratu (1,5% metylceluléze)

Klonogenita v polotekutém médiu byla kvantifikovana jako pocet bunéénych kolonii
(sfér), které jsou adherentni nddorové bunky schopny vytvofit bez moZnosti pfichyceni na
dno kultivacniho plastu [179]. Po rutinni trypsinizaci byly bunky zcentrifugovany,
resuspendovany v 1,5% metylceluléze (Sigma, Praha, CR) rozspuiténé v plné
suplementovaném médiu DMEM a vysazeny v poctu 20 000 bunck/jamku (Ultra-Low
Attachment Surface 6-well plates, Corning, USA). Pfi nékterych analyzach byly nddorové
bunikky vysety do polotekutého substratu nad konfluentni monovrstvu stromdlnich
BC44Fibr. Po 2-3 tydnech byly vzniklé kolonie spocitiny a fotograficky
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zdokumentovany pomoci mikropskopu Olympus IX81 — CellR s pfisluSenstvim (Olympus,
Tokyo, Japonsko). Vysledky analyz byly hodnoceny pomoci Mann-Whitney U-testu na
hladiné vyznamnosti a = 0,05.

4.17 Detekce apoptozy pouZzitim Annexin V Alexa Fluor® 568

Buiikky SW780 byly kultivovany samostatné a v kokultivaci s BC44Fibr, vysety na
24jamkovou desticku a vystavené 20 ng/ml ligandu TRAIL po dobu 5 hodin. Po té bylo
k bunkdm pfiddno 8 pl. Annexin V Alexa Fluor® 568 conjugate (Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, California, USA) ve 200 uL Annexin-Binding Bufferu (10 mM
HEPES, 140 mM NaCl, a 2,5 mM CaCl,, pH 7,4) a smés inkubovéna pti pokojové teploté
po dobu 15 minut. Po oplachnuti annexinovym pufrem byly bunky analyzovany pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu Olympus AX70 vybavenym Olympus DP71 kamerovym
systémem pii zvétSeni 10x (Olympus, Tokyo, Japonsko). Analyzy byly provedeny v ramci
spoluprdce s Dr. Z. Czubou z Ustavu mikrobiologie a imunologie Lékaiské fakulty
v Katowicich v Polsku [163].

4.18 Detekce apoptozy pomoci pritokového cytometru

Bunky SW780 byly kultivovdny samostatné a v kokultivaci s BC44Fibr, vysety na
24jamkovou desticku a vystavené riznym koncentracim ligandu TRAIL (25 — 100 ng/ml)
po dobu 20 hodin. Poté byly buniky trypsinizovédny a resuspendoviny v 1 ml annexinového
pufru. 500 pl bunééné suspenze bylo inkubovéno s 5 pl Annexin V-PE a 10 pl 7-AAD ve
tm¢ po dobu 10 minut. Populace Annexin V pozitivnich bun¢k byla analyzovdna pomoci
pratokového cytometru BD FACScan Becton Dickinson Immnunocytometry Systems
(Becton Dickinson, San José¢, CA, USA). Pilotni analyzy byly provedeny v rdmci
spolupridce s Dr. Z.Czubou z Ustavu mikrobiologie a imunologie Lékaiské fakulty
v Katowicich v Polsku [163].

4.19 Elisa analyza

Analyzy ELISA byly provadény pifesn¢ podle instrukci vyrobcti pomoci komeréné
dostupnych kit — IL-8 (ImmunoToolsGmbH, Friesoythe, Némecko) a HGF (R&D
Systems, minutneapolis, Minesota, USA). Ke statistickému zpracovani dat byl pouZit
neparametricky Mann-Whitney U-test na hladiné vyznamnosti o = 0,05. Analyzy byly
provedeny ve spoluprici s Ustavem biochemie II, Univerzitni nemocnice v Jené
v Némecku [169].
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4.20 Hodnoceni intenzity exprese CD90 u stromalnich fibroblasti
BC44Fibr

Celkem bylo hodnoceno 344 vzorkli histologickych preparatli zna¢enych na CD90
u pacientd Uppsalské univerzitni nemocnice z let 1984 az 2005 [180]. Histologické fezy
byly znaceny pomoci automatického pfistroje Ventana Benchmark Discovery, NexES
V10.6 (Ventana, Tuscon, Arizona, USA) primérni kralici monoklondlni protildtkou anti-
CD90 (Abcam, Velkd Britdnie) zifedénou pufrem v poméru 1: 100 (Ventana, Tuscon,
Arizona, USA) po dobu 1 hodiny pfi laboratorni téploté. Po té se po dobu 32 minut
a laboratorni teploté inkubovaly vzorky se sekundarni protilitkou (OmniMab anti-Rb-
HRP, Ventana, Svycarsko). Intenzita CD90 byla hodnocena pouZitim &tyfstupiiového skére
(0 — negativni, 1 —lehkd intenzita, 2 — stfedni intenzita a 3 — vysokd intenzita) dvéma
jedinci nezdvisle na sob€. Pro konecnou analyzu byla vypocitdna primérnd hodnota.
Asociace mezi expresi CD90 a klinicko-patologickymi parametry (v€k, pohlavi, TNM
klasifikace a grade) byly analyzovdny pomoci Gamma testu na hladiné¢ vyznamnosti
a = 0,05. Celkové pieziti bylo vypocitino jako doba od data operace do data imrti nebo
posledniho sledovéani po péti letech. Vypocty byly provedeny pomoci statistického balicku
IBM SPSS Statistics Version 24 (IBM Corp. Released 2016. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp.) Studie byla provedena ve spolupréci
s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu.

4.21 Respirometrie pomoci oxygrafu Oroboros

Spotfeba kysliku buitkami uvedenymi v tabulce 16 byla métfena ve sklenénych
komiirkdch oxygrafu Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Rakousko) o objemu 2 ml.
Oxygraf byl kalibrovén s kultivaénim médiem na okolni atmosféricky tlak a teplotu 37°C
(koeficient rozpustnosti kysliku 0,89) [181]. Spotieba kysliku byla analyzovana on-line
pomoci softwaru DatLab (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko) jako zaporné vzati
¢asovd derivace koncentrace kysliku v komofe vyjddiend v pmol O/s.10° bunék
a korigovand na ROX a instrumentdlni pozadi. Po kalibraci byly komory uzavieny
a nasledn¢ injikovany bunky pomoci Hamiltonovy stfikacky. Nejprve se méfil
fyziologicky stav rutinniho stavu dychani (ROUTINE; R), k indukci stavu LEAK (spotieba
kysliku potiebna pro transport elektronli nutnd na kompenzaci tniku protont pies vnitini
mitochondridlni membranu) byl pouzit oligomycin (2 ug/ml) [182]. Pro vyvolani stavu
ETS (E) byl aplikovan rozpfahovac trifluorhydrokarbonylkyanid fenylhydrazon (FCCP,
titraéni stupné 0,05 umol/l). Zbytkova spotteba kysliku (ROX) byla stanovena podanim
antimycinu A (2,5 umol/l). Ve vysledcich byly kyslikové toky zaznamenané v jednotlivych
titracnich krocich korigovdny na ROX. Vyslednd data byla vypoctena jako primér + SD.
Statistické rozdily byly analyzovany pomoci softwarového balicku
STATISTICA CZ, 8 (StatSoft Inc., Praha, CR). Po testovani normalni distribuce
a homogenity odchylek byla data srovndna pomoci t-testu.
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Tabulka 16 — Seznam buné&¢nych linii, u kterych byla métena spotteba kysliku oxygrafem
Oroboros (Oroboros, Innsbruck, Rakousko)

BC44
BC44 v kokultivaci s BC44Fibr
BC44DoxoR

4.22 Aktivita citratsyntazy

Aktivita citrdtsyntdzy se vyuzivd ke standardizaci oxygrafickych méfeni nebo
k odhadu mnozZstvi mitochondrii. Aktivita enzymu se stanovovala zbunck zbylych
v komtrkach  po  oxygrafickych méfenich  pomoci  svételné  spektroskopie.
K homogenizovanému obsahu komurek (200 ul) bylo pfidano 800 ul média (0,1 mmol
5,5-dithio-bis2-nitrobenzoova kyselina, 0,25 % Triton-X, 0,5 mmol/l oxalacetit,
0,31 mmol/l acetylkoenzym A, 5 umol EDTA, 5 mmol/l trietanola minut hydrochlorid
a 0,1 mol/l Tris-HCI pH 8,1). Vznikla smés byla métfena pfi vinové délce 412 nm, 30 °C
po dobu 200 s. Vyslednd hodnota aktivity enzymu byla vyjadfena v mIU na 1.107 bungk.
Statistickd analyza byla provedena pomoci OriginPro2017 software (OriginLab
Corporation, Northampton, Massachusetts, USA). Po testovani normélniho rozlozeni byla

data srovnavana pomoci statistické metody Stedentova T testu na hladin¢ vyznamnosti o =
0,05.
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5 Vysledky vyzkumu a diskuse

5.1 Vysledky vztahujici se k cili 1

Cil 1: - Blize charakterizovat stavajici etablované modely chemorezistence
(RT122/RT112D21) a ustanovit modely nové (BC44DOXOR) pro zkouméani podstaty
vzniku mnoho¢etné 1ékové rezistence

5.1.1 Zakladni charakteristika a puvod bunééného modelu RT112/RT112D21

Chemoterapie ptedstavuje jednu ze zdkladnich moZnosti 1é¢by zhoubnych novotvart.
Velmi casto je vSak pozorovdna odolnost viici aplikované chemoterapii, kdy
chemorezistentni nddorové bunky mohou ziskat schopnost vyhnout se plisobeni i vice
ttiddm raznych protinddorovych 1€kl sou€asné. Abychom lépe porozuméli procestim, které
jsou zdkladem klinické chemorezistence, vyuZili jsme dostupného modelu buné€nych
kultur, ktery se sklddd ze dvou klondlné€ piibuznych bunéénych linif - RT112 a od ni
odvozené dcefiné linie RT112D21 rezistentni k doxorubicinu [164, 165]. Bunécné linie
(RT112 aRTI112D21 resp. RTI112Heidelberg) byly ziskdny jako laskavy dar od
Dr. M. S. Michela z Urologické kliniky Lékatského centra v Mannheimu a byly pouZity
v ramci spolupriace s prof. W. A. Schulzem z Urologické kliniky Heinrich-Heineho
univerzity v Diisseldorfu [164, 165]. V pribéhu pilotnich analyz vSak bylo ndhodné
zjiSténo, Ze puvodni matefskd bunécnd linie RT112 se chovd jinak, nez bylo popsino
v odborné literatufe. Marshall et al., ktery ji v roce 1977 ustanovil a charakterizoval, uvadi,
Ze tato linie neni klonogenni, atedy neni schopna rist v polotekutém substrdtu (pocet
kolonii 0) [183]. NaSe vysledky vSak ukdzaly, Ze jedna ze ziskanych bunécnych linii pod
nazvem RT112 je klonogenni a je schopna v 1,5% metylceluléze tvofit bunééné kolonie,
tzv. sféry (pocet kolonii 40 + 32). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 17 a na obrazku 17.
Obrazek 16 ukazuje zdkladni morfologii bun¢k, RT112 vykazuji epitelidlni tvar, zatimco
u RT112Heidelberg pozorujeme aberantni buniky, které maji spiSe mezenchymalni tvar.
Z vySe uvedeného divodu byla bunécnd linie pivodné ziskdna pod ndzvem RT112
nazvéna RT112Heidelberg.

., &, e g = e £y 1: . \ > Py A h
Obrazek 16 — Morfologie buné¢k nadorové bunécné linie RT112 a RT112Heidelberg, fazovy
kontrast, zvétsSeno 10x
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Obrazek 17 — Klonogentita v polotekutém médiu (Podle Marshall et al. je ptivodné ziskand
bunécna linie RT112 neklonogenni, nase vysledky vSak ukézaly, Ze je schopna tvofit bunécné
kolonie. Tato buné¢na linie byla pojmenovana RT112Heidelberg [184], (n = 6, p = 0,0022)

Tabulka 17 — Pocet bunéénych kolonii u nddorovych buné&énych linii rodiny RT112

Nadorova bunééna linie Pocet bunéénych kolonii
RTI112 0+0

RT112Heidelberg (ptivodné ziskand jako RT112) 40 + 32

RT112D21 95 £45

Ovetenim genetické identity bunécnych linif rodiny RT112 bylo zjisténo, Ze vSechny
tfi bunécné linie maji spoleény geneticky pivod. Bunécéné linie RT112Heidelberg
a RT112D21 jsou si vice podobné a pravdépodobné je linie RT112D21 subklonem bunéné
linie RT112Heidelberg a nikoli subklonem pifimo z linie RT112. Genetickd identita
bunécnych lini RT112 rodiny je uvedena v tabulce 18.

Pfi analyze karyotypt se opét potvrdilo, Ze bunécné linie RT112 a RT112Heidelberg
nejsou liniemi totoZnymi [165]. Zatimco bunécnd linie RT112 byla monoklondlni, jeji
komplexni karyotyp mél 46 chromozomt a vykazovala 12 chromozomovych aberaci, tak
RT112Heidelberg byla polyklondlni [49], hlavni klon mél 87 chromozoml
a 49 chromozomovych aberaci a vedlejsi klon m¢l md 89 chromozomil
a 49 chromozomovych aberaci. Rezistentni linie RT112D21 byla také polyklonélni a bylo
uni mozné identifikovat dva hlavni a dva dlejsi klony. Cytogenetické vySetfeni
jednozna¢né prokdzalo, Ze bunécnd linie povazovand za RT112 (nyni jiz pod ndzvem
RT112Heidelberg), je ve skutecnosti jind bunécnd linie. V fadé¢ RT112, RT112Heidelberg
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a RT112D21 byl prokdzan vzristajici vyskyt cytogenetickych markeri nddorové progrese,
jako jsou napiiklad komplexita a nestabilita karyotypu, vicendsobné prestavby stejného
chromozomu a pfestavby souvisejici s ndadorovou progresi. Celkové vysledky
cytogenetického vySetfeni tak podpofily domnénku, Ze chemorezistentni bunéfna linie
RT112D21 nebyla odvozena piimo z linie RT112 ale z agresivnéjsi dcefiné buné¢né linie
RT112Heidelberg a jednd se tedy o progresivni model tii nddorovych bunécnych linii.
Vysledky karyotypt jednotlivych bunécnych linif a jejich klonl jsou uvedeny na obrazcich
18 a19.

Tabulka 18 — Geneticka identita buné¢nych linii RT112 (data byla analyzovédna na Urologické

klinice Heinrich-Heineho univerzité v Diisseldorfu a ziskdna v rdmci spoluprice
s prof. W.A. Schulzem)

Nazev genetického RT112 RT112Heidelberg | RT112D21
markeru

Hum VWA 14-17 17-17 17-17
D195433 13-15 13-15 13-15
DI18S51 17-17 15-15 15-15
Hum THOI 7-7 7-7 7-7
D21S11 27(28-28) 30 27(28-28) 30 27(28-28) 30
D8S1179 13-15 13-15 13-15
D3S1358 15-15 15-15 15-15
D2S51338 17-24 27-24 27-24

FGA 25-25 23-23 23-23

SE33 2-28,2 20-29,2 20-29,2
DI165539 11-13 11-13 11-13
Amel XX XX XX
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Obrazek 18 - Karyotypy jednotlivych bunéénych linif rodiny RT112 ukazuji, Ze RT112
a RT112Heidelberg nejsou totozné totozné bunécné linie, za které byly piivodné vydavany
(Vysledky byly ziskany v rdamci spoluprace s Ustavem lékaiské genetiky Fakultni nemocnice

v Plzni.) [172]
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Obrazek 19 - Metoda Multicolor — FISH u bunecnych linif RT112, RT1 12He1delberg aRT112D21
ukdzala, Ze linie se li${ v poctu klonti i v chromozomovych piestavbach (Vysledky byly ziskany
v rdmci spoluprice s Ustavem lékaiské genetiky Fakultni nemocnice v Plzni.) [172]
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Pilotni test chemorezistence pomoci MTT testu na progresivni bunééné sérii RT112
(RT112, RT112Heidelberg a RT112D21) ukazal, Ze bunécné linie nevykazuji idealni
fenotyp mnohocetné 1€kové rezistence, nebot’ se potvrdila rezistence pouze na doxorubicin,
gemcitabin a metotrexat. Na cisplatinu je linie RT112D21 dokonce citlivéjsi nez RT112
a RT112Heidelberg. Vysledky MTT pro jednotliva cytostatika jsou uvedeny na obrazku

20. Zpisob fedéni cytostatik a jejich koncentrace je uvedena v tabulce 13.

120

MTT - metotrexat

Lo

0x 100x 1000x  10000x 100000x
Fedéni cytostatika

2]
(e}

viabilita (%)
N (@)}
(e} (e}

[\®}
e}
1

o

120

MTT - cisplatina

i

CTRL 0x 100x 1000x  10000x 100000x
redéni cytostatika

viabilita (%)
B (o)) 0
(@) (@] [a]

[\
(@)
I

=)

84



120

MTT - gemcitabin
100 -
® 80 - —
2 60 - .
l%
.; 40 | —
20 - —
0 .

CTRL 0x 100x 1000x IOOOOX IOOOOOX
redéni cytostatika

120

MTT - doxorubicin

]iijji

100 -

o0
e}
!

viabilita (%)
(@)
(@)

40 -
20 -
0 .
CTRL 0x 100x 1000x  10000x 100000x
Fedéni cytostatika
®mRTI112 mRT112-Heidelberg RT112-D21

Obrazek 20 — Pilotni vysledky viability bunéénych lini RT112, RT112Heidelberg a RT112D21 pfi
aplikaci b&Zn¢ uZivanych chemoterapeutik po dobu 48 hodin (CTRL oznacuje viabilitu bunék,
které nebyly vystaveny Zadné koncentraci cytostatika. Zplsob fedéni cytostatik a jejich
koncentrace jsou popsédny v tabulce 13)

Kromé toho, Ze se tato progresivni serie bunécnych linii ukdzala pfi pilotnich testech
jako nevhodny model chemorezistence, bylo pii ndhodném pozorovini objeveno, Ze
morfologie bunék RT112Heidelberg, které byly kultivovdny v rizném stupni bunécné
denzity, se vyrazn¢ liSila. Nasledné analyzy fenotypu v zdvislosti na hustot¢ buncécné
kultury opravdu potvrdila, zZe konfluentni kultura vyraznéji vykazovala mezenchymalni
morfologii. Morfologie bunék RT112Heidelberg v rizném stupni bunécné hustoty je
doloZena na obrazku 21.
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Obrézek 21 — Bunééna linie RT112Heidelberg
a subkonfluentnim stavu (epitelidlni morfologie), faizovy kontrast, zvétSeno 4x

Stejny vysledek se potvrdil i pfi imunofluorescenénim znaceni na typické
mezechymadlni a epitelidlni markery. Konfluentni kultura vykazovala silnou pozitivitu na
protein vimentin a velmi slaby signdl na epitelidlni marker E-cadherin. Naopak jak ukazuje
obrazek 22 kultura v subkonfluentnim stavu byla vysoce pozitivni na E-cadherin a témét
uplné negativni na vimentin jakoZto typicky mezenchymalni marker.

Konfluentni kultura - vimentin Subkonfluentni kultura - vimentin
(pozitivni signal) (negativni signal)

Konfluentni kultura - E-cadherin Subkonfluentni kultura E-cadherin
(negativni signal) (pozitivni signal)

Obrazek 22 — Reverzibilni epitelidlné-mezenchymalni tranzice u nddorové bunécné linie
RT112Heidelberg v zdvislosti na bunécné hustoté kultury (konfluentni kultura je pozitivni na
vimentin a negativni na E-cadherin, subkonfluentni kultura je pozitivni na E-cadherin negativni na
vimentin), zvétSeno 4x
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Stejny trend se ukdzal i pfi expresni analyze transkripcnich faktort (TWISTI,
TWIST2, ZEBI1, ZEB?2), které pozitivné€ reguluji epitelidlné-mezenchymalni preménu [185].
Vyssi exprese markert epitelidlné-mezenchymalni tranzice byla pozorovana u bunék, které
byly kultivovany v konfluentni kultufe. Obrazek 23 ukazuje porovndni exprese CD47,

CD90, CD44 a CD49f a mRNA pro vybrané geny.

TWIST1 ) TWIST2 CD133
AU R AU R AU
1,500 60000 = 3,000 60000 = 20,000 60000
50000 = 2,500 50000 50000
15,000
1,000 40000 = 2,000 40000 40000
30000 1,500 30000 = 10,000 30000
0,500 I 20000 1,000 20000 | o 20000
' 10000 = 0,500 ' 10000 ’ ' 10000
0,000 I I | | I I I I C’-O ok 0,000 I I | 0 | I [ | I I :‘0 i 0,000 = I — - :‘U i
123456789 Yo 123456789 C veorku 123456789 C veorku
B ZEB1 e 2 ZEB2 e cD47
1,500 60000 5,000 60000 CD90
50000 | 4000 50000 o
1,000 40000 o0 40000 CD44
30000 30000
0,500 20000 2000 20000 CD4of
_ 10000 1,000 _ 10000
0,000 inunillll IC. 1‘:@:}(‘.'1 0,000 ™ l.=nlalnd 1‘@):}(‘;{ R n
123456789 123456789

Obrazek 23 — Porovnani exprese CD47, CD90, CD44 a CD49f (méteno FCM, vedlejsi osa)
a mRNA pro vybrané geny (qPCR, hlavni osa). AU = ,arbitrary unit®, arbitrarni jednotka, kterd
byla vypoctena pro vétsi prehlednost grafu. Vysledky byly ziskany ve spolupréci s laboratoi{
Dr. K. Drbala z Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze [185]

Analyza kmenového fenotypu pritokovou cytometrii (CD47 a CD44), jejiz vysledky
jsou uvedeny na obrdzku 24 a imunofluorescen¢ni znaceni bunck na kmenové markery
popsané u urotelidlniho karcinomu (CK17, pERK) a uvedené na obrazku 25, vykazovaly
pfesn¢ opacny trend, neZ byl nalezen u markeri epitelidlné-mezenchymélni tranzice
(TWIST1, TWIST2, ZEBI, ZEB?2) tzn., ze vyssi expresi kmenovych markerti maji buiiky,
které maji zdroven nizSi expresi transkripcnich faktorti regulujicich epitelidlné-
mezenchymadlni tranzici. Konfluentni kultura RT112Heidelberg vykazovala velmi slaby
signdl na typické kmenové znaky, zatimco subkonfluentni kultura RT112Heidelberg
exprimovala silny pozitivni signdl proteinli, které nalézdme zejména u kmenovych
nadorovych bunék. Celkové vysledky dokazuji, Ze bunéfnd linie RT112Heidelberg
podstupuje pifi bunécné kultivaci spontdnni a reverzibilni epitelidlné-mezenchymalni

[ 4

tranzici v zavislosti na bunééné hustote.
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Obrazek 24 — Analyza kmenovych markerti (CD44 a CD47) u bunécné linie RT112Heidelberg
v zavislosti na hustoté bunééné kultury (vysledky z pritokového cytometru ukazuji, Ze kmenové
markery CD44 a CD47 se vyskytuji u bunécné linie, ktera byla kultivovana v subkonfluentnim
stavu, analyza byla provedena ve spolupraci s laboratoii Dr. K. Drbala z Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze) [185]

Konfluentni kultura - CK17 Subkonfluentni kultura - CK17
negativni signdl pozitivni signal 4

Konfluentni kultura - pERK Subkonfluentni kultura - pERK
negativni signal pozitivni signal

perijaderné signaly

Obrazek 25 — Analyza kmenovych markert (CK17 a pERK) u bunécné linie RT112Heidelberg
v zavislosti na bunécné hustoté bunécné kultury, zvétSeno 4x
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Jednou z moZnych metod, jak analyzovat subpopulaci kmenovych nddorovych bunék
in vitro, je specifickd bunécnd kultivace, kdy jsou buiikky nuceny prezit a délit se
v polotekutém médiu bez kontaktu s pevnym povrchem kultiva¢niho plastu. Pfi nasazeni
bungk, které rostly po urcitou dobu v konfluentnim stavu, se ukdzalo, Ze jejich schopnost
takto rist je velmi mald a vétSina bunék tento zplsob kultivace nepieZila. Bunky, které
byly naopak kultivovdny v subkonfluentnim stavu prokézaly, Ze tento zplsob rlstu jim
necinil vyrazné problémy. Obrizek 26 ukazuje vyrazn€ mensi pocet bunéénych kolonii,
které vytvofily buiiky kultivované ve vysoké hustoté. Vysledky naSich vySe uvedenych
analyz tak podporuji neddvno publikovanou teorii, kterd vylucuje vzajemnou podminénost
kmenového fenotypu a epitelidlné-mezenchymadlni tranzice [186, 187].

Konfluentni kultura

Subkonﬂuentni kypltyra )

& = bunécné,sféry

®

bunééné sféry

Obrazek 26 — Klonogentita v polotekutém médiu bun&éné linie RT112Heidelberg (3ipkami jsou
oznacené bunécné kolonie), faizovy kontrast, zvétSeno 4x

nizka bunééna denzita vysoka bunécna denzita
- : -

klonogenni Oct-4, méné klonogenni Oct-41
spotieba kyslikut Sox-24, spotreba kysliku, Sox-2T
E-cadherin®™** Zeb-14, E-cadherin® Zeb-11
vimentin®~ Twist-1, vimentin*~ Twist-17
ck17+** Twist-2, cK17+" Twist-2
pERK** CD1334, pERK* cD1331
Sox-44, Sox-41

Obrazek 27 — Shrnuti dileZitych parametrti bunééné linie RT112Heidelberg v zavislosti na bunécné
hustoté, fazovy kontrast, zvétSeno 4x [8]
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5.1.2  Zakladni charakteristika a ptivod bunééného modelu BC44/BC44DoxoR

Vybrany bunécny model RT112/RT112D21 se diky vySe popsanym vysledkiim
ukdzal jako nestabilni a ztohoto divodu bylo upusténo od jeho dalsi analyzy
chemorezistentniho fenotypu. Dal$i ndmi odvozeny bunéény model se skldadd ze dvou
klonédlné piibuznych bunécnych linii — BC44 a od ni odvozené dcefiné chemorezistentni
linie BC44DoxoR [36]. Podrobnd biologickd a molekularni analyza tohoto modelu by
mohla pfispét k odhaleni duleZitych biologickych mechanizmi terapeutické rezistence
urotelidlniho karcinomu. Schéma zplsobu odvozeni je uvedeno v kapitole 4 Materidl
a metody.

Matetskou i dcefinou bunécnou linii jsme podrobili sérii analyz, pfi kterych jsme
ovetovali jejich potencidlni rezistenci i na jind cytostatika nez je doxorubicin, a kterd se
zaroven bézné¢ uzivaji pii 1écb¢ karcinomu mocového meéchyie (cisplatina, gemcitabin,
vinblastin a metotrexat). Prvotni mikroskopickd analyza, kterd je uvedena na obrazku 28,
prokdzala multirezistentni fenotyp bunécné linie BC44DoxoR a tento ndlez se ndm
podafilo potvrdit 1 kvantitativné testem mitochondridlni funkce. Vysledky kvantitativniho
MTT testu uvedené na obrazku 29 a v tabulce 19 presvédCivé prokdzaly, Ze hodnota
ICso se pro obé¢ linie signifikantné liila.
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BC 44 DOXOR kontrola, 100x

<.

"4

BC 44 vinblastin 96h10

v

¢

istentnho fenotypu BC44DoxoR bun¢k pri apliaci
ruznych chemoterapeutik, fizovy kontrast, zvétseno 10x [162]

Obrazek 28 — Mikrskopické analyza multirez

Z vysledki vyplyva, Ze nejvyssi rezistenci vykazovala dcefind bunécnd linie
BC44DoxoR ve vztahu k gemcitabinu, metotrexdtu a vinblastinu, naopak u cisplatiny je
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vV

relativni rezistence nejnizsi. Vysledky rezistence vici doxorubicinu je nutno rozebrat bliZe,
protoZe tato latka, chemicky dostupnd jako injek¢ni roztok hydrochloridu doxorubicinu, je
JiZ komer¢né doddvana jako barevny roztok s absorbanci ve viditelné oblasti pfibliZzné pfi
vinové délce A = 550 nm. Test funkce mitochondrii (MTT) byl métfen pii vlnové délce
A =490 nm a diky interkalacni schopnosti doxorubicinu do molekuly DNA dochdzelo pfi
nizSich fedénich cytostatika k obarveni bun¢k a tudiz ke zkresleni vysledka. Tyto vysledky
samozfejm¢ nejsou soucdsti statistického zpracovani. Pfi vysSich fedénich jiz barevnost
puvodniho zdsobniho roztoku nehrala roli a data se spolehlive statisticky potvrdila. [162].
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MTT - Gemcitabin
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Obrazek 29 — Vysledky MTT testu matei'ské bunécné linie BC44 a dcefiné rezistentni bunécné linie
BC44DoxoR pii aplikaci sestupné koncentraéni fady jednotlivych chemoterapeutik
(n=9,p < 0,05), (CTRL oznacuje viabilitu bunék, které nebyly vystaveny zadné koncentraci
cytostatika. Zptisob fedéni cytostatik a jejich koncentrace jsou popsany v tabulce 13) [162]
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Rezistentni bunécnd linie BC44DoxoR vykazuje oproti své matefské bunécné linii
BC44 signifikantné nizsi proliferacni aktivitu. Jak se ukdzalo na obrazcich 30 a 31, Cas
zdvojeni bunécéné linie BC44 je v exponencidlni fazi méné¢ nez 5 hodin, zatimco u bunééné

linie BC44DoxoR je vice nez 35 hodin.
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Obrazek 30 — Rustové kiivky matetské bunécné linie BC44 a dcefiné bunééné linie BC44DoxoR
analyzované pomoci xCelligence systému (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA)
(n=8,p=0,0016)

4,5
4
= 3.5
S y = 0,071x + 0,6753
% 3
%}
=
£25
>
)s 2
>
=
215
’ y = 0,0056x + 0,7388
1
0,5 : : : : : : : : : : :

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
¢as (h) BC44 ——BC 44 DOXO R

Obrazek 31 — Regresni piimky proloZené body rastové kfivky v exponencidlni fazi u bunécné linie
BC44 (n = 8, p < 0,05) a dcetiné buné¢né linie BC44DoxoR (n =3, p < 0,05)
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5.2 Vysledky a diskuse vztahujici se k cili 2

Cil 2 Odvozeni modelu chemorezistence zaloZzeném na komplexni patofyziologii
nadorového mikroprostiredi

Nédor predstavuje komplexni ekosystém zalozeny na vzdajemnych interakcich mezi
bunénym transformovanym parenchymem a ostatnimi stromalnimi, pfevazZn¢ normalnimi
bunikami. Relativni pfinos jednotlivych bunécnych typl k rozvoji a progresi onemocnéni se
muze podstatné liSit u riznych typt karcinomi. Publikované vysledky ukazuji, ze
u karcinomu mocového méchyie ma stroma zcela zasadni vliv, stromdlni bunky aktivuji
rust naddorovych buné€k, podporuji motilitu a schopnost invazivity, moduluji metabolické
a imunitni odpovédi nddoru a podporuji chemorezistenci na aplikovanou 1écbu [90, 128,
168, 188]. Vyraznou piekdzkou pro experimentdlni analyzu téchto komplexnich
mechanisml chemorezistence je skutecnost, Ze u urotelidlniho karcinomu dosud nebyla
v literatufe popsdna zZadna stromalni nddorova bunécné linie. Doposud se zatim vyuzivaly
heterologni systémy riazného piavodu, které studovaly interakce mezi stromdalnimi
a karcinomovymi buiikami [168, 189, 190] ¢i primédrné kultivované fibroblasty karcinomu
mocového méchyte, které jsou viak kultivovatelné pouze omezené [169, 175].

Pti odvozeni karcinomové bunécné linie BC44 [160] se diky rozsdhlé infiltraci
mezenchymadlnimi buiikami podatila soucasné ustanovit také bunécnd linie fibroblast
nazvand BC44Fibr. Pomoci rozdilné adhezivity obou typil bunék bylo mozné diferencidlni
trypsinizaci bunky elegantné oddé€lit a zikat tak dvé cisté bun&cné kultury. Po 3 -
4 pasazich doSlo u fibroblastli k senescenci, ale pomoci retrovirové transdukce geny
hTERT byly fibroblasty imortalizovany. Vyhoda této linie je, Ze pochdzi ze stejného
klinického vzorku jako bunécnd linie BC44, a jsou tedy generovany ze stejného
genetického pozadi [161]. Obrazek 32 ukazuje primarni nddorovou bunécnou kulturu
BC44 a BC44Fibr v subkonfluetnim stavu, zatimco obrazek 33 zachycuje stejné bunky jiz
jako laboratorné pfipravenou kokultivaci. Morfologie samostatné kultivovanych
fibroblasti BC44Fibr je ukdzdna na obrazku 35.
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Obrazek 32 — Primarni nddorova bunééna kultura BC44 a BC44Fibr v subkonfluetnim stavu,
zvétSeno 4x

el 3 ~

Obrazek 33 — Laboratorné pfipravné kokultivace BC44 a BC44Fibr, v konfluentnim stavu,
zvétSeno 4x
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5.2.1 Zakladni charakteristika a piivod BC44Fibr

Pavod fibroblastii v mase nddoru miize byt vysvétlen n€kolika zplsoby. Jednim
z nich je epitelidlné-mezenchymadlni tranzice, kterou podstoupi epitelové nddorové bunky,
dals$i moznosti je existence lokdlni populace ptivodnich fibroblasti vyskytujici se bézné
v moCovém meéchyii ¢i neStastnou kontaminaci nepiibuznymi fibroblasty v pribéhu
bunécné kultivace. Nami popisované fibroblasty BC44Fibr vykazuji na rozdil od epitelidni
bunééné line BC44 normdlni diploidni karyotyp anormdlni profil CGH vcetné
chromozomadlnich oblasti 17p, 3p a 9q, coz dokazuje, Ze jejich pivod epitelidlné-
mezenchymalni tranzici z karcinomovych bunck je vyloucen. Vysledky komparativni
genomické analyzy a karyotypické analyzy jsou uvedeny na obrazcich 34 a 36. Odpovéd’
fibroblasti na genotoxicky stres zprostiedkovand p53 a vyvoland 24hodinovou expozici
doxorubicinu (Obrazek 37) byla na rozdil od bunécné linie BC44 normdlni, coz je dalsi
argument, ktery vyvraci ptivod fibroblastl diky epitelidlné-mezenchymalni tranzici [161].

BC44Fibr BC44
W e e e NI GG K
S S T S T R I T
TR T W o a o W AT T T -
e oy . W8 owi B

Obrazek 34 — BC44Fibr maji normdlni diploidni karyotyp, BC44 maji aneuploidni kary .., .
Analyza karyotypt vylucuje piivod fibroblastli pomoci epitelidlné-mezenchymaln{ tranzice
(vysledky byly ziskany v ramci spolupréce s Ustavem lékaiské genetiky Fakultni nemocnice
v Plzni)
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Obrazek 5 - Morfoloie stromdlnich bunék BC44Fibr, fazovy kontrast, zvétSeno 10x
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Obrézek 36 — Vysledek komparativni genomické analyzy dokladd normalni profil BC44Fibr véetné
oblasti 17p, 3p a 9q (¢isla oznacuji chromozomy)
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Obrazek 37 — BC44Fibr maji normalni odpoveéd pS3 na genotéxick}’/ Sok vyvolany 24hodinovou
expozici 300 nM doxorubicinu, coZ vylucuje jejich piivod procesem epitelidlné-mezenchyméalni
tranzice, zvétSeno 10x

Vysledky DNA analyzy uvedené v tabulce 19 ukdzaly, Ze bun&tnd linie BC44
a BC44Fibr vykazuji genetickou identitu a tedy kontaminace nepiibuznymi fibroblasty je
téZ vyloucena. Jednim ze znakll normdlnich suburotelovych fibroblasti je exprese
conexinu 43. Pfi imunofluorescenénim znaceni se na obrazku 38 ukdzalo, Ze fibroblasty
BC44Fibr jsou jednotné a silné pozitivni na tento marker, coz doklada jejich
pravdépodobny ptivod [173, 174].

Tabulka 19 — Geneticka identita BC44 pacient (DNA izolovana z leukocytl pacientti), BC44 (DNA
izolovand z bun¢k nddorové linie) a BC44Fibr (DNA izolovana z bun¢k stromdlni linie), (data byla
analyzovéana na Urologické klinice Heinrich-Heineho univerzité v Diisseldorfu a ziskdna v ramci

spoluprice s prof. W.A.

Schulzem) [161]

Nazev genetického | BC44 pacient BC44 BC44Fibr
markeru

Hum VWA 14-17 14-17 14-17
D195433 14-15 14-15
DI18S51 15-15 15-15 15-15
TPOX 8-11 8-11
Hum THOI 9,3 9,3 9,3
D21S11 28-30,2 28-30,2 28-30,2
D8S1179 14-14 14-14 14-14
D55818 11-11 11-11
D3S1358 17-17 17-17 17-17
D2S11358 19-20 19-20
FGA 20-23 20-23 20-23
SE33 19-19

Amy XX XX XX
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Obrazek 38 — Fluorescenéné znaceny konexin 43 u BC44Fibr jako znak urotelovych fibroblastt,
zvétseno 10x

Znaky aktivovanych fibroblasta

Nédoroveé asociované fibroblasty se vyznacuji fadou charakteristickych znakd.
Ultrastrukturdlni analyza BC44Fibr na obrazku 39 odhalila pfitomnost vSech kanonickych
znakl véetné¢ fibronexu — transmembranovou strukturu spojujici intraceluldrni kontraktilni
apardt s extracelularni na fibronektin bohatou laminou, coZ je obecné povazovéina za znak
aktivovanych fibroblastd [176, 177]. DalS§imi rysy je morfologie aumisténi Golgiho
aparitu, kolagenové sekreni vezikuly, gap junction a dalSi s aktinem asociovand
nedesmozomadlni spojeni [176, 177]. Mimo to vykazuji silnou a jednotnou pozitivitu na
vimentin a a hladkosvalovy aktin, coZ je obecné povazovéno dalsi z kritérii pro definovani
nadorové asociovanych fibroblastti [191, 192].

drsné endoplazmaticke
retikulum

fibronektin
fibril

sekrecni vezikuly

fibronektin fibril

fibronexus
myofilamenta

Obrazek 39 — Ultrastrukturdlni anal}’la BC44Fibr potvrzuje znaky aktivovanych fibblastﬁ
(analyzy probéhly ve spolupraci s UMG AV CR v Praze, oddéleni Biologie bun&ného jadra) [90]
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Mezi dal$i znaky aktivovanych fibroblastii patii pozitivita na povrchovy marker
CD90 a fibroblastovy aktivovavy protein (FAP). Obrdazek 40 ukazuje, Ze veSkeré
fibroblasty byly jednotné pozitivni na CD90 a vice nez 80 % z nich vykazovalo pozitivitu
také na fibroblastovy aktivovavy protein. Pii analyze schopnosti kontrakce kolagenového
gelu vykazovaly fibroblasty vyraznou kontrakéni aktivitu, coZ jasn¢ ukazuje na jejich
aktivovany fenotyp (obrdzek 41) [175].

CD90* VIM oSMA FAP

Obrazek 40 — Imunoprofil BC44Fibr potvrzuje znaky aktivovanych fibroblasti
(imunofluorescen¢ni znaceni na proteiny CD90, vimentin, o hladkosvalovy aktin a fibroblastovy
aktivovany protein), zvétSeno 10x

—4 |

- . = 4 - . r_;.l.Q'
Obrazek 41 —Ukazka kontrakce kolagenového gelu potvrzuje aktivovany fenotyp BC44Fibr
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Driive publikované vysledky ukazuji, Ze pii kokultivaci nddorovych bunécnych linii
karcinomu mocového méchyie RT112 a Cal-29 a primarnich niddorovych fibroblasti,
secernuji fibroblasty vyznamné mnoZstvi hepatocytdrniho ristového faktoru (HGF)
a interleukinu 8 (IL-8) [169]. Nadorova buné¢na linie BC44Fibr vykazovala pfi kokultivaci
s nddorovymi epiteldlnimi bunéénymi liniemi identické vysledky. Vysledky sekrece obou
protumorigennich faktorti jako odpovéd’ na signidly nddorovych bunék jsou uvedeny na
obrazcich 42 a 43. Naptiklad sekrece ristového faktoru HGF a interleukinu 8 byla
v kokultivaci RT112 + BC44Fibr signifikantn¢ vyssi, nez pii kultivaci samotnych RT112
(HGF: 8523,8 pg/ml + 1925 pg/ml, resp. 4010 pg/ml + 883,5 pg/ml, IL8: 27333 pg/ml +
37619,2 pg/ml, resp. 1875,2 pg/ml + 1529,7 pg/ml. Stejny trend je vidét na obrazcich 42
a43 1 pii kokultivaci jiné nddorové bunécné linie Cal-29 se stromdlnimi buiikami

BC44Fibr.

18000
16000 *
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

HGF [pg/mL]

BC44Fibr - B _ + . + A . i
HFF - - - - - - + + +

hTERT-BJ1 . _ . - - _ B _ a . " .
RT-112CM - + - - + - - + - - +
Cal-29CM - - + - - + - - + - - +

Obrazek 42 — Sekrece protumorigenniho faktoru HGF jako odpovéd’ na signaly nadorovych bunék
(n =3, p <0,05), (Analyzy byly provedeny ve spoluprici s Ustavem biochemie II, Univerzitn{
nemocnice v Jen¢ v Némecku.)
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Obrazek 43 — Sekrece protumorigenniho faktoru interleukinu 8 jako odpovéd’ na signély
nadorovych bunék (n = 3, p < 0,05), (Analyzy byly provedeny ve spolupraci s Ustavem
biochemie II, Univerzitni nemocnice v Jené v Némecku.)

Fenotyp nadorové asociovanych fibroblasti zahrnuje celou fadu specifickych
marker. NaSe vysledky ultrastrukturdlni analyzy bunck, imunofluorescencniho znaceni
aktivovanych markert, schopnosti kontrahovat kolagenovy gel a sekrece protumorigennich
faktort jako odpovéd’ na signdly nddorovych bun¢k dokazuje, Ze ndmi odvozend bunécna
linie BC44Fibr ma charakter nddorov¢ asociovanych fibroblasti.

BC44Fibr zpusobuji terapeutickou rezistenci
- BC44Fibr podporuji chemorezistenci nadorovych bunék

Porucha mitochondridlnitho potencidlu je jednim z ranych ukazateli apoptézy.
MitoCapture fluoreskuje ve zdravych bunkéch cervené, v apoptotickych bunikdch nemuze
agregovat v mitochondriich, a vysledkem je pouze zelené fluoreskujici cytoplazmaticka
lokalizace monomerniho barviva. Obrazek 44 ukazuje, Ze po aplikaci cisplatiny (0,5 pg/ml,
48 hodin) dochézi v kontaktni zéné¢, tedy v zoéné kmenovych ndadorovych bunék,
k prezivani bun€k (Cervené fluoreskujici bunky), zatimco uprostied bunécné kolonie
dochdzi u bunck k jejich vyrazné apoptdze (zelené fluoreskujici bunky). Vysledky
dokladaji, Ze stromdlni bunky maji vyrazny vliv jak na kmenové bunky, tak i na primarni
rezistenci nddorovych bunék [8].
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BC44+BC44Fibr (Mitocapture)

H 1 e

Obrazek 44 — Kokultivace BC44 + BC44Fibr ukazuje, Ze v kontaktni zon€ dochéazi k vyrazné
rezistenci nddorovych bunck na aplikované cytostatikum (cisplatina 0,5 pg/ml po dobu 48 hodin).
Zatimco uvniti bunééné kolinie dochazi k apoptéze (PH — fazovy kontrast, zelen€ fluoreskujici

buiiky vstupuji do apoptdzy, Cervené fluoreskujici buiiky jsou intaktni), zvétSeno 4x [128]

- BC44Fibr podporuji rezistenci k ligandu indukujicim apoptézu (TRAIL -
tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)

Ligand TRAIL patii do rodiny tzv. faktort nddorové nekrézy (TNF) se schopnosti
aktivovat apoptézu pouze v nddorovych bunkdch a proto je Casto uvaZovédn jako cil
protinddorové 1écby. NaSe pilotni analyza, kterd je zobrazena na obrédzcich 45 a 46,
ukazala, Zze builky SW780 kokultivované s BC44Fibr jsou k TRAIL mnohem vice
rezistentni néZ samostatné kultivované bunky SW780. Po oSetfeni bunck SW780, resp.
SW780 + BC44Fibr liatkou TRAIL byla apoptéza hodnocena pomoci pritokového
cytometru. Pfi koncentraci 25 ng/ml, resp 50 ng/ml byl prokdzén silny chranny vliv
BC44Fibr. To je jasny diikaz toho, Ze stromdlni buiikky maji schopnost ochranit a podpofit
nadorové kmenové bunky pred indukovanou apoptézou a udrzet tak kmenovy fenotyp,
ktery umozni nadoru 1 nadéle preZivat.
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Obrazek 45 — Pilotni vysledky poctu bunék, u kterych TRAIL zpiasobil apoptézu ukazuje, Ze bunky
SW780 kultivované spolecné s BC44Fibr jsou vyrazné rezistentnéjsi nezZ samostatné kultivované
SW780 (analyzy byly provedeny v rdamci spoluprice s Dr. Z. Czubou z Ustavu mikrobiologie
a imunologie Lékatské fakulty v Katowicich v Polsku)

k TRAIL jsou rezistentni zejména ty
bunky, které sousedi se stromalnimi BC44Fibr. Uprostied kolonie nddorovych bun¢k dochazi
k sniZeni hustoty bunék (apoptdze), zatimco buiiky na okraji kolonie jsou buriky ovlivnéné
TRAILem jen minimdlné, fazovy kontrast, zvétSeno 10x

- BC44Fibr maji imunosupresivni ti¢inek

Existuji jasné diikazy o tom, Ze nddorové asociované fibroblasty maji podstatny vliv
1 na ostatni stromdlni buiiky a to v€etn¢ imunitnich. Pro zji$téni imunosuprespresivnich
ucinku fibroblasti bylo postupovdno podle metodiky popsané v odborném clanku Lysdk
et al. [193]. NaSe vysledky ukazuji, Ze imunosupresivni uc¢inky mezenchymadlnich
kmenovych bun¢k (MSC a SCP1) a stromdlnich fibroblasti BC44Fibr se nelisi a maji tedy
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stejny potencidl regulovat imunitni odpovéd’ a inhibovat aktivitu alogenné stimulovanych
T-lymfocytd (p < 0,01). BC44Fibr vyrazné snizily proliferacni odpovéd lymfocytii
stimulovanych fytohemaglutininem o 46,8 % + 14,3 %. Pro potvrzeni zachovéni integrity
buné¢k T-lymfocyti byly zvoleny dva aktivaéni markery — CD25" a CD69*. Exprese
aktiva¢niho markeru CD25* byla sniZzena na hodnotu 50,3 % + 16,5 % a exprese CD69" na
52,4 % + 29,1 %. Obrazky 47 a 48 ukazuji celkové vysledky imunosupresivniho tuc¢inku
fibroblastit BC44Fibr na proliferaci fytohemaglutininem stimulované PBMC.
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Obrazek 47 — Imunosupresivni ti¢inek BC44Fibr a SCP1 na proliferaci PBMC stimulované
fytohemaglutininem. Data byla vyhodnocena jako soucet délicich se bunék v S a G2/M fazi
bunééného cyklu (n =6, p=0,037)

) | — |
160 — blank
blank I
T

MSC

BC44Fibr MSC  BC44Fibr

o0
S

% stimulovanych PBMC
B =
e} (e}

m CD3+CD25+ u CD3+CD69+

Obrazek 48 — Imunosupresivni ti¢inek BC44Fibr a MSC na expresi aktivaénich markert CD25
a CD69 u PBMC stimulovanych fytohemaglutininem (n = 10, p = 0,027)
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BC44Fibr aktivuji u nadorovych bunék kmenovy fenotyp

Obrazek 49 ukazuje, Ze po aplikaci béZné uzivanych cytostatik dochazi u nddorovych
bunék k vyraznému zvétSeni subpopulace kmenovych bunck. Po aplikaci cisplatiny, resp.
doxorubicinu doslo k nartistu mnoZstvi kmenovych bun¢k definovanych jako CD90*
z hodnoty 0,01 % + 0,009 % na hodnotu 0,26 % + 0,088 %, resp. 0,28 % + 0,09 % [120].
Kmenové bunky tak ukazuji dal$i mechanizmus vlastni ochrany, ktery velmi vyrazné
ovliviiuje terapeutickou rezistenci. Diferencované nadorové buiiky jsou chemoterapii sice
usmrceny, ale jsou okamzité¢ nahrazovany expanzi a diferenciaci nddorovych kmenovych
bunck. Jak jsme popsali vySe, hnacim motorem pro nddorové kmenové bunky a jejich
mobilizaci by mohl byt prostaglandin E2, ktery se uvoliluje z odumirajicich nadorovych
bunék [8]. Nddor se pak vlastné¢ stdvd primarné rezistentnim bez ohledu na pouZzité
chemoterapeutikum.
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Obrazek 49 — Po aplikaci cytostatik (cisplatiny a doxorubicinu) dochazi u bunécné linie SW780
k vyraznému narGstu subpolupace kmenovych nadorovych bun¢k (n =9, p = 0,001)

Jednim z moZnych vysvétleni chemo- a imunorezistetniho fenotypu propujceného
stromdlnimi bunkami v kokultivacnich systémech je pravé podpora a udrZzeni kmenového
fenotypu nddorovych bunck. Pro ovéteni této hypotézy byly stromdlni buitky BC44Fibr
kultivovany jak pfibuznymi karcinomovymi bunkami BC44, tak s nepfibuznymi
bunéénymi liniemi urothelidlniho karcinomu (HT1197, SW780), u kterych byly jiz dfive
publikovany pravdépodobné markery kmenovych bunék (SW780 — CKI17, 67LaR,
HT1197 — CD44v6) [117, 166]. Pii imunofluorescenénim znaceni na obrazcich 50, 51 a 52
se ukdazalo, ze kmenové bunky byly lokalizoviany na okraji kolonie epitelidlnich
nadorovych bunék, tedy v tésném kontaktu s BC44Fibr.
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BC44 — CK17 BC44 + BC44Fibr

SW780 SW780 + BC44Fibr

Obrazek 50 — Kokultivace BC44 + BC44Fibr a SW780 + BF44Fibr odhalila vysokou expresi
kmenovée specifického CK17 na kontaktni z6né fibroblastli a nddorovych bunék, zvétseno 4x

Obrazek 51 — Kokultivace SW780 + BC44Fibr odhalila vysokou expresi kmenové specifického
CK17 na kontaktni zéné fibroblasti a nddorovych bunék (zelené fluoreskujici bunky — CK17,
modfe — jadra), zvétSeno 20x
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HT1197 HT1197 + BC44Fibr

Obrazek 52 — Kokultivace HT1197 + BC44Fibr odhalila vysokou expresi kmenové specifického
CD44v6 na kontaktn{ zoné fibroblastti a naidorovych bunék (zelen¢ fluoreskujici bunky — CD44v6),
zvétSeno 10x

Soucasn¢ stejny trend byl porozordn pii rastu a tvotbé bunécnych kolonii
v polotekutém médiu, kde BC44Fibr ochranily nddorové buiiky pfed apoptézou anoikis.
Tento zvlasStni stav dovoli buiikdm preZzit 1 bez pevného uchyceni k extracelularni matrix
aje zfejm¢ vyznamym krokem v progresi nddorového onemocnéni. Samostatné
kultivovanym nddorovym bunkdm BC61 resp. BC44 se pii zabranéni uchyceni na dno
kultivacniho plastu podafilo zaloZit jen omezené mnoZstvi bunéénych kolonii (80 + 16,
resp. 19 £ 16), zatimco pi1 kokultivaci (BC44 + BC44Fibr, resp. BC61 + BC44Fibr) byl
pozorovan silny stimulac¢ni efekt fibroblastd (697 + 188, resp. 3417 £ 120 kolonif).
Vysledky poc¢tu bunéénych kolonii jsou uvedeny v tabulce 20 a na obrazku 53, obrazek 54
ukazuje reprezentativni fotografii vytvorenych bunécnych kolonii.

B
L

na

dorovymi
kultivovanymi samostatné a na monovrstvé BC44Fibr, Sipkami jsou oznacené bun&éné kolonie),
fazovy kontrast, zvétSeno 4x
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Tabulka 20 — Pocet buné¢nych kolonii vytvofenych pfi kultivaci nddorovych bunék samostatné
(BC44 a BC61) a pii kokultivaci (BC44 + BC44Fibr a BC61 + BC44Fibr), (n =6, p < 0.05]

Nadorova bunécna linie Pocet bunéénych Kkolonii
BC44 19+£16

BC61 80 £16

BC44 + BC44Fibr 341 + 120

BC61 + BC44Fibr 697 + 188

UMUC6 - kontrolni bunéfnd linie schopnd tvofit | 736 £210
kolonie

O 4

DM - kontrolni buné¢na linie schopna tvofit kolonie 626 £ 130

1000

800

600

400

Pocet kolonii
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mBC61 mBC61+BC44Fibr mBC44 mBC44+BC44Fibr

Obrazek 54 — Pocet kolonii u nddorovych bun¢k BC44 a BC61, které se vytvorily v disledku
podpory BC44Fibr (n =6, p = 1,75.10%)

BC44Fibr aktivuji expresi CD90 a dalSich kmenovych markeri v nadorovych
kmenovych buiikach u bunéénych linii BC44 a SW780

Pti kokultivaci BC44Fibr a vybranych nadorovych bunécnych linii bylo ovéteno, Ze
fibroblasty podporuji kmenovy fenotyp nadorovych bunék. Vyuzili jsme vlastnosti
aktivovanych BC44Fibr a ukézali, Ze stromélni bunky zvySuji expresi i dalSich potencidlné
kmenovych markert jako je CD90, 67LaR nebo P-cadherin. Obrazky 55 a 56 potvrzuji, Ze
kmenové buiky jsou opét v tésném kontaktu s fibroblasty tedy v kontaktni z6n€ mezi
kolonii populaci nddorovych a stromdlnich bunék.
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Obrézek 55 — Vizualizace kmenovych nddorovych bunék u bunééné linie BC44 a SW780 pfi
kokultivaci s BC44Fibr (Cervené fluoreskujici buiiky — CD90* (BC44, SW780, BC44Fibr), zelené

fluoreskujici buniky — (SW780) a P-cadherin (BC44), PH — fazovy kontrast), zvétSeno 10x

BC44+BC44Fibr (CD90, 10x)

Obrézek 56 — Kokultivace BC44 + BC44Fibr odhalila, Ze CD90* buiiky jsou v kontaktni z6n€ mezi
nadorovymi a stromdlnimi bunikami (zelen¢ fluoreskujici buriky — CD90 (BC44Fibr, kmenové
nadorové buiikky BC44)), zvétSeno 4x, 10x
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Stejny trend byl jest€¢ potvrzen pomoci prutokového cytometru, kdy BC44Fibr
signifikantn¢ zvySovaly subpopulaci CD90" bun¢k. Zatimco mnozstvi CD90* u samostatné
kultivovanych nadorovych bunék SW780 bylo 0,1 % 0,001 %, pii kokultivaci
s BF44Fibr doslo k signifikantnimu nardstu az na hodnotu 1,83 % + 0,55 % (obrazek 57).
Z nasich celkovych vysledka tedy plyne, Ze vliv stromdlnich bun¢k na kmenovy fenotyp
nadorovych bunék je nesporny.

3,0

@SW780 m SW780+BC44Fibr

Obrazek 57 — Zvysend exprese CD90+ bunék u samostatné kultivované nddorové bunécné linie
SW780 a v kokultivaci SW780 + BC44Fibr (n =9, p = 0,001)

Silna pozitivita CD90 u stromalnich bunék karcinomu mocového méchyie jako
nepriznivy faktor prognézy a progrese onemocnéni

Stromadlni buiiky maji na nddorové bunky karcinomu zcela zasadni vliv. Ukdzalo se,
Ze v ptipad¢ karcinomu mocového méchyte je pritomnost téchto bunék velmi negativnim
prognostickym faktorem. Studie, kterd hodnotila 344 histologickych preparatti za ticelem
zkoumdni potencidlnich asociaci mezi expresi CD90 u stromdlnich bunék a klinicko-
patologickych vlastnosti prognostického dopadu ukdzala, Ze vysS§i exprese CD90
u nadorov¢ asociovanych fibroblastil je spojena s hor$i prognézou onemocnéni (p < 0,001)
a s vyznamn¢ krat$im celkovym Sletym pieZitim pacientl (p < 0,001). Tabulka 21 shrnuje
vysledky studie exprese CD90 v souvislosti s vékem a pohlavim pacienta a patologickym
hodnocenim tumoru.
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Tabulka 21 Parametry a vysledky studie, kterd hodnotila souvislost mezi stromdlni intenzitou
CD90, vékem a pohlavim pacienta, stidiem TMN a gradem tumoru (studie byla provedena ve
spoluprdci s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu)

Celkem pacientt (n) 344

Stromalni intenzita CD90 nizka vysoka Gamma test
n (%) 188 (56,5) 145 (43,5)

Vék:

<65 56 (16,8) 28 (8,4)

>65 132 (39,7) 117 (35,1) 0,031
Pohlavi:

Zenské 39 (11,7) 41 (12,3)

muzské 149 (44,8) 104 (31,2) 0,122
Stadium:

Ta 82 (24,6) 25 (7,6)

T1 62 (18,6) 51(15,3)

T2, T3, T4 44 (13,2) 69 (20,7) < 0,001
Grade:

Low grade (1-2A) 55 (16,6) 19 (5,7)

High grade (2B-4) 133 (39,9) 126 (37,8) < 0,001

Vysledky kumulativniho poctu pteziti pii vysoké pozitivité na CD90 jsou zobrazeny
na obrazku 58 a ukédzky rtizné stromdlni intenzity CD90 jsou zachyceny na obrazku 59.
Kromé toho se také ukdzala mirnd pozitivni souvislost mezi vékem pacienta a expresi
CD90 (p = 0,031) a Zadnd asociace exprese CD90 a pohlavim pacienta. Studie byla
provedena ve spolupraci s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu.
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Obrazek 58 Kumulativni pocet preZiti pfi vysoké pozitivit€ na CD90 (studie byla provedena ve
spoluprici s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu)

Obrazek 59 Stromalni intenzita CD90 u rizné pokrocilych nadord karcinomu mo¢ového méchyie,
silnd pozitivta byla spojena s horsi prognzou pro pacienta ((studie byla provedena ve spolupraci
s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu)
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5.2.2  Zakladni charakteristika a pivod MBT

Pro potvrzeni nas$i hypotézy, kterd se opird o fakt, Ze stromdlni buiky jsou
u karcinomu mocového méchyie nezbytnou soucasti mikroprosttedi nadoru, byla vyuZita
jesté dalsi mezenchymadlni bunécna linie. K odvozeni bunééné linie MBT byl pouZit vzorek
tumoru, ktery byl ziskan pii chirurgické resekci. Tumor byl patologem klasifikovan jako
pomérné raritni ALK-pozitivni myofibroblasticky tumor mocového méchyie, coz je
doloZeno barvenim histologického preparitu na obrazcich 60 a 61. Obrazek 62 ukazuje, Ze
i po ustanoveni permanentni bunééné linie jsou buriky i nadale ALK™.
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Obrazek 60 — ALK-pozitivni imunoh € barveni fezu nddoru pacientky Urologické

kliniky, z néhoZ byla na Ustavu Biologie odvozena bun&énd linie MBT, (barveni a fotografie byly
zpracoviny ve spoluprici s prof. MUDr. Ondiejem Hesem ze Siklova tistavu patologie Fakultni

nemocnice v Plzni), zvétSeno 4x
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Obrazek 61 - Hematoxyhnem a eosinem barveny fez naddoru pa01entky Urologlcke khmky, z néhoz
byla na Ustavu Biologie odvozena bunéénd linie MBT (barveni a fotografie byly zpracovany ve
spolupréci s prof. MUDr. Ondiejem Hesem ze Siklova tstavu patologie Fakultni nemocnice
v Plzni), zvé€tSeno 4x

Obrézek 62 — ALK-pozitivni buiiky bun&éné linie MBT odvozené na Ustavu biologie (zelené
fluoreskujici bunikky — ALK, modfe — jadra), zvétSeno 20x

Mezenchymalni bunky MBT vykazuji dle obrazku 63 normalni diploidni karyotyp.
Obvykle byva u 50 — 60 % myofibroblastickych 1ézi mocového méchyie nalézdna
translokace na chromozomu 2 (konkrétné 2p23) [154], v karyotypu ndmi odvozené
bunécné linie byla nalezena translokace na kratkém raménku chromozomu 3 (konkrétné
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3p18). Tato aberace nebyla doposud popsdna u Zadného myofibroblatického tumoru.
Genetickd identita piivodniho vzorku od pacientky a bun€k z ndslednych dvou riznych
pasazi bunécnych linii byla prokdzdna na zaklad¢ fragmentacni analyzy DNA a vysledky
jsou uvedeny v tabulce 23. Ziroven se ukdazalo, Ze ziskany profil nevykazuje shodu
s Zzddnym profilem v databdazi ATCC. Nejblizsi profil v databazi ATCC vykazuje shodu
max. 64 % a jedna se o bunécné linie Hs 611.T Hodgkin's Lymphoma Human (CRL-7373)

a NCI-H661 Lung Carcinoma Human (HTB-183).

Obrézek 63 — Metoda Multicolor — FISH u bunééné linie MBT ukazuje diploidni karyotyp
a translokaci na kratkém raméneku chromozomu 3 (vysledky byly ziskdny v rdmci spoluprace
s Ustavem lékatské genetiky Fakultni nemocnice v Plzni) [172]
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Tabulka 22 — Geneticka identita MBT pacientky (DNA izolovana z leukocytl pacientky), MBT

bunécnych linif (DNA izolovand z buné¢né linie ve dvou raznych bunéénych pasazich), (analyza

byla provedena spole¢nosti Generi Biotech, s.r.o., ZkuSebni laboratof &. 1650 akreditovand CIA
podle CSN EN ISO/IEC 17025:2005

Nazev MBT (pasaz 1) MBT (pacientka) MBT (pasaz 10)
genetického

markeru

D8S1179 13 14 13 14 13 14
D21S11 28 30 28 30 28 30
D75820 10 10 10 10 10 10
CSFI1PO 9 11 9 11 9 11
D3S1358 15 18 15 18 15 18
THOI 8 8 8 8 8 8
DI13S317 11 12 11 12 11 12
D16S539 12 12 12 12 12 12
D2S1338 16 19 16 19 16 19
VWA 15 15 15 15 15 15
TPOX 8 8 8 8 8 8
DI18S51 13 18 13 18 13 18
AMEL X X X X X X
D55818 11 13 11 13 11 13
FGA 25 26 25 26 25 26
D195433 14 14 14 14 14 14

Znaky aktivovanych fibroblasti

Podobné¢ jako u BC44Fibr jsme u MBT bunék provedli zdkladni imunofluorescen¢ni
analyzu na markerové proteiny aktivovanych myofibroblasti (CD90, vimentin
a o hladkosvalovy aktin) [191, 192]. Vysledky analyzy, které jsou na obrazku 64 ukazaly,
Zze MBT bunky vykazuji stejnou pozitivitu na sledované znaky jako stromdlni bunécna
linie s karcinomem asociovanych fibroblastti BC44Fibr.

CD90* VIM oSMA

Obrazek 64 — Imunoprofil MBT potvrzuje znaky aktivovanych fibroblasti (imunofluorescencni
znaceni na proteiny CD90, vimentin a hladkosvalovy aktin), zvétSeno 10x
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MBT jako dalsi nezavisla stromalni linie

Pti kultivaci bunécné linie MBT v polotekutém médiu, kde je adherentnim bunikdm
zabrdnéno pevnému uchyceni ke kultivaénimu plastu se ukazalo, Ze buinky MBT nejsou
schopny v tomto stavu vyrazn¢ proliferovat a podafilo se jim oproti kontrolni bun&éné linii
JUN3 zaloZit jen omezené mnoZstvi bunéénych kolonii (20 +4,6, resp. 1193 +103).

Vysledky jsou ptehledné doloZeny v tabulce 23 a na obrazcich 65 a 66).

T - A < Koy il AL

Obrazek 65 — Klonoenita v polotekutém mdiu (vytvotrené kolonie nadorovymi bunkami JUN3
a MBT), fazovy kontrast, zvétSeno 4x

Tabulka 23 — Pocet bunécnych kolonii vytvotfenych sarkomovovou buné¢nou linii MBT a mysi
fibrosarkomovou bunéénou linii JUN3 (n = 6, p < 0,05)

Bunécna nadorova linie Pocet bunéénych kolonii

MBT 20+4.,6

JUN3 — kontrolni bunécna linie schopna tvofit kolonie | 1193 + 103

Na zdkladé¢ vysledk znakti aktivovanych fibroblastli a dal§ich analyz jako je
motilita ¢i klonogenicita v polotekutém substratu jsme zjistili, Ze MBT bunky jsou malo
transformované, nejsou klonogenni ani motilni (data nejsou soucdsti dizertacni préce)
amohly by byt dal§i vhodnou alternativou nezdvislé stromdlni bunécné linie vici
BC44Fibr.

119



1600

*
1 1

« 1200
=
(=]
3

Z 800
3
&

400

0

m MBT m JUN3

Obrazek 66 — Pocet kolonii vytvoienych sarkomovovou bunécnou linii MBT a kontrolni
fibrosarkomovou bunéénou linii JUN3 (n = 6, p = 0,05)

MBT aktivuji u nadorovych bunék kmenovy fenotyp

Pti kultivaci nddorovych bun€k samostatné a v kokultivaci s MBT se potvrdilo, Ze
buitkky MBT maji silny a srovnatelny vliv s BC44Fibr na podporu a udrZeni kmenového
fenotypu nadorovych bunék. Pii spolecné kokultivaci bunck MBT s bunécnou linii
SW780, kterd je zdokumentovana na obrdzcich 67 a 68 se ukdzalo, Ze kmenové buiiky jsou
opét lokalizovdny na okraji kolonie epitelidlnich nddorovych bunék, tedy v tésném
kontaktu s bunkami stromalnimi (MBT).

T aah .' \ * y e = g
Obrazek 67 — Ukéazka heterologniho systému kokultivace nddorové bunécné linie SW780

a stromdlni bunécné linie MBT, fazovy kontrast, zvétSeno 4x, 20x
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Obrazek 68 — Kokultivace SW780 + MBT odhalila vysokou expresi kmenové specifického CK17
na kontaktni z6né sarkomovych a nddorovych bunék (zelené fluoreskujici buitky — CK17, modre —
jadra), zvétseno 10x

Stejny trend byl jeSt¢ potvrzen pratokovym cytometrem, kde MBT i BC44Fibr
vyrazn¢ zvysSovaly subpopulaci CD90* bun¢k. Zatimco mnozstvi CD90" u samostatné
kultivovanych nadorovych bunék SW780 bylo 0,1 % =+ 0,001 %, pii kokultivaci
s bunécnou linii MBT doslo k signifikantnimu nértstu aZ na hodnotu 3,25 % + 1,62 %.
Celkové vysledky CD90* bunék pfi riznych moznostech uspofadani bunécnych kultivaci
jsou uvedeny na obrdzku 69. Z naSich celkovych vysledkii obou vyuZitych typi
stromdlnich bun¢k (BC44Fibr a MBT) plyne, Ze jejich vliv na kmenovy fenotyp
nadorovych bunék je nesporny.

(%)
CD90* buiiky

[\

ESW780 mSW780+BC44Fibr m SW780+MBT

Obrazek 69 — ZvySend exprese CD90* bunék u samostatné kultivované nddorové bunécné linie
SW780, v kokultivaci SW780 + BC44Fibr a v kokultivace SW780 — MBT (n =9, p = 0,001)
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5.3 Vysledky a diskuse vztahujici se k cili 3
Cil 3 Korelovat analyzované bunééné modely s intenzizou bunééného metabolismu

Pokusili jsme se u vySe zminénych bunéénych modelt, tedy BC44 a BC44DOXOR,
BC44 a BC44 + BC44Fibr analyzovat intenzitu bunééného energetického oxidativniho
metabolismu. Veskeré analyzy byly provedeny na intaktnich bunkdch pomoci oxygrafu
Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Rakousko). Spotieba kysliku byla u vSech bunck
meéfena stejnym protokolem uvedenym na obrazku 70. Po stanoveni bazalni respirace (stav
ROUTINE; R) byl pomoci inhibitoru ATP-syntdzy — oligomycinu (Omy) navozen stav
LEAK odpovidajici spotfebé kysliku nutné pro kompenzaci tniku protont pfes vnitini
mitochondridlni membranu. Kapacita systému piendset elektrony (ETS) byla stanovena
pomoci titrace rozpiahovace trifluorkarbonylkyanidu fenylhydrazonu (FCCP) a zbytkova
spotifeba kysliku injekci inhibitoru komplexu III antimycinu A (AmA) (ROX) [181].

Vsechny respiracni stavy byly korigovany na ROX.

5.3.1 Bunéény model BC44 a BC44DoxoR

Ukazuje se, Ze chemorezistence je uzce spojena také s metabolickym fenotypem.
U bunécné linie BC44, tedy linie, kterd je ke zvolenym cytostatiklim vysoce senzitivni,
byla respirace mnohem G¢innéjsi nez u rezistentni linie BC44DoxoR, coz dokladaji stavy
bazalni respirace (R), maximdlni mozné spotieby kysliku (ETS) a pfedevsim spotieba
kysliku dostupna pro syntézu ATP oznaCovand jako volnd R kapacita (R-L), které byly
signifikantn€ nizsi u chemorezistentnich bunék (Obrazek 70A a B). Nizsi respiraci bun¢k
BC44DoxoR nelze vysvétlit snizenym poctem mitochondrii, nebot” aktivita citratsyntazy,
ktera je pouZivana jako jeden z markerd mnoZstvi mitochondrii v builkdch, se mezi obéma
liniemi signifikantné nelisila (25,4 + 6,0 mIU/ 10° bun&k u linie BC44 a 22,0 + 8,3 mIU/10°
bunék u linie BC44DoxoR). Pomér R/E vyjadiujici podil bazdlni respirace na celkové
kapacité elektrontransportniho systému prendset kyslik byl statisticky vyznamné vyssi
u chemorezistentnich bunék, coZ naznacuje moznost Castecné kompenzace zvySeného
rozptazeni oxidace a fosforylace nebo zvySenou potiebu ATP nebo zhorSeni oxida¢ni
kapacity diky defektim v elektrontransportnim systému. Vzhledem ke sniZzené absolutni
hodnoté spotfeby kysliku vztazené k tvorbé ATP (R-L) a signifikantné nezménénym
indikdtoriim rozptazeni (poméry L/E a L/R) lze za pravdépodobnéjsi povazovat zhorSenou
funkci respiracnich komplexti nebo defektni oxidaci substrati u linie BC44DoxoR.
Chemosenzitivni bunky naopak vykazuji vétsi zdvislost na oxidativni fosforylaci a také
jejich respirace je efektivnéjs$i nezZ je tomu u bunék rezistentnich (stavy R-L a E-R). Nizs{
metabolickd kapacita u linie BC44DoxoR by mohla byt také diivodem pomalé proliferace.
Veskeré vypocitané respiraéni poméry jsou uvedeny v tabulce 24.
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Obrézek 70 — Titracni protokol v intaktnich buiitkdch BC44, cerna ¢ara — spotieba kysliku
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vyjadfena na milion buné€k a sekundu, Seda ¢ara — koncentrace kysliku v oxygrafické komoie
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Obrézek 71 — Bazalni respirace, stavy LEAK, ETS a rezidudlni spotieba kysliku (A) a spotieba
kysliku vztaZena k produkci ATP (R-L) a volnd elektrontransportni kapacita (E-R) v bunikach
BC44 a BC44DoxoR (B), p < 0,05
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Tabulka 24 — Respiraéni poméry

BC44 BC44DoxoR t-test

R/E 0,51 £0,07 0,62 +0,1 p < 0,05 | kontrolni pomér R/E

L/E 0,14 £ 0,04 0,23+0,15 n.s. kontrolni pomér sprazeni
pri stavu E

L/R 0,27 £ 0,06 0,37+0,24 n.s. kontrolni pomér sprazeni
pri stavu R

(E-R)/E | 0,49 £0,07 0,371+ 0,1 p < 0,05 | faktor nadbytecné
kapacity ETS

5.3.2 Bunéény model BC44 a BC44 + BC44Fibr

V kapitole 5.2 se ukdzalo, Ze stromdlni buiiky jsou podstatnou soucasti nadorii
avelmi vyznamné moduluji nékteré vlastnosti nadorovych bunék. Pokusili jsme se
zhodnotit, jaky vliv maji BC44Fibr na intenzitu bunéfného metabolismu nadorovych
bunék.  Ukdzalo se, Ze  bazdlni  spotfeba  kysliku  bunkami  BC44
(13,7 £ 3,6 nmol/(s.10° bunék)) se neliSila od bazdlni respirace bungk BC44
kokultivovanych s BC44Fibr (15,3 + 7,4 nmol/(s.10° bunék)). Naproti tomu stav LEAK
byl u bunék BC44 v kokultivaci s BC44Fibr vyznamné nizS§i a stav ETS vySSi nez
v bunikdch BC44 kultivovanych samostatné (Obrdzek 71A a B). Stav odraZejici syntézu
ATP za bazalnich podminek, tj. volna R kapacita (R-L) se kokultivaci nddorovych bunék
BC44 s fibroblasty BC44Fibr signifikantné zvysila, stejné jako volnd ETS kapacita (E-L)
anadbytecnd ETS kapacita (E-R), coZz ukazuje na zvySeni oxidativniho metabolismu
v kokultivovanych bunikach.
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Obréizek 72 — Mira spotieby kysliku ve stavech R (ROUTINE), L (LEAK) a E (kapacita ETS) (A),
R-L (volnd R kapacita), E-L (volnd ETS kapacita) a E-R (nadbyte¢nd ETS kapacita) méfené
v buitkdch BC44 a BC44 + BC44Fibr a vyjadfené na milion bun€k a sekundu (B), kyslikové toky
byly korigovany na zbytkovou spotiebu kysliku, p < 0,05

Také kontrolni respiracni poméry vztaZzené na ob¢ respiracni rychlosti R a E (tj. L/R
a L/E) byly vyznamné niz$i u bun¢k BC44 kokultivovanych s BC44Fibr, coZ potvrzuje
vysS§i stupen sprazeni oxidace a fosforylace u téchto bunék. LepsSi ucinnost produkce
energie a prenosu elektrontii v kokultivaci obou typl bun¢k je patrna také z rozdilti hodnot
(R-L)/R a (E-L)/E, které odraZeji efektivitu sptaZeni obou procest. [181]. RovnéZ pomér
R/E (podil bazélni respirace na celkové kapacité elektrontransportniho systému prenaset
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kyslik) byl statisticky vyznamné nizsi u kokultivovanych bunék BC44, coz opét naznacuje
moznost u¢innéjSiho sptazeni oxidace a fosforylace a potvrzuje celkové zvySeni oxidacni

kapacity uvedenych bunék. Vysledky respiracnich pomért shrnuje tabulka 25.

Tabulka 25 — Respira¢ni poméry

BC44 BC44 + t-test
BC44Fibr

kontrolni pomér spirazeni
L/E 0,32 +0,15 0,12 + 0,08 p<0,005 | pristavu E

kontrolni pomér spiazeni
L/R 0,69 £0,11 0,40 +£0,20 |p<0,001 | p¥istavaR

pomér spi‘azené respirace
R/E 0,47 £0.21 0,28 +£0,07 |p<0,05 a ETS kapacity

faktor sprazeni pii stavu
(R-L)YR | 0,31 0,11 0,6 +£0,2 p<0,001 |R

faktor nadbytecné ETS
(E-R)E | 0,53+0,2 0,72+0,07 |p<0,05 kapacity
(E-LYE | 0,68 0,15 0,88 + 0,08 p<0,005 | faktor sprazeni pri stavu E
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6 Zavérecné shrnuti

Terapeutickd rezistence nddorti pedstavuje zavazny klinicky problém. RozliSujeme
primdrni rezistenci, kdy nador viibec nereaguje na aplikovanou terapii a rezistenci ziskanou
neboli sekundérni, kdy po poc¢atecni klinické odpovédi terapie prestavaji pisobit a naddor se
stivd chemo ¢i radiorezistentni. Samotnd koncepce kombinacni chemoterapie byla
zavedena proto, aby co nejvice minimalizovala vyvoj terapeutické rezistence nadoru.
Pivodné se uvaZovalo tak, Ze aplikace kazdého jednotlivého cytostatika vzdy vede
k selekci nadorovych bunék, jejichz genetické a epigenetické zmény vylucuji klinickou
ucinnost daného cytostatika. PouZiti chemoterapeutické kombinace riznych cytostatik
s riznym mechanismem ucinku by mélo tuto mozZnost dramaticky snizovat, jelikoZ se
predpoklada, Ze klon bungk, jehoZ genom a regulace jednotlivych genil a proteinti zaklada
rezistenci vici jednomu cytostatiku, bude citlivy vici jinému [194, 195]. BohuZel klinicka
zkusSenost ukazuje, Ze nadory jsou v konecném stddiu vyvoje a progrese rezistentni
soucasn¢ vici vSem pro dany typ nddoru uréenych cytostatikiim a tudiZ chemoterapeuticky
nelécitelné.

Mnohocetna 1ékova rezistence nadorti je definovdna jako fenotyp, kdy expozice
urCitému cytostatiku indukuje vznik rezistence nejen proti tomuto cytostatiku, ale rovnéz
proti strukturné a mechanismem uc¢inku nepiibuznym cytostatikiim, kterym dana populace
nadorovych bun€k nebyla nikdy vystavena [196, 197]. Hlavnim praktickym piinosem
molekuldrni analyzy progresivnich sérii nadorovych bunécnych linii zaloZenych na selekci
dcefinych chemorezistentnich bunéénych linii, je moznost nalezeni vhodnych kandidati
pro biomarkery chemorezistence ¢i piimo cilové molekuly, jejichZ terapeutickd inhibice ¢i
jind modifikace by mohla chemorezistenci zvratit [36, 198]. V nasi praci jsme chtéli vyuZzit
ziskany bunéény model chemorezistence RT112 a RT112D2. Vysledky karyotypt
RT112 rodiny vSak doloZily, Ze dcefind bunécna linie RT112D21 neni odvozen4, jak bylo
pivodné publikovdno [165], z bunécné linie RT112, ale pravdépodobné jiz z vice
transformované sublinie, kterou jsme nazvali RT112Heidelberg. Pocatecni analyzy
bunécné linie RT112Heidelberg ukazaly, Ze linie je polyklondlni, klonogenni a spontanné
aktivuje program epitelidlné-mezenchymalni tranzice jako odpovéd’ na podminky bunécné
kultivace v rizném stupni bunécné denzity, pfiCemz dochazi ke sniZeni povrchové exprese
E-cadherinu se sou¢asnym zvySenim exprese vimentinu a indukci bunéné motility. Tento
se stav ukdzal reverzibilni — opétovné pifevedeni do subkonfluentni kultury obnovilo
epitelidlni charakter bunék (mezenchymalné-epitelidlni tranzice), spojeny se ztratou
motility a markert epitelidlné-mezenchymadlni tranzice a aktivaci nddorovych kmenovych
bunék. Tyto v podstaté ndhodné zjisténé vysledky by sice mohly poskytnout vysvétleni pro
procesy invazivity a metastazovani urotelidlniho karcinomu, kdy zvySeni bunéc¢né denzity
na bazédlni membrané papilarné rostouciho urotelidlniho karcinomu by tak mohlo spustit
proces epitelidlné-mezenchymadlni tranzice za cenu docCasné ztraty kmenovosti [186, 187,
199], ovSem pro studium chemorezistence se model ukizal jako nestabilni a pro dalsi
analyzy timto smérem zcela nevhodny.

Z vyse popsanych divodi jsme se pokusili ustanovit si model vlastni, ktery se
skladal ze dvou klondln€ piibuznych bunéCnych linii — BC44 a od ni odvozené dcefiné
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chemorezistentni linie BC44DoxoR [36, 162]. Tento model nejen Ze dokonale spliiuje
kritéria chemorezistence, ale podle veskerych dostupnych literarnich idaji se jedna o prvni
buné€nou linii karcinomu mocového méchyte s fenotypem mnohocetné 1ékové rezistence
anavic s chemorezistenci vic¢i vSem standardné pouZivanym chemoterapeutikiim pro
systétmovou chemoterapii urotelidlniho karcinomu. Existuje nékolik biologickych
vysvétleni mechanizmu mnohocetné 1ékové rezistence. Prvnim z nich je vysvétleni na
zéklad¢ aktivity efluxnich pump tzv. rodiny ATP-binding casette (ABC) [37, 175, 176].
Exprese nékterych ABC pump mulZe sice zapfiCinit rezistenci vuci jedné skupiné
cytostatik, ale zdrovenl zprostfedkuje senzitivitu vici skupiné jiné. Piikladem jsou P-
glykoprotein (ABCB1) nebo multidrug resistance protein 1 (ABCCI), které
pravdépodobné zvySuji citlivost bun€k vici gemcitabinu [201]. To vede k tomu, Ze je
velmi obtizné najit jakékoliv jednoduché vysvétleni fenotypu mnohocetné lékové
rezistence u BC44DoxoR bunék v ramci zvySené exprese efluxnich pump ABC. Soucasna
rezistence vuci “klasickym* substratim (doxorubicin, vinblastin, metotrexat) a soucasné
cisplatiné¢ a gemcitabinu by vyzadovala, jestliZze by jejim zdkladem m¢l byt zvySeny eflux
cytostatik, komplexni zmény v expresi fady transportérii rodiny ABC. Dal§i mozny
mechanismus mnohocetné 1€kové rezistence je celkové sniZeni apoptotické kompetence, at’
uz v disledku nadmérné exprese nékterého z mnoha inhibitorti apoptézy (Bcl-2, Bcl-XL,
XIAP aj.) nebo naopak muta¢nim vytazenim apoptotickych aktivatorii zejména na signdlni
draze tumor-supresorového genu 7P53 [196]. V uvahu také pfichdzi moZnost bunék obejiti
¢i oddaleni bunécné smrti prostiednictvim tzv. autofagie, zejména jeji specifické varianty,
tzv. mitofagie, pfi niZ se bunky selektivné¢ zbavuji mitochondrii a celd iniciace vnitini
apoptotické drahy je tak vyfazena [201]. Je docela pravdépodobné, Ze ncktery z téchto
mechanizmti bude ve hie rovnéz u BC44DoxoR bunék. V piedeslé praci Kocha et al. bylo
prokdzano, ze ptivodni matefskd nddorova bunécna linie BC44 neexprimuje funkéni p53
protein [161]. Tato okolnost mohla pfispét ke vzniku chemorezistentniho klonu, sama
o sobé ovSsem neposkytuje Zadné vysvétleni mechanizmu chemorezistence, nebot’ tato
mutacni zména je jiZ pfitomna v matefské bunécné linii, kterd je chemosenzitivni. BohuZel
se vSak ukazuje, Ze veSkeré klinické 1 experimentédlni pfipady chemorezistence, zejména
mnohocetné 1ékové rezistence, které byly analyzovany dostate¢né podrobné, odhalily
multifaktoridlni charakter tohoto fenotypu, jehoZ podstatou byla soucasnd aktivita nékolika
riznych mechanizmli chemorezistence [36]. Je velmi pravdépodobné, Ze mnohocetna
lékova rezistence u bunécné linie BC44DoxoR bude mit rovnéz komplexni zdklad. Je
ovSem dulezité upozornit, Ze se jednd pouze o experimentdlni model multilékové
rezistence urotelidlntho karcinomu, ateprve jeho dalSi analyzy ukdZi, nakolik jsou
mechanizmy chemorezistence u BC44DoxoR bunék klinicky relevantni. Vzhledem
k tomu, Ze v soucCasné dobé jiz existuji podobné modely mnohocetné 1€kové rezistence
u karcinomu moc¢ového méchyte, bylo by vyhodné tyto systémy porovnat a eventuelné
podrobit dalsim molekuldrnim analyzam, zejména se zaméfenim na diferencidlné
exprimovanné geny, popi. proteiny. I kdyby se zjiSténé molekuldrni mechanizmy daly
aplikovat pouze na Cast chemorezistentnich klinickych nadord, pro tuto Cast pacientii by
mohly byt ziskané poznatky velmi podstatné pro vypracovéani 1écebnych postupli pro
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zmirnéni ¢i prekondni chemorezistentniho fenotypu, a tim i odpovidajici zlepSeni 1écebné
odpovédi.

Zcela jinym mechanismem terapeutické rezistence jsou komplexni procesy
v nddorovém mikroprostfedi, zejména interakce s nadorovym stromatem. Podstatny
piispevek nddorového stromatu ke vSem klicovym znakiim karcinomt je v soucasné dob¢
nesporny, piesto je klinické vyuZziti téchto poznatkii mnohem problematictéjsi, nez by se
mohlo zdéit. Jednim z divodd je vysokda heterogenita slozeni a funkce stromdlniho
prostiedi, a to nejen u jednotlivych typt karcinomt, ale dokonce i mezi jednotlivymi
pacienty s podobnym typem nddoru. Napiiklad u karcinomu pankreatu se ukazuje, Ze
fibroblasty vyrazné potlacuji rast nddorovych buncék a pfispivaji tim ke zlepSeni
terapeutické odezvy [202]. Naproti tomu ale riist a progrese karcinomu mocového méchyte
jsou podporovany pravé nddorové asociovanymi fibroblasty [90], coZ potvrzuje i klinicky
nédlez vysoké stromdlni exprese CD90 jako negativniho prognostického faktoru. Stroméalni
bunécnd populace je u karcinomt vzdy heterogenni a zahrnuje nejen normalni a nddorové
asociované fibroblasty, ale také rizné dals$i populace mesenchymaélnich bunék, jako jsou
rekrutované mesenchymalni kmenové builky, fibrocyty, endotelové buiky, bunky
hladkého svalstva vcetné pericytl a imunitni buniky. Tato rozsihld a sloZitd bunécna
heterogenita je z velké ¢4sti zachovana pouze v primdrni kultufe a mize tak predstavovat
velmi vdZznou piekdzku pro jakékoli podrobné pochopeni interakce mezi samotnym
nadorem a stromatem.

Pro blizsi analyzu této sloZzité interakce byla odvozena bunécnd linie stromélnich
fibroblastii BC44Fibr, kterd vykazuje vysoky stupeii homogenity. Podrobna charakterizace
BC44Fibr ukézala, Ze uniformni stromdlni bunky se podileji na mnoha transformovanych
vlastnostech nddorovych bunék zejména béhem vzniku, vyvoje i progrese karcinomu. Nase
analyzy ukdzaly, Ze tyto prominentni stromdlni buiiky maji vyrazné vlastnosti podporujici
nador jako je stimulace proliferace, motility, kmenového fenotypu ¢i podpora terapeutické
rezistence. Dokonce se ukazuje, Ze i protinddorovd imunitni odpovéd je znacné
modulovdna komplexnim mikroprostfedim nddorti, nebot’ ndmi analyzované stromdlni
fibroblasty BC44Fibr jsou aktivni imunosupresivni nddorovou populaci.

Néami vytvoreny experimentdlni systém BC44 + BC44Fibr se zda byt velmi vyhodny
i z jiného pohledu. Pivodni klinicky nador byl patologicky klasifikovan jako pT4 G3 [161]
a velmi pravdépodobné piedstavuje relativné menSinovy piipad pavodné papilarniho
nadoru. Je zfejmé, Ze piuvodné roste jako papildrni nador, ktery je velmi chudy na
stromdln{ buniky. Tyto typy nddort vSak pfi priniku pfes bazalni membranu postupem casu
ziskavaji ptistup k suburotelovym fibroblastim [173, 174, 203], které rapidné podpoii
jejich progresi. Podstatnou roli v celé situaci hraji pravdépodobné i hustota primarni
nddorové kultury, kdy se diky ndhodné zjiSténym vysledkim u RT112Heidelberg
priklanime k ndzoru, Ze epitelidlné-mezenchymadlni tranzice je spiSe inhibujim faktorem
pro rozvoj kmenového fenotypu naddorovych bunék [204, 205]. Tim by nad$ experimentalni
systém mohl poskytnout cenny pohled na soucasné¢ nejméné¢ zkoumanou drdhu progrese
urothelidlniho karcinomu mocového méchyie, jmenovit¢ vyvoj puvodné papilarnich
povrchovych nddort na invazivni typy urotelidlnich karcinomi.
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Soucasnd kokultivace nddorovych fibroblastl s nddorovymi bunéénymi liniemi
senzitivnimi vic¢i urCitému chemoterapeutiku poskytuje uzZiteny model komplexni
terapeutické rezistence. V tomto uspotfdddni dochdzi po aplikaci chemoterapeutik
k vyraznému zvétSeni subpopulace kmenovych bunck. Diferencované bunky jsou
chemoterapii usmrceny, ale diky chemorezistenci kmenovych nddorovych bunék jsou
okamzit¢ nahrazovany dalSimi postupné diferencujicimi buiikami. Vysvétlenim by mohl
byt prostaglandin E2, ktery se uvolfiuje z odumirajicich nddorovych bunék a zpétné
stimuluje subpopulaci nddorovych kmenovych bunék [8]. Nador se pak vlastné stava
primdrné rezistentnim bez ohledu na pouzité chemoterapeutikum. Dalsi piiklad
chemorezistence se ukdzal pfi kokultivaci nddorové bunécné linie SW780 spolecné
s BC44Fibr. Zatimco etablovand bunécnd linie SW780 je sama o sob¢ senzitivni vici
TRAIL, jakoZto k latce, kterd je povaZzovéna za slibny terapeuticky prostiedek, protoze je
schopna selektivné aktivovat apoptézu pouze v nadorovych buiikdch, pti kokultivaci
s BC44Fibr svoji senzitivitu ztrdci [163]. Soucasn¢ s tim dochdzi opét k aktivaci
fenotypovych charakteristik nddorovych kmenovych buné€k, povazovanou za inherentné
rezistentni bunécnou subpopulaci. Apoptéza byla relativné dlouhou dobu povazovana za
imunologicky tichy typ bunéné smrti. Neddvné studie vSak dokladaji, Ze nékteré zpisoby
oSetfeni nddorovych bunék jako je napiiklad ionizujici zafeni Ci aplikace nékterych
chemoterapeutik bézn¢ uZivanych i v 1é€b¢ karcinomu mocového méchyie (doxorubicin,
gemcitabin, cisplatina, vinblastin) maji imunomodulaéni efekt a mohou tak v nékterych
piipadech indukovat imunogenni bunécnou apoptézu [206, 207]. Imunologickd bunécna
smrt je pak doprovdzena stimulaci imunitniho systému zejména dendritickych buné¢k
pomoci specifickych molekul oznacovanych jako DAMP (danger associated molecular
pattern). Z toho vyplyvéa, Ze typ bunécéné smrti neurcuje, zda jde o imunogenni smrt, ale
rozhodujici je typ podnétu, ktery bunécnou smrt zah4jil [102, 208, 209]. Z tohoto divodu
se nyni uzndva, Ze urCité typy chemoterapie mohou podpofit imunitni mechanizmy, zvysit
imunogenicitu nddorovych bun¢k a pfispivat tak k eliminaci nebo alespofi kontrole riistu
nadoru i1 v jeho pokrocilych stadiich [209, 210]. V pfipadé poSkozeni buné&né DNA
chemoterapii dochdzi k aktivaci proteinu p53, jehoZ hlavni funkci je zastaveni bunééného
cyklu a navozeni apoptézy. Nadorové buiiky maji ale vétSinou poruSenou apoptézu
a stdvaji se tak nejen vyrazné¢ chemorezistentni ale zdroven iimunorezistentni.
K imunorezistenci do jist€é miry pfispivaji istromdlni bunky, které jsou podporoviny
nadorovymi bunikami, kterym je pak diky stromdlnim buiikdm zpétné poskytnuta ¢astecna
ochrana pfed bufikami imunitniho systému. My jsme v naSi praci ukdzali, Ze BC44Fibr
maji na alogenné stimulované T-lymfocyty vyrazny imunosupresivni vliv, coZ ukazuje na
potencidlni moznost téchto bunck negativné regulovat imunitni odpovéd u karcinomu
mocového méchytfe. Kromé toho se na my$im modelu ukdzalo, Zze CD8" T-lymfocyty
a pravdépodobné asi i NK buiiky vyrazné secernuji TRAIL, ktery pak senzibilizuje
nadorové buiiky k apoptéze. Stromdlni bunky, které vyrazné inhibuji aktivitu T-lymfocytt,
by mohly chrénit nddorové bunky pifed apoptézou indukovou TRAILem [211].
Imunoterapie cilend nejen na nadorové bunky samotné, ale i na nddorové asociované
fibroblasty by mohla zlepSit potencidl imunoterapie jako takové a v kombinaci
s chemoterapii predstavuje dal$i moZny pfistup v 1é¢bé nddorovych onemocnéni. VSechny
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tyto mechanizmy komplexni terapeutické rezistence, ptuvodné definované na zdkladé
jediného bunééného modelu (BC44Fibr), maji univerzdlni platnost, jak doklddd nejen
jejich reprodukovéni na heterolognim bunééném modelu MBT (myofibroblastickd bunéénd
linie) ale 1 dostupné klinické vysledky.

Vysledky ziskané pomoci respirometrie ukazuji, Ze mitochondridlni spotieba kysliku
buné¢k BC44 byla ovlivnéna fibroblasty jak na kvalitativni tak kvantitativni drovni. Bunky
kultivované spolecné se stromdlnimi builkami vykazovaly vyznamné vysS$i spotiebu
kysliku souvisejici s produkci ATP (R-L), coZ nebylo dosaZeno zvySenim fyziologické
spotieby kysliku (stav ROUTINE), ale spiSe sniZzenim spotieby kysliku ve stavu LEAK.
Kromé toho byla nadbytecnd kapacita E-R vyznamné zvySena pomoci fibroblastl, coz
naznacuje silné€jsi kontrolu vyvijenou fosforylacnim systémem nad fyziologickou respiraci.
V soucasné dobé existuji nejméné dvé hypotézy, které by mohly vysvétlovat zmény
v metabolismu nadorovych bunék, které jsou v kontaktu s fibroblasty. V prvni teorii, tzv.
teorii metabolického parazitismu, pouzivaji nddorové bunky cileny oxida¢ni stres proto,
aby ziskaly Ziviny ze sousednich fibroblastii, ¢imZz pak nésledné¢ zvySuji vlastni,
mitochondridlni funkce vcetné¢ oxidacni fosforylace a mitochondridlni biogeneze [212,
213]. Druh4 teorie pfedpokladéd horizontalni prenos mitochondrii ze stromélnich bunék do
bun€k nadorovych s cilem navysit oxidacni procesy v nddorové buiice [214, 215]. Na
zdklad¢ naSich vysledkd, tj. nezménéné bazdlni respirace, zvysené Kkapacity
elektrotransportniho systému a sniZzené respirace ve stavu LEAK (souvisi efektivitou
produkce ATP) u BC44 kokultivovanych se stromdlnimi buiikami BC44Fibr, Ize fici, Ze
moznym vysvétlenim je zisk vhodnych substrati ze sousednich fibroblastii nebo humoralni
komunikace mezi fibroblasty a nddorovymi buiikami, kterd zvySuje u¢innost energetického
metabolismu vlastnich nddorovych bunék a zlepsuje tak dostupnost ATP.
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7 Zavér

Chemorezistence a relaps nddor jsou béZznymi problémy, které je tieba feSit ke
zlepsenti kvality Zivota a délky Zivota pacientil. Spatné terapeutickd odezva a prognéza jsou
disledkem mnoha slozitych molekuldrnich udalosti, mezi které patfi mimo jiné:
i) interakce mezi karcinomovymi a stromalnimi buiikami, které vedou k obohaceni nddoru
o kmenové bunky, pfeprogramovani migracniho a metabolického potencidlu, ii) indukce
heterogenity nddorové populace, kdy néckteré bunky zvySuji sviij migracni potencidl,
zatimco jiné méni svij fenotyp blize ke kmenovému, iii) G¢inky z4vislé na hustoté bunck
v nddorové mase, které mohou indukovat epitelidlné-mezenchymalni prechod, ménit
funkCnost a ucinnost mitochondrii, coZ v kone¢ném diisledku ovliviiuje apoptézu
a chemosenzitivitu.

Prace byla zaméfena na dikladnou a komplexni analyzu jedine¢ného
experimentdlniho modelu nddor — stromadlni interakce karcinomu mocového méchyfe,
ktery se sklddal z bunécné linie nddorové asociovanych fibroblasti BC44Fibr a nddorové
bunécné linie BC44 pochdzejici ze stejného nddoru jedné pacientky s karcinomem
moc¢ového méchyte. Byly charakterizovany komplexni ucinky na bunécnou proliferaci
amotilitu a zdroven iimunomodulacni vlastnosti fibroblasti BC44Fibr. Ziroveii bylo
mozné se diky tomuto vhodnému modelu podrobné zaméfit na G¢inky na chemorezistenci
a na bunéfny metabolismus. Pfi srovndni oxidativni fosforylace bunék BC44
kultivovanych samotatné nebo v spolecné s fibroblasty BC44Fibr, bylo v kokultivaci dvou
typt bunék zjisténo vyznamné zvyseni vSech naméfenych mitochondridlnich respiracnich
parametrii. Tato data podporuji nazor, Ze stromdlni bunky maji na nddorové kmenové
buriky silny podptrny vliv a jsou v souladu s vysledky recentnich publikaci, které uvadi, ze
metabolismus nékterych typt kmenovych naddorovych bun¢k zdsadné zavisi na oxidativni
fosforylaci [216-218]. PfestoZze se v analyze genl nepotvrdil Zadny vyrazny efekt
stromdlnich bunék na expresi ,.kmenovych* gend, ostatni metody zaméfené na identifikaci
kmenovych bunék prokdzaly jednoznacny vliv fibroblastii [90].

Dal$im unikdtnim modelem, ktery byl pfi zpracovani dizertacni price pouZit, byla
chemorezistentni bunécnd linie BC44DoxoR, kterd byla odvozena dlouhodobou kultivaci
ve vzrustajici koncentraci cytostatika [36, 162]. Vyhodu tohoto ndmi odvozeného modelu
vidime v moZnosti dale jej podrobn¢ biologicky a molekuldarné charakterizovat a odhalit
tak biologické mechanismy, které za pozorovanou chemorezistenci stoji. Tyto
diferencidlné¢ exprimované geny by ndsledné mohly ziskat klinicky vyznam, at uz jako
prognostické a prediktivni markery, tak i popf. jako terapeutické cile za ucelem zvraceni
klinické chemorezistence nadora.
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