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ANOTACE

vvvvvv

v ramci odhaleni maligni transformace bun¢k epitelidlnich nadorti. V prvni ¢asti jsou shrnuty
charakteristiky malignich bun€k a procesy vyuzivané buiikou ve snaze potlacit nebo podpoftit
maligni transformaci. V hlavni ¢asti jsou popsany epitelialni nadory, cirkulujici nddorové
buiiky a néasledné¢ pak metody diagnostiky, které se pouzivaji pro odhaleni nadorového
onemocnéni, vcetné tumormarkert. Prace je proloZena aktudlnimi in vitro studiemi
vyuzivajicimi nadorové bunécné linie. Na zdvér prace jsou strucné popsany terapeutické

moznosti 1é¢by nadorovych onemocnéni.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Diagnostics of Malignantly Transformed Cells

ANNOTATION

This bachelor's thesis is devoted to the most important methods currently used in the detection
of malignant transformation cells of epithelial tumor cells. The thesis introduction summarises
the characteristics of malignant cells and the processes used by the cell in an attempt
to suppress or promote malignant transformation. Main discussion describes epithelial tumors
and circulating tumor cells as well as explores diagnostic methods used to detect cancer,
including tumor markers. In vitro studies are used in this thesis to exemplify the use of cancer

cell lines in order to arrive at a conclusion for therapeutic options for cancer treatment.
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UvVoD

Nadorova onemocnéni zustavaji jednou z nejvétSich vyzev pro lidské zdravi. Svétové
organizace, které se touto problematikou zabyvaji, uvad¢ji, ze v roce 2040 pocet novych
piipadii s nddorovym onemocnénim bude kolem 30 miliond a pocet imrti s nimi spojenych
pfekond 16 miliond. Tato problematika mize byt zapfi¢inéna mnoha faktory,
vcetné genetickych predispozic, geografickou lokaci nebo Spatnym zivotnim stylem.

V téle kazdého c¢lovéka dochazi k maligni transformaci bunck kazdy den. Dale zalezi
nareakci organismu, pfipadné¢ zda dokdze malign¢ transformované bunky eliminovat
nebo zabranit jejich vzniku. Eliminaci téchto bunck zajistuji mechanizmy, které jsou schopny
télo branit. Pfi jejich selhdni se bunka maligné pfeméni a dochazi k tvorbé nadoru.
Zapouzdieny nador, ktery vznikd jako jeden celek, je nadorem benignim,
pii kterém nedochazi k tvorbé metastaz. OvSem pokud nador neni celistvy, jednad se o nador
maligni, u kterého se velmi Casto objevuje riziko vzniku metastaz. Prav€ u téchto nadori
je velice dilezité odhaleni maligné¢ zménénych bunék, k cemuz lze vyuzit nddorové markery,
které jsou uvoliiovany pii procesu zméeny fyziologické bunky v bunku maligni. Maligni bunky
se daji ohladit také in vitro, naptiklad pomoci barveni tkén¢, které odlisi fyziologickou tkan
od tkan€ nadorové.

NejcastéjsSim typem nadord jsou nadory epitelidlni, jinym ndzvem karcinomy,
na které je tato prace zamcfena. Zaroven je u vétSiny téchto karcinomu velka
pravdépodobnost vzniku metastaz, proto je vcasna diagnostika velice dulezitd pro preziti
pacienta. Odhaleni téchto malignit probira pomoci cirkulujicich nddorovych bungk, neboli
vySetieni tekutou biopsii, kterd se stdva stale vice dilezitou v klinické praxi. V poslednich
letech byly vyvinuty nové systémy, které pomahaji pfi detekci téchto bun€k u pacienta
s nadorovym onemocnénim. Kvili vzacnosti téchto bunck vsak stale nedoslo k dokonalosti
jejich izolace a detekce. Na zaklad€ této problematiky se jiz fadu let provadi in vitro studie
cirkulujicich nadorovych buné¢k s uspesnymi pokusy jejich kultivace. Kultivovatelné bunécné
linie pomdhaji odhalovat dalSi vlastnosti téchto vzacnych markert, coz se dale vyuziva
pro testovani terapeutickych moznosti epitelidlnich nadorit pacienti. Proto je diagnostika
in vitro stejné dilezitd jako in vivo, jelikoZ poméaha zpomalit ¢i zcela zamezit progresi

karcinomu a zaroven pfispiva v klinické praxi.
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1 Maligni transformace bunék

1.1 Charakteristika maligné transformovanych bunék

Maligni transformace bunék se vyznacuje zejména nepfetrzitym délenim. Tento d¢j
muze byt jednim ze znakll nddorovych bunék. V tomto ptipadé se nekontrolovatelné
proliferujici builky Sifi télem a napadaji fyziologické tkané (Abbott et al., 2019).
Nadorova butika se mliZe liSit oproti fyziologické buiice i stavbou, mnoZstvim jader a jadérek,
strukturou chromatinu v jadfe a mnozstvim cytoplazmy v bufice, coz je naznaceno

v obrazku 1 (Cremer et al., 2003).

Mensi mnozstvi

Jedno jadérko Deformovana burika cytoplazmy

Jedno jadro

Vice jader

. . Jemny chromatin Hruby chromatin Vice jadérek
Velké mnoZzstvi
cytoplazmy
FYZIOLOGICKA BUNKA NADOROVA BUNKA

Obrazek 1: Rozdily mezi fyziologickou a nadorovou buiikou.
Vytvoteno v BioRender.com.

Vyvoj a progrese rakoviny probihd prostfednictvim trvalé proliferace, vyhybéani se
rustovym supresoriim, rezistence vici bunééné smrti, replikaéni nesmrtelnosti, angiogeneze,
metastazovani, pieprogramovani metabolismu, ¢i vyhybani se imunitni destrukci

(Abbott et al., 2019).

1.1.1 Angiogeneze a proliferace
V transformovanych bunkéach dochazi k poruchdm metabolismu tak, aby co nejefektnéji
podporovaly nekontrolovatelnou proliferaci. Pfestavby bunéfnych metabolismi vedou

k charakteristickym metabolickym fenotypim, které lze v diagnostice pouzit pro casnéjsi
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odhaleni onemocnéni ¢i jako biomarkery odpovédi na léCbu. Jednou z nejzndméjSich
metabolickych  zmén v nadorovych  builkdch je zvySena spotieba  glukozy,
ktera je detekovatelnd pomoci metody pozitronové emisni tomografie (PET) pro pocatecni
stanoveni stadia rakoviny (Schmidt et al., 2021).

Dalsim faktorem, ktery je pro nepietrzité déleni bunék zapottebi, je proces angiogeneze.
Je to d¢j, pii kterém se z jiz existyjicich cév vytvafeji cévy nové a probiha
1 ve fyziologické bunice. V nadorovych tkanich se vyskytuje vice forem angiogeneze.
K jedné z nich dochazi po vylou€eni proangiogennich faktori do extracelularni tekutiny,
které aktivuji endotelidlni buiiky. Pro vytvoreni funkéni cévni sité se tyto endotelidlni bunky,
které¢ migruji podél koncentra¢niho gradientu proangiogennich faktorti, pfipojuji k cévam.
Krevni cévy v nadorovych tkanich jsou tvofeny ptedevsim endotelovymi buiikami.
Tyto cévni modulace mohou podpofit rozmnoZzovani maligné transformovanych bungk, invazi
a také metastazovani nadoru. Angiogeneze poskytuje nadorovym builkkdm ziviny, kyslik
a odstraiiuje metabolicky odpad. Prostiednictvim modulace cév mad nador moznost
metastazovat a migrovat tak z primarniho mista vyskytu na vhodnd mista pro dalsi rust.
Timto procesem si nador vytvari své mikroprostiedi, které produkuje velké mnozstvi faktord

pro dalsi podporu naddorové angiogeneze (Jiang et al., 2020).

1.1.2 StraZce genomu p53

Velmi dualezitou lohu v ochrané proti maligni transformaci bunky hraje tumor
supresorovy gen TP53. Tento gen kdduje protein p53, ktery je transkripénim faktorem
zabranujicim vzniku nadoru a jeho rozSifovani. Ve fyziologickych bunkach a tkanich
jsou hladiny proteinu p53, za nestresovych podminek, nizké. Aktivovany mize byt Sirokou
Skalou extra- a intraceluldrnich stresovych signdli, vcetné poskozeni deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), aktivace onkogent, ¢i zmény hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS).
Témito stresovymi signdly je protein p53 aktivovadn prostiednictvim prosttranslacnich
modifikaci, jako je napiiklad fosforylace, acetylace, metylace. Pokud dochazi k jeho mutaci,
mutace nasledné zplisobuje poruchy kontroly ristu bun€k, apoptézy, opravy DNA
a angiogeneze. U vice jak poloviny nadort je protein p53 zmutovany. Po jeho mutaci mize
z tohoto nadorového supresoru p53 vzniknout mutantni protein p53 (mutp53), ktery nejenze
ztraci schopnost potlacit nador, ale také ziskdva nové aktivity, které podporuji nadorové
bujeni. Mutp53 se vnadoru casto hromadi ve velmi vysokych hladinach, coz pfispiva
k maligni progresi. Kvili jeho vyznamnému podilu na rozSifovani malignich bunck

se mutp53 stal v posledni dob¢ atraktivnim cilem pro 1écbu rakoviny (Yue et al., 2017).
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1.1.3 Role reaktivnich forem kysliku p¥i maligni transformaci bunék

ROS vznikaji pfi mnoha bunéénych procesech a maji podil na bunécné signalizaci.
Produkce ROS je kontrolovdna zménami v metabolickych a signalnich drahach (Obr. 2),
které probihaji prostfednictvim aktivity rozdilnych antioxidacnich systémi, coz udrzuje
homeostazu fyziologickych bunék. Ohrozujicim faktorem pro buiku mohou byt zvySené
hladiny ROS, které maji Skodlivé u¢inky na homeostazu, struktury a funkce bunck, coz mize
vést k oxidacnimu stresu, n¢kdy az k indukci bunécné smrti. MozZnost rozvoje riznych
patologii je rizikovym faktorem, ktery vznikd po naruseni redoxni rovnovahy. ZvySenou
hladinou ROS se vyznacuji nadorové bunky, coz mlze byt také disledkem zmén v mnoha
procesech, jako je oxidativni fosforylace, aktivita oxidaz ¢i skladani proteinti. ROS mohou
vznikat také v mikroprosttedi nadoru, proto hraji ve vyvoji naddorovych onemocnéni dvoji
roli. Na jedné stran¢ mohou podporovat molekuldrné genetické zmény, které jsou nezbytné
pro iniciaci, rist a progresi naddoru a také pro ziskani rezistence k 1écbé (Kumari et al., 2018).
Na druhou stranu maji trvale zvySené hladiny ROS cytotoxické Uc¢inky, vyvolavaji aktivaci

apoptotickych drah nebo inhibuji rezistenci vici protinadorové 1écbé (Galadari et al., 2017).

Ionty prechodnych kovii Mitochondrie
Katabolismus tymidinu Peroxizomy
Polyaminovy katabolismus Endoplazmatickeé retikulum
Signalni drahy Oxidazova aktivita

.-~ *Nadorové mikroprostredi

v

! Fyziologické bunky =~ Nadorové burky

Obrazek 2: Hlavni zdroje produkce ROS ve fyziologickych a nadorovych buiikach.
ROS = reaktivni formy kysliku. Upraveno dle Snezhkina et al., 2019.
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1.2 Metastazy

Metastazovani je vicestupnovy komplikovany proces zahrnujici mnoho faktort.
Nejprve musi metastazujici nddorové bunky proniknout do okolni vazivové tkané zlazy
Ciorganu ze tkané vystylajici nédor. Dale je podminkou jejich prinik do cév
a preziti v cirkulaci. Z krevni cirkulace se nésledn¢ naddorové bunky mohou dostat do jiné
tkan¢ ¢1 organu. V tomto cilovém organu pak metastazujici bunky pronikaji do matrix a dale
rostou. Cely proces probihd pii soucasném vyhybani se destrukci vlivem imunitniho systému.
Metastatické néadorové buiky piednostné rostou v sekundarnich mistech s pfiznivym
mikroprostifedim.  Zivotaschopnost  cirkulujicich  nadorovych  bungk je  vyssi,
pokud jsou zaClenény do heterotypickych fragmenti nédorovych kmenovych bun¢k.
Pti interakcich naddorovych bunék s bunkami imunitnimi v cirkulaci se mohou tvofit shluky,
které v tomto piipadé mohou tvofit tzv. emboly. Timto shlukovanim bun¢k se miize zvysit
pravdépodobnost metastazovani (Duda et al., 2010).

Klicovou vlastnosti malignich bunék je jejich schopnost oddélit se
od primarniho nddoru a  zaklddat metastatickd loziska na vzdalenych mistech.
Ptijatelnymi cestami pro metastatické Sifeni jsou cévni a lymfatické cesty. Dalsi cestou
muze byt Sifeni nddor v nervech a podél nich. Proces nadorového Sifeni se nazyva
vice slovnimi spojenimi, jednim z nich je perineuralni invaze (PNI). Po karcinomech hlavy
akrku, u kterych se PNI vyskytovala v minulosti nejvice, se nyni PNI objevila
jako klicovy patologicky rys mnoha dalSich malignit, v€etné¢ karcinoml slinivky bfiSni
(PDAC), prostaty (CaP), tlustého stfeva a konecniku (CRC). PNI je vSak u mnoha malignit
markerem Spatného vysledku a piedpokladu zkraceného pieziti (Liebig et al., 2009).

Béhem metastazovani nadord dochazi k  selektivni  aktivaci  onkogenli
a selektivni inaktivaci nadorovych supresorovych genit béhem vyvoje a rozSifovani nadort.
Tento proces zahrnuje nékolik molekularnich mechanizmi, mezi které patii i bunécna fuze

a epitelidlné-mezenchymalni ¢i mezenchymalné-epitelidlni pfechod (Zhang et al., 2021).

1.2.1 Bunééna fuze

Proces bunécné faze, jinak oznacovany také jako bunécnd hybridizace,
se bézn¢ objevuje u fady organismli a ma velice dulezité¢ biologické disledky. Je to proces
spojovani jedné ¢i vice bunc¢k v jeden celek, a to bud’ prostiednictvim jejich plazmatické
membrany ¢i bunécnych jader. Takto vzniklé celky, oznaCované jako fuzni hybridy, ziskavaji

genetické a fenotypové vlastnosti obou rodiovskych bunék. Mimo fyziologické d&je
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ma bunéna fize vyznam také pii déjich patologickych, jako je virova infekce
nebo progrese nadord.

Mezenchymalni stromdlni bunky a také nadorové buiikky mohou podléhat spontanni
nebo indukované fuzi, kdy vznikaji tzv. fizované bunky. Fuzované buiky vykazuji zvySeny
metastaticky potencidl a vys§i miru proliferace. Déle tyto bunky také prochazeji
epitelidlné-mezenchymalnim procesem (EMT) s vyraznymi zménami exprese markerQ
souvisejicich s EMT, napiiklad snizeni regulace E-kadherinu a zvyseni regulace N-kadherinu
a vimentinu (VIM). Kromé toho se ve sloucenych bunikédch vyznamné zvysily hladiny exprese
mnoha markerd kmenovych bunék. Fuzované bunky mezitim ziskavaji vlastnosti podobné
kmenovym bunkam, jako je zvySena tumorigenita a odolnost vic¢i Iékim. EMT je dulezitym
spojovacim clankem mezi bunéfnou fuzi a tvorbou nadorovych iniciativnich bun¢k.
Tento proces je naznaceny na obrazku 3 (Zhang et al., 2021).

Mezenchymalni
stromalni

buriky Nadorové

_{ Fuzované buriky HILCIEVIiVHI
uniky

+ Bunécna fuze EMT

Nadorové
buniky

Obrazek 3: Proces vzniku nadorovych iniciativnich bunék.
EMT = epitelidlné-mezenchymalni pfechod. Upraveno dle Zhang et al., 2021.

1.2.2 Epitelidlné-mezenchymalni piechod

Pii EMT ziskavaji jednotlivé epitelidlni buiky vlastnosti mezenchymalnich.
EMT a mezenchymalnég-epitelialni pfechod (MET) tedy umoziuji buikdm ptechod
mezi epitelidlnim mezenchymalnim stavem, coZz ma vyznam jak pfi normalnim vyvoji,
tak pfi metastazovani nador. Tyto pfechody jsou mozné diky regulacnim modifikacim,
pomoci transkripénich faktord, které v normalnim procesu zvysuji diferenciaci populaci
bun¢k v organismu. Pokud k podobnym zménam dojde u nadorovych bunck, stavaji se
tyto builkky metastatickymi. Metastdze jsou schopny pouze bunky, kterym se povede

vyhnout se urcité forme programované bunééné smrti.
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EMT je povazovan za prvni krok nadorové invaze a metastazovani,
které jsou brany za zakladni charakteristiky. V diagnostice hraji tyto piechody dulezitou roli
jako ukazatelé zhoubnych nadorti, které jsou také hlavni pfi¢inou timrti pacientii s rakovinou
(Zhang et al., 2021). V Sirokém pojeti 1ze EMT popsat jako proces, do které¢ho jsou zahrnuty
molekularni  zmény, snizené rozpoznani, adheze bun¢k a zvySeny potencial
bunécné pohyblivosti.

Zmény nadorovych bunék prochazejicich EMT a jejich nasledné metastazovani
na sekundarni misto jsou naznafeny na obrazku 4. Nadorova buika projde EMT, tim zacne
ztracet sviyj epitelidlni fenotyp. Dochdzi ke ztrat€¢ integrini a receptort pro vazbu
mezi bunkami. Kromé& toho jsou stromalni bunky, které se nachdzi v blizkosti
nadorovych bun¢k, poSkozeny. Nadorové bunky prochdzi EMT a tim ovliviiuji stromalni
bunky, které se také zacinaji pfeménovat. Po dokonceni pfechodu se nadorova buiika piesune
na nové misto, coz se doprovdzeno dal$imi zménami zahrnujicich MET. Tyto zmény zpisobi
ukotveni metastatické nadorové bunky na vzdaleném misté a vytvoii se sekundarni nador.

Stromalni buiikky v novém misté nadoru také projdou zmeénou (Heerboth et al., 2015).

2. Nadorové
buriky zacinaji
ztréacet epitelidlni
primérn{ epitelidlni 1. Zacinaji fenotyp,
nadorové buiiky zmény stromalni buiiky

Vv expresi se zacinaji
genti meénit
ECM

mezenchymalni stromalni butiky

3. Ztrata mezibunécnych receptorti
a integrinti

4. Sekrece MMP,
invaze

do bazalni
5. Expanze invazivnich membrany
mezenchymalnich bunék, S
z nichZ nékteré projdou %
MET a vytvori
sekundarni nador
ch i ! ! ! E

Obrazek 4: Epitelidlné-mezenchymalni prechod..
ECM = extracelularni matrix; MMP = matrix metaloproteinaza;
MET = mezenchymalné-epitelialni prechod. Upraveno dle Heerboth et al., 2015.

6. MET vede k zisku
integrinti a mezibunécny
receptord
\% sekundarmrn rmste
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1.3 Obranné mechanizmy bunék proti maligni transformaci

Nestabilita genomu je charakteristickym znakem nadorového bujeni. Replikace DNA
je nejzranitelngj§im bunéénym procesem, ktery k rakoviné mize vést. Léze DNA
mohou vznikat chybami v replikaci DNA, ptlisobenim genotoxickych sloucenin, vcetné
bunéénych metabolitd, nebo ultrafialovych a ioniza¢nim zéafenim. Zdrojem endogenniho
poskozeni DNA jsou jiz zmiflované ROS. Fyziologické bunky reaguji na poskozeni DNA
aktivaci kontrolniho bodu poskozeni DNA. Mimo tuto aktivaci dochazi k pouziti rGznych
opravnych cest. Pokud poSkozeni DNA pietrvava, bunky podléhaji napiiklad apoptdze
nebo senescenci, které jsou popsany nize. V opaéném piipadé se mize vyvinout rakovina
vespojeni s  dlouhodobym bunéénym stavem  globalni nestability = genomu

(Gaillard et al., 2015).

1.3.1 Programovana bunécna smrt

Bunééna smrt ma fyziologické a patologické funkce. Zivotnost bundk se muiZe
pohybovat od nékolika dnli az po mnoho let, v zavislosti na typu bunky.
Mnoho fyziologickych procesit vyuziva pro fadnou funkci bunéénou smrt, jako je naptiklad
selekce B a T bun¢k. Kazdy den umiraji miliardy bunék a jsou rychle odstranény fagocyty.
Tento proces odstranovani mrtvych buné¢k funguje za normélnich podminek hladce
a prokazuje tak ucinnost fagocytarnich procest. Systém vSak muize byt zatizen hromadénim
velkého mnozstvi bunéck, které zemiely nahle, jako napiiklad beéhem infekci, chronického
zanétu a posSkozeni tkané. Nahla a neomezend bunécna smrt ma za nasledek masivni uvolnéni
bunééného obsahu do extracelularniho prostoru. Uvolnéné molekuly plisobi jako signal
poskozeni, zndmé jako danger-associated molecular patterns (DAMPs). Pfitomnost DAMPs
v extraceluldrnim prostoru vyvolava silnou imunitni reakci. Tato reakce tidi dalsi fagocyty
a imunitni bunky, které odstrani hrozbu a podpoifi opravu tkani (Rani et al., 2017).
Béhem infekci vyvolava ptitomnost pathogen-associated molecular paterns (PAMPs)
specifické antimikrobidlni imunitni reakce ke kontrole infekce. Za urcitych okolnosti mohou
bunky regulovat jejich smrt, tak aby pfizpiisobila imunitni reakci a tim se zménil i dopad
jejich smrti na okoli. Nejlépe prozkoumanymi formami programované bunééné smrti jsou
apoptoza, nekroza (Obr.5) apyroptdéza. K dalSim typim programované bunétné smrti
dochazi v ur€itych stavech bunééné toxicity, Casto vyvolanych farmakologickou lécbu,

napiiklad u protirakovinnych terapii (Bertheloot et al., 2021).
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Fyziologicka burika
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Obrazek 5: Rozdilny mechanizmus apoptozy a nekrozy.
ER = endoplazmatické retikulum. Upraveno dle Kumar et al., 2014.

Apoptéoza je jeden =z hlavnich mechanizmii regulované bunécné smrti,
ktera byla po dlouha 1éta povazovana =za jediny regulovany typ bunééné smrti.
Tento mechanizmus je zprostiedkovan dvéma signdlnimi kaskadami. K vnitini cesté apoptozy
bézn¢ dochézi v disledku naruSeni bunécné homeostazy a k vngjsi cesté¢ dochéazi v disledku
extracelularni signalizace prostiednictvim receptorti smrti. Vnitini i vné&js$i cesta apoptdzy
jsou spoustény tadou ligandli, proteinii a signaliza¢nich komplexi, které jsou naznaceny
na obrazku 6 (Sauler et al., 2018).

Apoptotickd  bunénd smrt se vyznaCuje tadou charakteristickych znaka,
morfologickymi zménami ve struktufe buiiky a fadou biochemickych procest zavislych
na enzymech. Mezi zdkladni znaky apoptdézy patii uvoliiovani cytochromu c (cytc)
z mitochondrii, regulované rovnovahou mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi proteiny

.....
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Cytc ma spoustu funkci. Mezi nejdulezitéjsi patii ucast v mitochondridlnim
elektronovém transportnim fetézci (ETC) a jeho kliCova role regulatoru apoptozy.
U tohoto déje ptisobi jako signalni molekula, ktera se béhem bunécného stresu uvoliuje
z mitochondrii do cytozolu. V cytozolu interaguje s faktorem aktivujicim apoptéozu Apaf-1.
Interakce vede k nasledné aktivaci kaspaz a zahajuje cestu bunéné smrti
(Kalpage et al., 2018).

Ob¢ cesty apoptdzy vrcholi rozpadem jaderné membrany kaspdzou 6. Dale probiha
Stépeni mmnoha intracelularnich proteinii, jako je lamin, a rozpad genomové DNA
na nukleozomalni struktury. Tyto déje jsou charakteristickym znakem apoptdzy a jsou bézné
pouzivané k identifikaci zapojené drahy bunécné smrti. Vysledkem je odstranéni bunck z téla
s minimalnim poskozenim okolnich tkéni. Selhani apoptézy a naslednd hromadéni

poskozenych bunék v téle mize vyustit v rizné formy rakoviny (D’Arcy, 2019).

VNITRNI CESTA APOPTOZY VNEJSf CESTA APOPTOZY

FasL TNF-a

— : BA ( TF} ——> NFB
S ) ¢
J F\li\j‘dg ;l { Komplex I
i\ _4
v
J- -Kaspéza 9 Apopt(’)za ‘:IEEJ!ZNB

) cFLIP
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Obrazek 6: Vnitini a vnéjsi cesta apoptozy.
BIM = protein podobny BCL2; NOXA = protein podobny BCL2; BAD = promotor smrti
spojeny s BCL2; BID = agonista smrti interagujici s doménou BH3;

PUMA = vazebna komponenta regulovana p53 proteinem; BAK = antagonista 1;
BCL2 = B-bunéény lymfom 2; MCL1 = myeloidni leukemicky diferenciacni protein;
BCL-xL = B-buné¢ny lymfom extra velky; Apaf-1 = apoptoticky proteazovy aktivacni
faktor 1; Cytc = cytochrom c¢; SMAC = druhy aktivator kaspdzy uvolnény z mitochondrie
do cytozolu; IAP = inhibitory proteinli apoptdzy; Fas = transmembranovy receptor;
FasL = Fas ligand, transmembranovy protein; FADD = doména smrti asociovana s Fas;
cFLIP = buné¢ny inhibicni, interleukin konvertujiciho enzymu, podobny FADD protein;
DISC = signalni komplex vyvoldvajici smrt; TRADD = doména smrti asociovand s TNFR1;
RIPK1 = proteinkindza 1 interagujici s receptorem; LUBAC = line4rni komplex sestaveny
ubikvitinacniho fetézce; NF-kB = kindza; CYLD = cylindromatoza;

U = ubikvitinovany RIPK1.

Upraveno dle Sauler et al., 2018.
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Nekroza je obecné charakterizovana jako nekontrolovana smrt bunky, pfi které dochazi
ke ztrat¢ integrity membrany. Tento d¢j vede k pasivnimu Uniku intracelularniho obsahu
bunky, jejimu rozpadu a rozliti do okolnich tkani. Po dlouhy Cas byla nekréza studovéana
jako opak apoptozy. Dnes vime, Ze se jednd o neapoptotickou formu bunééné smrti.
Tato forma se vyvinula k detekci patogenti a podpoie opravy tkani. Tento typ nastdva
po aktivaci tumor nekrotizujiciho receptoru (TNFR1) pomoci TNFa, ptestoze byl TNFa
dlouho povazovan za induktor apoptozy.

Aktivace bunécnych receptorii spousti nekroptézu. Tyto receptory zahrnuji receptory
smrti a cytozolové senzory nukleovych kyselin, které indukuji interferon typu I (IFN-I)
aprodukuji TNFa. Tim podporuji nekroptéozu v autokrinni smyc€ce zpétné vazby
(Schock et al., 2017). VétSina téchto drah spousti prozanétlivé signaly a signaly pro preziti.
AvSak  plsobenim farmakologickymi  Cinidly se spouSti nekroptotickd  draha

(Bertheloot et al., 2021).

1.3.2 Autofagie

Autofagie je bunéény obranny mechanizmus, kterym se buiika chrani pfed neptiznivymi
podminkami prostiedi, coz mize byt napiiklad hypoxie ¢i terapeuticky stres.
Po spusténi autofagie je aktivovan regulovany katabolizmus bunéénych organel.
Nejprve dochazi k vytvofeni struktur z organel zapouzdienim, které se nazyvaji
autofagozomy. Po jejich splynuti s lysozomy je obsah takto vytvofenych autolysozomil
roz$tépen a nasledné metabolizovan. Inhibice autofagie lze dosahnout farmakologicky,
naptiklad hydroxychlorochinem sulfatu, ktery zplisobuje inhibici splynuti autofagozomalnich
struktur s lysozomem. Studie poslednich let také prokazuji, ze pouziti derivati chlorochinu
cilen¢ ovliviluje autofagii, a tim se zvySuje U€innost chemoterapie urcitych typli malignit
(Karasic et al., 2019).

Zaroven jsou autofagické procesy velice dilezité pti udrzovani bunécné homeostazy.
Pfi  zabezpeCovani homeostazy je vrcholem lysozomalni degradace nadbytecnych
nebo potencidlné nebezpecnych cytozolovych c&astic (Galluzzi et al., 2019). Ve zdravych
buiikach predstavuje tato homeostaticka aktivita pevnou bariéru proti maligni transformaci.
Zarovenn mnoho onkoproteinii autofagii inhibuje a nékolik onkosupresorovych proteint
jipodporuje. Zdravé buniky jsou chranény pfed maligni transformaci diky zdatnym
autofagickych reakcim. Autofagické reakce podporuji riist a progresi Siroce zakofenénych
nadort tim, Zesnizuji jejich citlivost na wvnitini podnéty bunck 1 mikroprostiedi,

které by za normalnich okolnosti podporovaly rust a progresi nadort.
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Defekty v autofagickém mechanizmu ¢asto omezuji proliferaci, Sifeni a metastatické potencial

malignich bunék (Galluzzi et al., 2015).

1.3.3 Senescence

Bunéénd senescence, oznacovana za stav stabilniho opusténi bunécného cyklu,
je také casto vedle apoptdozy oznaCovana jako vnitini mechanizmus potlacovani nadort.
Oba déje jsou zavislé na typu buiiky a maji také rizné spoustéci faktory, které je vyvolavaji.
K senescenci  je potfeba  vice markeri, aby se dal popsat jeji prubéh
(Pérez-Mancera et al., 2014). Obvykle tento d¢ =zavisi na draze dvou proteint,
retinoblastomového proteinu a transkripéniho faktoru p53, které jsou Ustfednimi nadorovymi
supresory. V riznych typech nddorli jsou tyto proteiny inaktivovany, jelikoz hraji velice
dilezitou roli vregulaci cyklu bunécného deleni (Engeland, 2022). Mimo tuto drahu
se naregulaci podileji dalsi efektorové programy. Mezi né patii zkraceni telomer
a pretrvavajici reakce DNA, autofagie a dal$i metabolické zmény, jako je zmeénéna sekrece
proteini. Tyto drdhy spole¢né pftispivaji ke vzniku a udrZzovani senescentnich bunék.
Senescentni buiiky jsou trvale zastaveny, proto je tento d¢j tak podobny apoptotické bunécné
smrti ve svych funkcich a ucincich pii potlaceni nadorit a néadorové terapii

(Pérez-Mancera et al., 2014).
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2 Vybrané epitelialni nadory

Epitelialni nadory jsou zhoubné novotvary vychazejici z epitelové tkané. Tyto nadory
tedy vznikaji z tkdni pokryvajicich vnitini a vnéjsi povrch lidského téla. Jinym oznacenim
se nazyvaji karcinomy. Epitelové povrchy jsou vystaveny exogennim toxinlim, ozafovani
a Casto také fyzikalnimu poskozeni, kterd mohou vést ke zvySené proliferaci se souasnym
poskozenim, zménou nebo mutaci DNA. Tato poskozeni zvySuji miru rizika vytvoireni
malignity. Epitelidlni naddory tvoii vétSinu vSech lidskych nddorti, mezi které patii nador kiize,
prsu, prostaty, plic, tlustého stieva, zaludku, ale také nemalobunétna rakovina plic
nebo rakovina de¢lozniho C¢ipku, kterd je nejsmrtelngjsi. Mnohé =z téchto karcinomu
se vyskytuji na snadno pfistupnych epitelidlnich povrsich, na kterych je mozné karcinomy

detekovat (Rogalla et al., 2015).

2.1 Nador prsu

Rakovina prsu je druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti Zen s rakovinou. Jeji prevence
je ve svété stale narocnd. Vznik nadoru prsu je vicestupiiovy proces zahrnujici vice typi
bun¢k. Prevenci miZze byt v€asna diagnostika. Byly objeveny kmenové buiky
karcinomu prsu (BC) a mnoho geni souvisejicich s BC, které¢ odhalily patogenezi
a mechanizmy rezistence nadoru vici 1éktim. BC patii mezi metastazujici nadory, bézné muze
metastazovat do vzdéalenych orgdnd, jako jsou kosti, jatra, plice a mozek. Piedev§im
metastazy v mozku jsou hlavnim divodem nevylé€itelnosti BC, proto mlize v€asna diagnéza
vést kdobré prognoéze a vysoké miie preziti. Rizikovymi faktory pro zvySeni
pravdépodobnosti vzniku BC mize byt predev§im pohlavi, starnuti, rodinnd anamnéza,
genové mutace a nezdravy Zivotni styl (Sun et al., 2017).

Az u 40 % pacientek s metastazujicim BC se vyviji mozkové metastdzy a pfiblizné
u poloviny z nich je intrakranidlni progrese pii¢inou smrti. Slibny cil pro prevenci mozkové
metastazy predstavuji specifické vlastnosti nadorové buiiky iniciujici mozkové metastazovani
(BMIC), které jsou snadnéji odhalitelné nez vlastnosti bun€k iniciujici tumor v primarnich
nadorech. BMIC jsou vzacné, cyklické a maji specifické molekulové vlastnosti.
Specifické cileni na tyto buiiky mize u¢inné zabranit tvorbé metastdzy v mozku. Heterogenni
populace pomalu a rychle cyklujicich bunék je mozné identifikovat in vitro pomoci barveni
membrany PKH26. Membrana PKH26 je redukovana pti kazdém bunééném déleni, coz vede
k populaci pomalu a rychle cyklujicich bun¢k. Obraz poskytuje kazdy pozitivni Cerveny
fluorescencni signal PHK26 vétsi nez pozadi. Bunky, u nichz po Ctyfech dnech nebylo

zjisténo zadné zbyvajici barveni membrany PKH26, jsou definovany jako rychle cyklujici
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buiiky. Bunky se zachovanym zabarvenim jsou pomalu cyklujici bunky. Tyto buiky

jsou tfidény pomoci pritokové cytometrie (Berghoff et al., 2020).

2.2 Nador prostaty

CaP je nejcastéjsim typem solidniho nadoru u muzi a také zaujima jednu z ptednich
pricek nejcastéjSich piicin smrti u muzi na celém svété (Ilic et al., 2018). Lokalizovany CaP
je asymptomaticky. V dobé, kdy se objevi pfiznaky, je onemocnéni obvykle ptili§ pokrocilé
pro vyléceni. Jesté pred objevem funkcniho screeningu bylo jednim z nejcastéjSich projevi
CaP v dasledku metastaz ochrnuti v mise (Carlsson et al., 2020). Mlize metastazovat témér
do vSech organt, nejcastéji vSak do kosti a regionalnich lymfatickych uzlin. Pomérné vzacna
komplikace pfi onemocnéni CaP miiZze byt zplsobena malignimi vypotky, bez ohledu
na puvod tekutiny. Vzadcnym piipadem mohou byt také neobvykle velké shluky bunck
zpuisobené pleurdlnim vypotkem (Jeon et al., 2018). U tohoto karcinomu se pro odhaleni
Casného stadia pouzivd screening sérového prostatického antigenu (PSA). Diagnostika
v ¢asném stadiu je vhodnd pro Ié€bu a snizeni celkové uUmrtnosti na toto onemocnéni,
jako u vétsiny nadortt (Ilic et al., 2018). PSA pro odhaleni vétSiny CaP vSak nestaci.
Pii zvySené hladin€é PSA ¢i pozitivnim nalezu pii digitadlnim rektadlnim vysetfeni se dale
provadi systematickd biopsie prostaty pod ultrazvukovou kontrolou. Ani s témito strategiemi
vSak nedochézi k odhaleni vSech ptipadi. Dal§imi metodami je pocitacova tomografie (CT),
magnetickd rezonance a scintigrafie skeletu pro vcasnou detekci vzdalenych metastaz
(Schlemmer et al., 2021).

U CaP je velice dobfe znama role androgenni signalizace. Nebezpecnym CaP d¢la
neznalost specifickych molekularnich mechanizmi, které se podileji na jeho vyvoji a progresi
u pacientl. Tento problém je zplsoben pfedevSim nedostatkem experimentalnich modeli
s replikovanymi dulezitymi charakteristikami CaP, které se vyskytuji u lidi. Jednim z téchto
aspekti je hormonalné indukovand karcinogeneze nenadorovych epitelidlnich bunck
pro porovnavani s nadorovymi builkkami. Bunécéné linie, které byly doposud objeveny,
jsou linie z metastatickych CaP, které jsou pfili§ pokrocilé pro u¢inné experimentalni odhaleni
Casnych  stadii  progrese nadoru. Pouziti imortalizovanych  bunéénych  linii,
jakymi jsou RWPE1 nebo NHPrE1, pro porovnani s liniemi z pokroc¢ilych nadort je kviili
genetické specifikaci kazdého pacienta nedostacujici. Studie Liu et al, 2019
pfisla s vyzkumem bunécné linie BPH1, ktera je netumordzni epitelialni bunécnou linii lidské
prostaty. U této linie doSlo po 3 a vice mésicich in vivo k ristu a dale vyvoji v lokalizované

a invazivni nadory, jejichz progrese byla zavisla na stromatu a hormonech. Po aplikaci téchto
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bun¢k znddorovych oblasti linie BPH1 do mySiho modelu se vzniklé nddory vyvijely
nezavisle na stromatu a hormonech. Zavérem tedy bylo, Ze udaje naznacuji produkci
inherentnich zmén hormondlni karcinogenezi bun¢k BPHI, které nejprve podporuji
tumorigenezi a pozd¢ji vedou k progresi do metastaz. V této studii popisuji vyvoj bunéénych
linii z nddorti xenograftovanych bun¢k BPHI1. Tento model oznacuji jako model Progrese
rakoviny odvozené od BPH1 (BCaP). BCaP poskytuje molekularni aspekty a sekvencni
charakter vyvoje, které umoznuji zkoumani 1écebnych zasaht specifickych pro dané stadium
s pfimym srovndvanim s normdlni kontrolou, coz doposud nebylo k dispozici

(Liu et al., 2019).

2.3 Nador plic

Nédor plic je celosvétové jednou z nejcastéjSich pfi¢inou umrti na nadorova
onemocnéni. VEasna detekce a 1é¢ba pomoci screeningu se provadi pomoci nizkodavkové CT
(Becker et al., 2019). Tento nador se vyskytuje predevSim u vysoce rizikovych osob jako
jsou soucasni a byvali kuraci. Osoby, které jiz ptezily rakovinu plic, jsou vystaveny vzniku
druhého primarniho karcinomu plic (SPLC). Rizikovym faktorem pro SPLC je koufeni
tabaku, jehoz ukonceni mize riziko SPLC snizit (Aredo et al., 2021). VétSinou se jedna
o malobunécny karcinom plic (NSCLC). NSCLC ma dalsi podtypy, nejcastéjSimi
jsou adenokarcinom a dlazdicobunéény karcinom. Standardni terapii pro tento nador
byla v minulosti chemoterapie na bazi platiny, na tyto latky byla odpovéd’ velice skromna
a progrese onemocnéni prisla za kratky cas. Nyni se jako alternativni 1éCba pacientli pouziva
imunoterapie, ktera zmeénila zptsob 1é¢by pokrocilého NSCLC. V imunoterapii ma stoupajici
vyznam sledovéni inhibi¢ni drédhy PD-1 a jejiho ligandu PD-L1. Blokaci této drahy dochazi
k utlumeni inhibi¢niho signdlu, ¢imz se obnovi U¢innost imunitnich reakci a dojde tak
ke zvyseni protinadorové aktivity (Bodor et al., 2019).

Jednou z nejagresivnéjSich malignit s Casnym vznikem metastdz je malobunécny
karcinom plic (SCLC), ktery pfedstavuje pouze menSinu vSech karcinomi plic. Prognéza
SCLC je vsak stale neutéSena. Standardni lécbou prvni linie SCLC je platinovy dublet
cisplatiny nebo karboplatiny a parovani s etoposidem. Agresivita SCLC spociva ve schopnosti
zisku rezistence k 1écbé s vysokou mirou relapsu do jednoho roku. Omezenim je také
nedostatek nadorové tkdné dostupné pro vyzkum (Lee et al., 2020).

Pro diagnostiku se u karcinomu plic pouzivaji pfedev§im krevni biomarkery, kterymi
jsou cirkulujici nadorové buiiky (CTC) a cirkulujici bezbunécné nukleové kyseliny (CfNA).

CTC jsou popsany dale v samostatné kapitole, kvili jejich jedineénym vyhodam zvySujicich
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presnost pii studiich oproti CfNA. CfNA se uvolnuji z apoptotickych nebo nekrotickych
nadorovych bunck, které se daji detekovat v celé¢ fad¢ krevnich bunck. U rakoviny plic,
spolecné s dalSimi nadory, se vyuziva detekce CTC v obraném vzorku tekutou biopsii
(Obr. 7). Tato technologie zpracovani ma fadu vyhod, které vyznamné pfiispivaji
jak pii diagnostice, tak v ex vivo testovani (Zhang et al., 2015).

Vcasna detekce

Markery recidivy
Progndza

Screening

ﬁ)l" ekuta biopsie

rakoviny plic

Heterogenita nadoru

Odpovéd’ na 1écbu
Identifikace cilt

Rezistence na lécbu

Monitorovani

Molekularni testy

Cilené Personalizovana) TEStOVéIli léklol
Genotypizace \ i

1écba

Obrazek 7: Prehled moZnosti vyuziti CTC u karcinomu plic.
Vytvoteno v BioRender.com; upraveno dle Zhang et al., 2015.

2.4 Nador tlustého stireva

Jednim z nadort tlustého stieva je CRC, ktery postihuje nejen tlusté stfevo, ale také
konecnik. Tento karcinom je nejCastéji se vyskytujici zhoubny nédor traviciho ustroji.
CRC je stale nejcastejsi pricinou umrti na rakovinu, zejména kvili chybé&jicimu biomarkeru
vCasné detekce s citlivosti a specificnosti (Shen et al., 2020). Sliznice tlustého stieva
je kritickou bariérou a hlavnim mistem imunitni regulace. Jiz zminénd dilezita role
imunitniho systému pii vzniku a 1€¢bé rakoviny proto zde u CRC ma vétsi vahu nez u jinych

nadori. Chronicka infekce nebo zanét zvysuje riziko vzniku rakoviny (Ruan et al., 2020)
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3 Cirkulujici nadorové buniky

CTC jsou bunky ptitomné v krvi pacientd trpicich nddorovym onemocnéni, které¢ maji
antigenni a genetické vlastnosti urc¢it¢tho typu nadoru. Jsou to nadorové builky,
které jsou vylu¢ovany bud’ z priméarniho naddoru nebo z jeho metastaz (Vasseur et al., 2020).
Z metastdz se mohou uvolilovat a prechdzet do krevniho feciSteé, kde se detekuji.
Fenotypizace CTCs by mohla byt vyuzita k ptredpovédi pro cilenou I[éCbu tak,
aby byla co nejvhodnéjsi. K tomu bylo pouzito mnoho riznych metodik s rtiznou citlivosti
a specifi¢nosti. U pacientll s metastatickym onemocnénim se piedpoklada, Ze pocet sledovani
CTC souvisi s nadorovou zatézi a miize predpovidat odpovéd’ na lécbu. Studium CTC
ma tedy kromé vlivu nazpfesnéni progndzy také zajimavy potencidl pro zaméieni

na lécebné strategie pro pacienty s nadorovym onemocnénim (Mavroudis, 2010).

3.1 Heterogenita CTC

Biologie CTC je stale velice neprobadana oblast, ktera brani jejich maximalnimu
vyuziti s prognostickym vyznamem, proto se zatim piili§ neuplatiiuje v klinickych
rozhodnutich. Divodem, pro¢ tomu tak je, jsou zpravy o heterogenité nejen mezi primarnimi
a sekundarnimi nadory, ale i v ramci samotného nadoru. V ramci nadoru mize existovat
az Sest rtiznych klonalnich bunécnych linii. Toto je pfi¢ina netspéchu v pokusem o kultivaci
CTC ziskanych z nadort, jelikoz jeho heterogenita se obrazi v odebranych CTC
(Bailey et al., 2019). Rozmanitost téchto bunck spocivda v rozdilech ve fyzikdlnich
vlastnostech, jakymi mohou byt velikost, hustota, elektricky naboj a deformovanost
nadorovych a nenddorovych krevnich bunék. Tyto vlastnosti CTC jsou velmi variabilni
a Casto se prekryvaji s vlastnostmi ostatnich nenadorovych bunck. Ptikladem miize byt
velikost. Bylo zjisténo, Ze fyziologickd krevni buika ma priamér pfiblizn€¢ 10 pm,
zatimco primér CTC je nekonzistentni, pohybuje se od 6 um do vice nez 20 um.

Tato rozmanitost vyrazné¢ omezuje izolace a detekce CTC (Chauhan et al., 2020).

3.2 Jednotlivé CTC versus shluky CTC

Shluky CTC jsou definovany jako skupina dvou nebo vice CTC se stabilnimi
bunéénymi spoji, kvili kterym jako jeden celek cestuji krevnim fecistém. CTC nalezeny
v perifernim obéhu jsou vétSinou jednotlivé buiiky s mensSinovym vyskytem jejich shluki.
Spojené CTC maji ovSem 23 az 50krat vyssi metastaticky potencidl nez buiikky nespojené.
Proto ptitomnost a velikost shluku CTC predikuje horsi klinické vysledky oproti detekcei

jednotlivych CTC u vice typt nadora. Existence shlukii je znama po dlouhou dobu, avsak
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biologické mechanismy zptlisobujici vznik, pfezivani, Sifeni a vynikajici metastazovani,
jsou znamy jen castecné (Castro-Giner et al., 2020).

Invazivni proces metastazovani je predmétem spousty studii, jelikoz tento proces neni
dosud dostatecné prozkouman. Jednou z prvnich pfekazek metastazovani je oddéleni bunky
od ECM, ¢imz ztrati stromalni interakce a soucasné se vyhne bunééné smrti.
Po tomto oddéleni mohou vytvaret buiiky shluky. Bunééna smrt spojena s odstépenim je také
spojena se zvySenym vyskytem ROS. In vitro studie Labuschagne et al., 2019 naznacila,
ze shlukovani bun¢k mize chranit shlukované bunky pfed ROS. Velice slozitymi
metabolickymi procesy bylo dokdzano, ze shlukované buiiky indukuji faktory spoustéjici
mitofagii mitochondrii produkujicich ROS a tim se chrani pfed bunéénou smrti

(Labuschagne et al., 2019).

3.3 Obohacovani CTC

Obohacovani CTC je zalozeno na rozdilné expresi urcitych povrchovych bunéénych
molekul nebo na vyrazné odliSnych fyzikdlnich vlastnostech. Na zakladé¢ rozdilt
mezi fyzikalnimi a molekuldrnimi vlastnostmi se rozliSuji nddorové burnky od krevnich bunék.
Nejcastéji pouzivané pfistupy k obohacovani CTC jsou =zavislé nebo nezavislé
na fenotypovych markerech. U pfistupu zavislém na markerech se Casto pouzivd adhezivni
molekula epitelidlnich bun¢k (EpCAM), déale naptiklad receptor pro epidermalni rlstovy
faktor (EGFR) nebo PSA, nadorovy marker CaP a HER2 u specifickych CTC pro BC.
Fenotypove jsou CTC velice heterogenni a neexprimuji specificky vybrany marker ve vSech
bunkach, kviili tomu je obohacovani CTC velmi dulezité. Jediny pozitivni selekéni marker
vSak pfinasi zkresleni obrazu. Proto se vyuziva negativni selekce, pfi které se fyziologické
krevni buiikky ochudi o protilatky specifické pro rtzné antigeny bunééného povrchu
exprimované¢ na lidskych leukocytech. Témito povrchovymi znaky jsou CD45 a CD34.
Hlavni nevyhodou ale zstava znecisténi CTC obohacenim, pfi kterém se pouZziva negativni
selekce. Stava se také, ze pfi této selekci dochazi k netimysIné ztrat€¢ CTC jejich zachycenim
vobjemu krevnich bunék, proto je studium biologie CTC stidle aktualni téma

(Chauhan et al., 2020).

3.4 Izolace a detekce CTC

Detekce cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi mtze slouzit jako zdroj
cennych nadorovych markert. K této detekci se pouzivaji rizné markery zaloZené
na jejich expresi na epitelidlnich buitkach (epitelidlné specifické markery) nebo na jejich

specifické expresi v urcitych tkanich (tkanové specifické markery). VEasnd detekce a urceni
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charakteru CTC hraje vyznamnou roli jako prognosticky a prediktivni faktor. Tento faktor
je velice dulezity napiiklad pii vyvoji BC. CTC jsou vSak vziacné, proto je jejich detekce,
stanoveni poctu a molekularni ur¢eni charakteru velmi naro¢né. Tyto bunky byly detekovany
u vétsiny epitelidlnich nadort (Alvarez Cubero, 2017).

Jednou zprvnich technik pouzitych k detekci CTC v plné krvi byla priutokova
cytometrie. Tato metoda vSak vyzadovala pouziti velkého objemu vzorku, ktery byl tifeba
analyzovat, coz omezovalo pocet moznych vzorki k analyze. Pomoci této metody byl ziskan
prvni Udaj o souvislosti mezi pfitomnosti zmén na epitelidlnich buiikach a klinickym stavem

pacienta a jeho odpovédi na terapii (Andree et al., 2015).

3.4.1 Komplikace spojené s detekci CTC

Nadorové buniky v krvi jsou pfitomny vedle velkého mnozstvi hematopoetickych bunck.
U pacientlli s metastazujicim rakovinnym onemocnénim se vyskyt CTC pohybuje tadove
okolo jednotek az desitek na mililitr plné krve. Jednim z problému pro vyvoj téchto metod
k detekci je otazka, zda jsou tyto vzacné buniky v krvi viibec pfitomny. DalSim problémem
jeu pfitomnych CTC neznalost jejich frekvence. Pouzitim napiiklad fykoerythrinu (PE)
misto protilatek konjugovanych s fluoresceinizothiokyandtem (FITC) zlepsi separaci
od autofluorescence diky vysSimu kvantovému vytézku fluorochromu PE ve srovnani s FITC.
Omezenim vSak ziistava pocet antigenti pritomnych na buiice. Zesileni signalu Ize docilit
bud’ zvySenim koncentrace protilatky nebo pfidanim sekundéarni protilatky pro zvySeni
signalu. Sekundarni protilatka ovSem zesili i signal pozadi, proto zohlednéni frekvence bun¢k,

které identifikujeme, je nanejvys dulezité (Andree et al., 2015).

3.4.2 CellSearch systém

Systém CellSearch byl jako prvni schvaleny americkym Utadem pro kontrolu potravin
a léciv pro stanoveni poctu CTC. Toto schvaleni umoznilo vyuziti detekce CTC v klinické
praxi pro rozhodnuti o 1écb&. Poprvé byl systém CellSearch predstaven v roce 2004, kdy byla
prokézana analytickd ptesnost, reprodukovatelnost a linearita systému. V sou€asnosti je stale
zlatym standardem v identifikaci CTC (Andree et al., 2015). Systém CellSearch je vyrdbény
naptiklad firmou Veridex, ktera umoziiuje jeho klinické vyuziti u pacientia s BC, CRC a CaP
(Tieng et al., 2021). Pfitomnost CTC detekovanych pomoci CellSearch je spojena se Spatnou
prognézou metastazujicich karcinomii. CTC, které jsou detekovany u pacientli po prvnich

cyklech 1écby, ukazuji na netcinnou 1écbu (Andree et al., 2015).
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3.4.3 Platforma RareCyte

Technologie tekuté biopsie nové generace, ktera rozsitila diagnostické vysetfrovani CTC
o fenotypovou charakterizaci a molekularni analyzu jednotlivych bunék. Tato platforma
je navrzend pro komplexni shromazd’'ovani a identifikaci CTC, umoZnéni viceparametrového
hodnoceni jednotlivych CTC a zisk jednotlivych bunék pro molekularni analyzu.
Precizni prace je zajiSténa Ctyfmi integrovanymi soucastmi (Obr. 8). Prvnim krokem
je separace krevni frakce obsahujici CTC na zdklad¢ rozdilné hustoty buffy coatu z jadernych
bunék Cervenych krvinek a plazmy. Po separaci se vzorek umisti na mikroskopické sklicko.
Dale probéhne automatizované multiparametrické fluorescencni barveni
(Kaldjian et al., 2018). Tato platforma pouziva komeréné dostupné,
fluorescencné znacené protilatky, které jsou stejné jako u systému CellSearch.
Mimo fluorescencné  znacené  protilatky pouzivd také stejné jaderné  barvivo
(Werbin et al., 2017). Po barveni nasleduje skenovéni, samotnd analyza a piehled obrazu
(Kaldjian et al., 2018). Tyto zobrazovaci techniky umoziiuje pfistroj CyteFinder,
coz je vysokorychlostni skenovaci fluorescencni mikroskop s riznym rozliSenim.
Ptistrojem CyteFinder lze standardni ctyibarevny natér na sklicku AccuCyte zobrazit
pfiblizné za 12 minut. Tato platforma navic dokdze mechanicky ziskavat CTC.
Platforma RareCyte vyuziva Sest fluorescencnich kandld, z nichz c¢tyfi kanaly slouZzi

k identifikaci CTC a zbylé dva kanaly jsou pro zkoumané biomarkery (Werbin et al., 2017).
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Obrazek 8: Pracovni postup na platformé RareCyte.
(A) Odbér krve do zatizeni pro vzorek AccuCyte, které uchovava vzorky pro zpracovani
az 72 h. (B) Schéma kroka pii sbéru nukleovanych bunék na zaklad¢ hustoty a pienosu
na mikroskopické sklicko. (C) Fotografie separacni zkumavky AccuCyte po pocatecni
centrifugaci. Frakcionace krve - plazma (nahote, zlutd), vrstva cervenych krvinek
(dole, Cervend) a vrstva nukleovanych bunék obsahujici CTC (Sedobily pas kolem cerného
plovédku). (D) Schéma nasledného pracovniho postupu analyzy CTC: automatické barveni
sklicek, automatické ziskavani snimka skenovdnim a analyza snimkii pomoci strojového
uceni systémem CyteFinder, kontrola a potvrzeni kandidatnich CTC a vytvoteni zpravy.
IF = imunofluorescence. Upraveno dle Kaldjian et al., 2018.

3.5 Vyuziti CTC v imunoterapii

Vyuziti CTC pro imunoterapeutickou 1é¢bu je predmétem studii uz ftadu let,
avSak jeji prediktivni vliv stdle neni tak vyznamny. Po 1é¢b€ zabije¢skymi buitkami
(NK buiiky) u pozd¢jsich stddii NSCLC se objem nadoru zmensuje, coz snizuje pocet CTC
uvoliovanych z l1éze do krve. Na zaklad¢ tohoto objevu se proto CTC oznacuji jako uzite¢ny
biomarker u pacientl s malobunéénym a nemalobunéénym karcinomem plic
a u dalSich nadori odvozenych od epitelidlnich bunck, jako je BC, CRC a CaP.

Tato domnénka byla potvrzena pfi studiich imunoterapie NK bunikami u jaterniho karcinomu,
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kde byl vysledek CTC podobny, tedy ze pocet CTC mize odrazet Uc¢innost terapie
(Ling et al., 2017).

3.6 Invitro kultivace CTC bunéénych linii

Kultivace CTC je stale velikou vyzvou, kterd je spojena zejména s omezenymi
znalostmi o biologii CTC, ptedevsim s vysadou CTC vykazovat vysokou miru heterogenity.
Pro zaloZeni kultur CTC in vitro se pouzivaji piedev§im dv¢ strategie. Prvni strategii
predstavuji 2D neboli dvourozmérné kultivace. Adherentni podminky jsou nejcastéjsi volbou,
zejména pro kratkodobé kultury, jelikoz zalozeni 2D kultury je jednozna¢né jednodussi
z hlediska Casu, slozitosti a nakladt. Druhou strategii jsou 3D neboli trojrozmérné kultivace.
Neadherentni podminky se naopak vyuzivaji spiSe pro dlouhodobé kultury.
Uspésné kultivované CTC ex vivo byly prvné ziskany od pacientii s BC, zarovei se povedlo
ziskat diikaz o iniciaci CTC k metastazovani do mozku. U spousty kultur, jako byly kultury
CTC ziskény od pacientii s mezoteliomem, rakovinou plic, jicnu nebo hlavy a krku, nebylo
mozné dosahnout dlouhodobé¢ uspésné kultivace, tedy delsi nez 14 dni, u vyjimek az 50 dni.

Dlouhodoba uspésna kultivace kultur CTC se povedla u BC a CaP, dale také CRC, u kterého
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invitro kultury CTC. Linie CTC by se daly vyuzit k identifikaci metabolickych drah
a proteinti, které maji podil na progresi nadoru, a také k testovani novych 1éc¢iv vyvinutych
k inhibici CTC schopnych metastazovat. Soler et al., 2018 jiz diive popsali prvni trvalou
bunécnou linii CTC-MCC-41, kterd byla ziskana od CTC karcinomu tlustého stfeva.
Tato linie méla, kromé schopnosti expandovat in vitro po dobu vice jak 4 let, také specifické
vlastnosti podobné kmenovym bunkam a sdilela urcité rysy ptivodniho primarniho nadoru
a metastaz v lymfatickych uzlinach. Studie Soler et al., 2018 vydala ¢lanek o ziskani CTC
od jediného pacienta s metastazujicim karcinomem tlustého stieva, které se povedlo uspésné
kultivovat in vitro. U tohoto pacienta bylo mozné vytvofit jednu linii CTC tlustého stieva
CTC-MCC-13, jelikoz u ngj byl ziskan nejvétsi pocet CTC, konkrétné 302 CTCs/7,5 ml krve
s 38 shluky CTC. Pfi druhém a tietim relapsu pacienta bylo mozné vytvoiit dlouhodobé
kultury. S pfibyvajicimi relapsy stoupal pocet ziskanych CTC, konkrétné u druhého
3278 CTCs/7,5 ml krve a 962 shlukt, v dob¢ tfetiho jiz bylo vytvofeno sedm novych linii.
Zaveérem této studie bylo odvozeni vysledku, tedy ze u karcinomu tlustého stfeva je k vybéru

CTC schopnych metastazovani, které se mohou sebeobnovovat a rast in vitro, zapotiebi
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ptiblizné 300 CTC. Zajimavosti byly bunééné snimky ziskané pomoci systému CellSearch,
které ukazovaly detekci obfich a velmi malych CTC z prvniho vzorku, zatimco dobé¢ ttetiho
relapsu, v poslednim vzorku pacienta, byly pfitomny pouze malé, 4-6 um, a velmi mal¢ CTC,
8 um (Soler et al., 2018).

Velice vyznamna, pro pokroky k uc¢inngjsi 1é¢beé SCLC, je také kultivace linii ziskanych
ze vzorkl periferni krve pacienta s patologicky potvrzenym SCLC. Studie Lee et al., 2020
uvadi ¢lanek o vytvofeni ucinného a reprodukovatelného protokolu pro expanzi CTC ex vivo
a charakterizaci jejich fenotypu. Tato linie by méla mit potencidlni vyuZiti pro zlepSeni
personalizované terapie rakoviny. Usp&$né vykultivovali CTC od 18 z 22 pacientti s SCLC,
u kterych vypracovali velmi efektivni postup. Na kultivacnich desti¢kach, potazenych
samoskladnymi binarnimi krystaly, pozorovali po 14 dnech sféroidy CTC, které se dale
zvétSovaly. Se zvétSovanim se zvySoval také podet CTC. Zivotaschopnych CTC byla jak
po 14, tak po 40 dnech stale vétSina. S timto vysledkem bylo zadvérem pozorovani rtiznych
tvari expandovanych CTC pod mikroskopem v jasném poli. Typicky se morfologicka
konstrukce skladala ze tfi raznych prezentovatelnych typa: velkorozmérnych kohezivnich
sféroidu kulatého tvaru, malorozmérnych kohezivnich nepravidelnych nebo kulatych sféroid

a diskohezivnich hroznovitych sféroida (Lee et al., 2020).
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4 Diagnostika

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejhlavnéjSich pficin umrti. Z tohoto divodu
je vcasna diagnoza pro pacienty zZivotné dulezita. Diagnostika, nejen nddorovych onemocnéni,
je vyznamnym zdrojem dat pro dalsi Iékaiské analyzy (Fotouhi etal., 2019). U pacientl
se da provést fada vySetfeni, kterd vedou k odhaleni naddoru. Po¢atkem mohou byt fyzikalni
vySetfeni, jako jsou zakladni klinickd, gynekologickad nebo kozni vySetfeni. PresnéjSimi
metodami jsou vySetieni genetickd, endoskopickd, radiologickd nebo naptiklad vySetieni
pomoci radionuklidi metodou PET. Zde jsou podrobnéji popséna vysetfeni laboratorni,
mezi kterd patii vySetfeni krve, moci a jinych télnich tekutin (maligni vypotky), cytologicka,
histologickd a histopatologickd vySetfeni, v neposledni fad¢ také diagnostika pomoci
prediktivnich a prognostickym markert. Rada metod je zaloZena na viditelnosti zménénych
bunck pomoci diagnostickych obarveni tkdné ¢i na reakcich s protilatkami, které se odhaluji

pomoci metod jako je enzymova imunosorpcni analyza (ELISA).

4.1 Emise indukovana shlukovanim

Standardnim vySetfenim zlstavd konven¢ni histopatologie, u které existuje riziko
falesné diagndzy a dlouhé ¢ekaci doby, proto se vyuziva pro biologické zobrazeni in vitro
emise indukovanad shlukovanim (AIE). AIE je novy fotofyzikdlni jev Siroce pouZivany
pro identifikaci malignich bun¢k v pozoruhodném zobrazovacim kontrastu. Pies slozitost
slozeni nadorovych tkani se luminogenem AIE barvi cilen¢ mitochondrie k lokalizaci
rakoviny a metastatické drahy v Cerstvém CRC (Obr. 9). Tento luminogen zaméfeny
na mitochondrie dokaze ucinné oddelit maligni od fyziologickych bunék in vitro.
Ptikladem barveni bun¢k v kolorektalni tkani je pomoci TPE-IQ-20, ktery je uméle
syntetizovan, nebo pomoci TTVP, coZ je barvivo cilené na membrany. Po obarveni jsou tkané

pozorovany pod konfokalnim mikroskopem (Shen et al., 2020).

38



(@) (b) 5 .
Nédorova burika Nadorova tkan

= i
o000
oo
OO0 OO O

V

}

Svazky kolagennich
vldken

&

e PR 3D

Fyziologické buiika = bl b el

I e g By i
< B

i . . AIE luminogen r_,"’\ '\.— —%)
& @ Q - Q -
9 e /'"‘v'../ R . T ‘\l\\\ /
{2 L] )L—r‘ ‘)n\ g ’_:;{/\
1 . . © oo NG a8 05
& | (+) \)/“V o =0 ) ¢ -
O "—"0 BEOETAEL DA
- - = .
— AARNG o (i © T
X Y
. e = A \\& D ° o
Mezimembranovy . ; . (’— ~ \) ) o .
prostor 5 Vnitfni membréna . Matrix = b e
Mitochondrialni
membréna

Obrazek 9: Mechanizmus selektivniho barveni luminogenem AIE.
Rozdil membranovych potencidli mitochondrii vyvolany specifickym nadorovym
barvenim TPE-IQ-20 v kolorektalni  tkéni. (a) Schématické znazornéni rozdilu
membranovych potencidli mitochondrii mezi nadorovou a fyziologickou buiikou.
Hyperpolarizované transmembranové napé€ti v mitochondrii nadorové buiiky usnadiiuje
akumulaci vét§tho mnozstvi barviva uvnitt nddorové buiky. (b) Rozdilné mikroprostiedi
mezi nddorovou a fyziologickou tkani. Obohacena barviva AIE v nadorovych builkach
nasledné rozliSuji morfologicky rozdil, ktery odlis§i nddorovou buniku od nenddorové.

H" = protonovy kation; AIE = emise indukovana shlukovanim.

Upraveno dle Shen et al., 2020.

4.2 Proteiny jaderné matrix

Jadernd matrix (NM), kterd se nachdzi v nukleoplazmé, je strukturni rdmec jadra
skladajici se z perifernich lamin a porovych komplext, vnitini sité¢ ribonukleovych proteinti
a zbytkovych nukleonii. NM obsahuje proteiny piispivajici k zachovéani tvaru jadra
a jeho uspofddani, coZ umoznuje prostorovou organizaci replikace DNA, transkripce
a opravnych procest. V téchto strukturach se nachdzi fada enzymi a transkripcnich faktord.
V NM se nachdzeji proteiny jaderné matrix, které maji vyznamnou roli pii vyvoji BC, CRC
a CaP. K diagnostice piispivaji rozdily jaderné matrix transformovanych a normalnich bunck,
které mohou spocivat ve slozeni lipidi. Konkrétné¢ v transformovanych buiikédch je vice

kardiolipinu a neutralnich lipidd. Struktura NM se také zapojuje do cest maligni transformace
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kviali jejimu hromadéni chemickych karcinogeni a onkogennich virovych proteint

(Sjakste et al., 2004).

4.3 Maligni vypotky

Bunééné kultury malignich vypotkll pacientli s riznymi druhy rakoviny maji nékolik
moznosti vyuziti. Témi moznostmi je hodnoceni odpovédi na chemoterapeutika, in vitro
charakterizace neoplastickych bunécnych linii, zkoumani nadorové heterogenity, pochopeni
ulohy EMT pii metastazovani a vysokém poctu terapeutickych selhdni. Pro diagnostiku,
urcovani primarniho misto metastazovani nadori a sledovani pacientil s nadory s vysokou
incidenci a mortalitou, jako je naptiklad BC a karcinom plic, se pouziva cytologie vypotki
a peritonedlni lavaze v laboratofich patologické anatomie. Bunécné typy obvykle
identifikované cytologii benigniho vypotku jsou mezotelové buiiky, makrofagy a leukocyty,
u malignich vypotkl pak i neoplastické bunky. Povahu malignich bun€k umoziuji definovat
vypotky s vysokou bunécnosti a charakteristickymi morfologickymi aspekty. Vzorky vypotk
se pro cytologické a imunocytochemické analyzy barvi Papanicolaouovou metodou.
Pro vysledky se posuzuje malignita vzorkli, pokud jsou ve vzorku, ¢i nejsou nalezeny
markery malignity (Carneiro et al., 2017).

Jednou z moznosti diagndzy malignit u ser6znich vypotkt je cytologie, ackoli miize byt
naro¢na. Pouzivd se imunocytochemicky panel (ICC) s komeréné dostupnymi
monoklondlnimi ¢i polyklondlnimi protilatkami, které jsou specifikovany v tabulce 1,
napiiklad proti karcinoembryondlnimu antigenu (CEA), epitelidlnimu membranovému
antigenu (EMA) nebo cytokeratinu (CK). Rutinni cytologické vySetieni pleuralni, peritoneéalni
a perikardidlni tekutiny je preferovanou metodou pro detekci metastazujici malignity
v télnich tekutindch. Panel ICC je uzitecnd zejména v piipadech, které jsou klinicky podezielé
z malignity, ale cytologicky jsou negativni kvtli malému poctu malignich bunék nebo jejich
nevyraznosti. Tato diagnostika muze byt ndrocnd zejména kvili riiznorodosti bunck
ve vzorku, které mohou byt jak maligni, tak zanétlivé nebo mezotelidlni. Ackoli je ICC
objevena jedind protilatka schopna disledné odlisit metastaticky karcinom od benignich
reaktivnich mezotelidlnich proliferaci nebo od maligniho mezoteliomu

(Nance and Silverman, 1991).
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Tabulka 1: Piehled panelu protilitek.
EMA = epitelialni membranovy antigen; CEA = karcinoembryonalni antigen; Leu = leukocyt;
CK = cytokeratin; VIM = vimentin. Upraveno dle Nance and Silverman, 1991.

Protilatka Specifikace protilatky

Monoklonalni protilatka proti bunéénym membranam
EMA lidského karcinomu prsu
CEA Polyklonalni protilatka

Monoklonalni protilatka proti bunéénym membranam
5723 lidského karcinomu prsu
LewMI Monoklonalni protilatka proti lidskému

myelomonocytarnimu antigenu

Vysoko- a nizkomolekularni CK | Monoklonalni protilatka

VIM Monoklonalni protilatka
S-100 protein Polyklonalni protilatka
Spole¢ny antigen leukocyti Monoklonalni protilatka

Diagnostika maligniho pleurdlniho vypotku (MPE) v pleurdlni tekutiné se provadi
pro identifikaci malignich bunck. Nejcastéji se u MPE vyskytuje metastazujici
adenokarcinom. Nejcast¢jSimi ptfi¢inami MPE jsou od nejcastéjSiho karcinomu plic po méné
casté karcinomy vaje¢niktl, zaludku, lymfom, a BC. Nejcastéjsi mista atypickych metastaz

jsou uvadeény plice a pleura, déle jatra, lymfatické uzliny a nadledviny (Jeon et al., 2018).

4.4 Diagnostické markery
4.4.1 Tumormarkery

Tumormarkery, jinym oznac¢enim nadorové markery, jsou heterogenni skupinou latek
uvoliiovanych nadorovymi buiikami, nebo jinymi buiikami v reakci na nédor, do krevniho
ob¢hu, ale také exprimovanych zdravymi tkanémi. U zdravych osob jsou v plazmé ¢i séru
ve velmi nizkych koncentracich. Mohou se vyskytnout i1 faleSn€ pozitivni vysledky u pacienti
s benignimi stavy. Pacienti s rakovinou maji tendenci vykazovat zvySené hladiny korelujici
s objemem nddoru. Spravnd interpretace vysledkll tumormarkerti mize byt nadro¢na, s mnoha
spravnymi faktory pifes preanalytické podminky po soubéZnd onemocnéni pacienta.
Meéfeni tumormarker( nabizi cenné informace pro 1écbu pacientli s nddorovym onemocnénim,
dale pti diagnostice, odhad prognoézy, usnadnéni vcasného odhaleni relapsu a sledovani
odpovédi na lécbu. V tabulce 2 je naznaCeny piehled tumormarkert, které se stanovuji

pfi epitelidlnich nddorech a jejich 1é¢bé (Filella et al., 2022).
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Tabulka 2: Piehled tumormarkeri epitelidlnich nadori.

AFP = oa-fetoprotein, CA = nadorovy antigen; CEA = karcinoembryondlni antigen;
cytokeratinu 19; HER2/neu = transmembranovy protein;
HE-4 =lidsky nadvarlatovy protein; NSE = neuron specifickd enolaza; PSA = prostaticky

CYFRA 21-1 = fragment

specificky antigen; SCCA = antigen dlazdicobunécného karcinomu.
Upraveno dle Filella et al., 2022.

Tumormarker Piidruzené malignity

AFP hepatocelularni karcinom

CA 15-3 BC

CA 125 karcinom vajecnikt, plic

CA 19-9 CRC, karcinom slinivky bfi$ni, Zlu€ovych cest, vajecnikii
CA 72-4 karcinom Zaludku, vaje¢nikti

kalcitonin medularni karcinom §titné zlazy

CEA CRC, BC, NSCLC, karcinom Zaludku, jicnovy adenokarcinom
chromogranin A neuroendokrinni nddory

CYFRA 21-1 NSCLC

HER2/neu BC

HE-4 karcinom vajecnikti

NSE neuroendokrinni nadory, NSCLC

ProGRP NSCLC

PSA CaP

S100 proteiny maligni melanom

SCCA dlazdicové nadory

thyreoglobulin folikularni karcinom §titné zlazy

4.4.1.1 Karcinoembryonalni antigen

CEA je glykoprotein, ktery se podili na bunécné adhezi a mize byt zvySeny u fady
nadorovych onemocnéni. Pfi diagndéze jeho zvySend hladina pfedznamendva negativni
prognoézu (Seale et al., 2022). Je oznacovany jako velice dulezity diagnosticky antigenni
marker, ktery se pouziva napiiklad pro identifikaci vyvolavani specifické protinadorové
imunitni odpovédi. Fyziologicky je jako onkofetalni antigen CEA exprimovan béhem vyvoje
plodu, ale vnizkych hladindch také v gastrointestindlnim epitelu  dospélych
(Sarobe et al., 2004). Jeho exprese byla nejprve zjisténa u CRC a nasledné u karcinomil
aerodigestivniho traktu a dalSich organt (Kuo et al., 2020). CEA se dale objevuje v Siroké

Skale adenokarcinomt, jako je pravé karcinom Zzaludku, PDAC, CRC, BC atd.
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(Sarobe et al., 2004). Vedle diagnostiky karcinomu plic pomaha sledovat recidivu, uréovat
prognozu karcinomu a hodnotit G€¢innost jeho 1é€by. SniZeni hladina CEA muZe pfedpovidat
objektivni odpovéd apieziti bez progrese (PFS), nikoli vSak celkové pieziti (OS).
Zvysend hladina CEA se mize vyskytovat i u nenadorovych onemocnéni, jeho hladiny v séru
ovliviluje mnoho faktorti, vcetné fyziologickych, metabolickych a cirkulacnich faktord
(Yang et al., 2021). Sérovy CEA se pouziva jako marker spolu se zobrazovacimi metodami.
Diagnostikovat ho  lze  pomoci  cytologie a  histologie, konkrétné¢  pak
elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzou na automatickém analyzatoru. Jeho vyuziti
bylo déale navrzeno pro méteni CEA pted operaci a po ni, jelikoz poskytuje cenné informace
pro piedvidani progrese onemocnéni a pro urceni adjuvantni 1€€by u Casnych stadii karcinomu
plic (Kuo et al., 2020).

Kromé vyuziti CEA pii diagnostice rakoviny u pacientii se také pouziva pfi studiich
a vyvoji protinadorovych 1€Civ, in vivo 1 in vitro. Studie Pramanik et al., 2022 uvadi
terapeutickou Uc¢innost nanoformulatu in vitro na 2D monovrstvych kulturach CRC
a 3D sféroidech 1 na mySich nesoucich nddorové xenografty. Tato ucinnost prokazala
selektivitu vici buitkdm exprimujicim CEA. Pro docileni zneSkodnéni rakovinnych buné&k
pouzivaji kubozomy, coz jsou porézni lyotropni kapalné krystalické nanocastice vyuzivané
jako perspektivni nosice 1é¢iv. Po jejich cileném podani vykazovaly rakovinné sféroidy
maximalni bunéfnou smrt ve srovnani s nenadorovymi buiitkami. Xenografty CRC
vykazovaly velky pokles objemu nddoru, Zddnou toxicitu mimo cil a zvySenou miru preziti.
Studie také popisuje sledovani lokalizace kubozomi pomoci fluorescenénich znacek,
které ukazaly pfednostni vychytdvani cilenych kubozoml rakovinnymi buitkami

exprimujicimi CEA (Pramanik et al., 2022).

4.4.1.2 Nadorovy antigen 15-3, 125, 19-9, 72-4

Nadorovy antigen (CA 15-3) je velky mucinovy glykoprotein kodovany genem MUCI
a jeho epitop se nachézi na episialinu. Tento gen MUCI je exprimovan na povrchu duktalnich
bun¢k zlazovych epitelll, coz vede k produkci CA 15-3. Po této produkci dochazi k inhibici
lyze nadorovych bun¢k a sniZeni interakce mezi buitkami. Béhem malignity dochézi ke ztraté
bunécné polarity, proto jsou proteiny uvoliiovany po celém povrchu bunék a jsou vylucovany
do obchu (Elakkiya et al., 2017). ZvySené hodnoty sérového CA 15-3 v dobé diagndzy
jsou spojeny s vy$§im stadiem BC, velikosti nddoru a horSim pfezitim bez onemocnéni i OS
(Seale et al., 2022). Obecn¢ se klinicky diagnostikuje na zékladé fyzikalniho a radiologického

vySetfeni. Vedle CA 15-3 se pro diagnostiku metastazujiciho BC pouZivaji jest€¢ zminény
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CEA a CA 125. Maji ovSem nizkou citlivost, proto se obvykle pouzivaji spiSe pro nasledné
sledovani nez pro v€asnou diagnostiku (Chen et al., 2020).

CA 125 je Siroce pouzivanym tumormarkerem pro diagnostiku a sledovani karcinomu
vajecnikl. AvSak ne u vSech karcinomtl vaje¢nikt se hladina CA 125 zvySuje. Kvili vysoké
mife faleSné pozitivity u benignich gynekologickych onemocnéni, jako jsou naptiklad cysty,
se tento marker nepouziva samostatné pro diagnostiky karcinomu vajecnikii. S CA 125
se pouziva lidsky nadvarlatovy protein 4 (HE-4) jako diagnosticky nadorovy marker
pro karcinom vajecnikil (Kim et al., 2018).

CA 19-9 je komplex glykoproteinii na povrchu buné¢k, ktery je nejcastéji spojovan
s diagnostikou PDAC. Poprvé byl popsan v bunééné linit CRC. Historicky je tento
tumormarker jeden znejpouzivanéjSich pro diagnostiku, 1é€bu a prognézu PDAC.
Tento glykoprotein neni pouzivany pouze pro PDAC, ale jeho zvySend hladina se také muze
pouzivat jako indikace k operaci pii podezieni na benigni onemocnéni slinivky bfisni.
Dalsim ¢astym pouzitim CA 19-9 ve Zlu€ovych cestach zahrnuje jeho vyuziti jako dopliku
pii diagnostice cholangiokarcinomu. V posledni dob¢ se klinickd hodnota CA 19-9 hodné¢
roz$ifila. Potencidlné se da vyuZzit pii vySetfovani pacientll na nddory gastrointestindlniho
traktu, jakym je napiiklad CRC ¢i karcinom jicnu. CA 19-9 je produkovéan duktalnimi
buitkami ve slinivce bfiSni, ZluCovém systému a epitelidlnimi bunkami v zaludku,
tlustém stievé, déloze a slinnych Zzlazach. VétSinovy vycet moznosti jeho diagnostického
vyuziti pro fadu onemocnéni, benignich a malignich, je naznacen v obrazku 10

(Lee et al., 2020).
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Medularni karcinom Stitné Zlazy
Papilarni karcinom $titné Zlazy
Anaplasticka rakovina Stitné zlazy
Rakovina pfiusni Zlazy

Rakovina jicnu

Rakovina plic

Idiopaticka plicni fibréza
Plicni netuberkulézni
mykobakterialni onemocnéni

Autosomalné dominantni

Ascites \ polycystické onemocnéni ledvin

Biliarni adenofibrom

nlﬂ

Cholangiokarcinom Rakovina Zaludku
Cholangitida
Cholecystitida Duktalni adenokarcinom pankreatu
Choledocholitidza Pankreatitida
Cholestaza Pankreatické cystické 1éze

Jaterni cysty
Jaterni fibréza

Kolorektalni karcinom

Hepatitida
Hepatocelularni karcinom
Karcinom Zlu¢niku

Rakovina moc¢ového méchyte
Endometrialni karcinom

Polyp Zlu¢niku Endometri6za
Akutni zanét zlucniku Rakovina ya]ecmku .
Primérni sklerotizujici cholangitida Zralé cystické teratomy vajecniki
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Obrazek 10: Piehled onemocnéni diagnostikovanych pomoci CA 19-9.
Vytvoieno v BioRender.com; upraveno dle Lee et al., 2020.

CA 72-4 je druh nadorového polymorfniho epitelidlntho mucinu, ktery je vysoce
exprimovan v lidskych adenokarcinomech, naptiklad Zaludku, tlustého stfeva, plic a BC.
Nejvice je vyuzivan v diagnostice a hodnoceni prognoézy karcinomu zaludku.
Karcinom zaludku by nemél byt opomijen. Ve fyziologickych tkanich je jeho exprese nizka.
Tento biomarker ma veliky potencial u vyvoje ucinné metody ke sniZeni toxicity cilené 1€cby

CA 72-4, které byla neddvno vyvinuta (Xu et al., 2021).

4.4.1.3 Fragment cytokeratinu 19

Fragment cytokeratinu 19 (CYFRA 21-1) je prognostickym markerem NSCLC.
Hladina CYFRA 21-1 vséru se také pouzivd jako pomocna metoda pro diagnostiku
dlazdicobunécného karcinomu plic. Nejvic se vyuziva jako prediktor odpovédi na 1écbu
inhibitory tyrozinkindzy EGFR u pacientli s NSCLC s mutaci EGFR4 (Shirasu et al., 2018).

CYFRA 21-1 spolu sCEA jsou dva biomarkery mnoha druhG rakovin,
vcetné zminovaného karcinomu plic, dale rakovina tstni dutiny a CRC. Tyto dva antigeny
jsou nalezitelné jak ve slindch pacientii s onemocnénim, tak u zdravych lidi, u kterych
jsou jejich koncentrace velmi nizké. Jednoducha a snadné detekce CEA a CYFRA 21-1 opét

poskytuje informace ke sledovani progrese nadorti a hodnoceni riznych typi jejich 1écby.
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Metodami pro detekci mize byt ELISA, elektrochemické senzory, elektrochemiluminiscence

a fotoelektrochemické imunosenzory (Joshi et al., 2022).

4.4.1.4 Prostaticky specificky antigen

vznikd pifi zvySené hodnoté PSA v séru. Pfiznaky se objevuji, kdyz je onemocnéni
v pokrocilém stddiu. Neexistuji Zadné specifické zobrazovaci metody nebo biomarkery
pro diagnostiku rozsahu onemocnéni kromé& PSA (Tateishi, 2020). Jiz v minulém stoleti
bylo objeveno, ze PSA dokaze odhalit vice CaP v organicky ohrani¢eném, klinicky
lokalizovaném stadiu ve srovndni s hodnocenim hmatnych nadortt pomoci digitalniho
rektdlniho vySetfeni. Jeho diagnostika nejen opét sniZzuje Umrtnost zplsobenou CaP,
ale je také velice dobfe prognosticky vyuzitelny pfi méfeni PSA u muzi stfedniho veéku

pro stanoveni rizika budouciho zZivota ohrozujiciho CaP (Carlsson et al., 2020).

4.4.1.5 Antigen dlazdicobunécného karcinomu

Antigen spinoceluldrniho, neboli dlazdicobunééného, karcinomu (SCCA), je nadorove
specificky antigen vyuzivany pro své biologické funkce a vyznam ve fyziologickych
a patologickych procesech. SCCA je vyuzitelny bud’ pro diagnostiku dlazdicovych nador,
nebo pro sledovani odpovédi na radioterapii ¢i chemoterapii, recidivy nadorti a selhani 1écby.
Poprvé byl tento antigen izolovan ze tkani dlazdicobunééného karcinomu délozniho hrdla.
Sklada se ze dvou vysoce homolognich izoforem, SCCA1 a SCCA2. Tyto izoformy
jsou kédovany gen SERPINB3 a 4 a nachazi se na dlouhém raménku chromozomu 18.
SCCA1 a SCCA2 se nachazeji predevSim v cytoplazmé, coZ se mize za riznych podminek
meénit, proto lze tyto izoformy detekovat také v cytozolu, jadfe, plazmatické membrané

nebo lysozomech (Zhu, 2022).

4.4.2 Celularni markery cirkulujici nadorovych bunék

Cirkulujici biomarkery maji potencial poskytnout cenné informace o vyvoji onemocnéni
a odpovédi na lécbu. Mohou slouzit k identifikaci vyuZitelnych mutaci a charakteristiky
nadoru, které¢ nasmeéruji 1écbu. Tyto biomarkery lze sbirat s vyssi frekvenci nez zobrazovaci
metody nebo odbéry vzorkll tkdni, coZz potencidlné umoziuje informovanéjsi 1écbu
(Seale et al., 2022).

Detekce CTC se provadi pomoci celularnich markerti na systému CellSearch, ktery byl
jiz zminén. Tato metoda izoluje CTC ze 7,5 ml plné¢ krve smichanim s ferrofluidem,

ktery je sloZzeny z magnetickych €astic potazenych protilatkami proti EpCAM. Po magnetické
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extrakci CTC se aplikuje multiplexni barveni pomoci imunofluorescenéné¢ znacenych
monoklondlnich protilatek. Tyto znacené protilatky se po permeabilizaci buniky aplikuji na
vnitrobunéény znak epitelidlnich bunék CK 8, 18 a 19. Déle je populace znacena protilatkami
proti povrchovému znaku CDA45, coz zajisti negativni selekci bun¢k krevni fady. Pomoci
jaderného barviva DAPI (4',6-diamin-2-fenylindol) je znac¢end DNA, ktera zajisti moznost
detekovat CTC. Vizualizace bunék je =zajiSténa poloautomatickym fluorescencnim
mikroskopem. CTC jsou identifikovany jako jaderné buiky exprimujici CK a EpCAM,
bez exprese CD45. Vyznamnym negativnim prognostickym faktorem pro PFS 1 OS
je zvySeny pocet CTC, ktery je pro metoda CellSearch definovany jako 5 a vice CTC
na 7,5 ml krve (Dirix et al., 2022).

4.4.2.1 Adhezivni molekula epitelovych bunek

Nekteré systémy zachytu CTCs jsou zaloZeny na pouziti protilatek proti povrchovym
antigenim bunék. NejCastéji se pouziva jiz zminéna EpCAM. Jeji exprese je prakticky
univerzalni v buikam epitelidlniho ptivodu a v krevnich bunkéch chybi. Timto rozdilem
se odliSuji CTC od krevnich bun€k pifi detekci CTC. Konjugace bunck proti EpCAM se
pouziva k obohaceni CTC z krve pacienti s BC, CRC a CaP.

4.4.2.2 Cytokeratin

CK patifi do skupiny proteinii intermedidrnich filament cytoskeletu. Tato skupina
je specificky exprimovana v epitelidlnich buiikach. Sirokospektré protilatky proti CK
rozpoznavaji jediny epitop spole¢ny vétSiné CK a jsou soucasti souprav pro izolaci CTC.
CK se také pouzivaji pii detekci a charakterizaci CTC po rliznych postupech obohacovani.
Po pfechodu do mezenchymu mohou byt jednotlivé proteiny CK méné regulovany
v epitelidlnich nadorech, jako je BC. Detekce nékolika proteini CK soucasné vSak snizuje
pocet faleSné negativnich vysledki, které jinak vznikaji timto postupem.

Zejména u BC patii CK19 mezi nejstudovanéjsi markery, hlavné kvili jeho stabilité
a hojné exprimaci na epitelidlnich buiikdch BC. Tento marker byl Gspé$né pouzit k detekci

bun¢k BC v kostni dieni, lymfatickych uzlinach a periferni krvi.

4.4.2.3 Vimentin na povrchu bunék
Malda skupina fenotypovych zmén CTC je spojena s fenoménem EMT
nebo jsou jeho ¢astecnym  dasledkem. Proces EMT zahrnuje tvorbu metastatickych

nadorovych bunék. Tyto buniky ziskdvaji expresi mezenchymalnich markerd, jako je VIM,
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a ztraceji epitelidlni markery véetné EpCAM, coz muze vést k vyuziti VIM jako markeru

pro detekci mezenchymalnich CTC z nékterych naddorovych onemocnéni, napt. sarkomil.

4.4.2.4 Receptor epidermdlniho riistového faktoru

Signalizace EGFR je dilezitd pro normalni vyvoj epitelu a pro proliferaci, motilitu,
preziti a metastazovani nadorovych bun¢k. Dnes vime, Ze je tato signalizace nadmérné
exprimovana u konkrétnich ptipadi BC. Bylo prokéazana spojitost mezi inhibici EGFR
apotlatenim EMT a nasledné snizeni schopnosti bunék migrovat a pficestovat.
Exprese EGFR byla nalezena a potvrzena u 18-25 % BC a souvisi s vy$§im rizikem relapsu
aumrti na BC. Tento marker se vSak jiZ nepovazuje za hlavni, jelikoZ nebyl pozorovan
zéadny statisticky vyznamny rozdil v klinickém vysledku mezi EGFR pozitivnimi a EGFR

negativnimi pacienty (Alvarez Cubero, 2017).
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5 Terapie nadorovych onemocnéni

Za ucelem snizeni poctu umrti na nadorova onemocnéni byla v poslednich letech
vyvinuta fada strategii pro zlepsSeni 1éCby, kterymi je chirurgie, radioterapie, chemoterapie,
imunoterapie, cilené 1écby, hormonalni 1écby, nebo transplantace kmenovych bunék

(Krzyszcezyk et al., 2018).

5.1 Chemoterapie

Chemoterapie je hlavni a béznd lécebnd metoda, ktera vyuzivda chemické Iéky
k usmrceni nadorovych bunck. Tato technika ovliviiuje zdravé fyziologické tkané,
protoze je nespecificka a ma toxické nezddouci Gcinky. Na uspéSnosti chemoterapie se podili
mnoho faktorti, véetné¢ typa 1€ka, davkovani, formy, farmakokinetiky, rezistence a toxicity
(Yousefi Rizi et al., 2022).

Vyznamnym meznikem pro chemoterapii bylo objeveni aktinomycinu D,
které se oznaCoval za prikopnika pifi  hleddni dalSich protinadorovych antibiotik,
vcetn¢ antracyklinii, mitomycinu a bleomycinu (Amjad et al., 2023). Obecn¢ je vSak znamo,
ze existuje pouze malé mnozstvi experimentalnich udaji, které by potvrzovaly, Ze obtiznost
chemoterapie spocivala v rozdilech rychlosti proliferace nadorovych bunék a tedy jiné
odpovédi pacientl na lécbu. Jisté je, Ze citlivost na chemoterapii urcuji mechanizmy
na bunécné urovni a sloZzeni mikroprostiedi nddoru (Tilsed, 2022).

Predpokladem  fungovani  protinddorové  1écby je  vyvolani  apoptdzy
v nadorovych buitkdch (Dimri, 2005). Cilem chemoterapie je potlacit buné¢nou proliferaci
a mnozeni tumoru, ¢imZz se zabrani invazi a metastdizam. To ma ovSem za nasledek toxické
ucinky 1 na fyziologické buiiky. Inhibice ristu nddoru muze probihat a nc€kolika urovnich
vbuiice a jejim prostfedi. Tradicni chemoterapeutick¢ latky primarné ovliviiuji
makromolekularni syntézu a funkci neoplastickych bunék interferenci s DNA, RNA,
¢1 proteinti, nebo ovlivituji vhodnou funkci pfedem vytvorené molekuly. Pokud je interference
v makromolekuldrni syntéze ¢i funkci postacujici, vede k bunéné smrti spuSténim apoptozy
nebo v dusledku pifimého uinku chemoterapeutika. Toxicita cytotoxickych Iéki
je nejvyznamngj$i béhem S-faze bunécéného cyklu kvili syntéze DNA. Vinca alkaloidy
a taxany pisobi v M-fazi a blokuji tvorbu mitotického vieténka.

Vyzkumy v biologii  rakovinnych  bunék vedly k vyznamnému nahlédnuti
do mechanizmi  apoptdzy, angiogeneze, metastaz, transdukce bunécného signalu,

diferenciace, modulace ristovych faktort. Vyzkumnici tedy navrhuji molekuldrné cilenou
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terapii na zminéné drahy, selektivné inhibovat riist, napf. zam¢fit se na bunéénou signalizaci
nebo angiogenezi, ¢i blokovat degradaci proteini.

Chemoterapii lze podavat v neoadjuvantni, adjuvantni, kombinované a metastatické
1écbé. Neoadjuvantni terapie je lécba podavand pred priméarni lécbou. Adjuvantni terapie
je lécba podavana navic k pocatecni terapii, které miize potlacit nebo eliminovat rust
okultnich rakovinnych buné€k, pficemz se nyni pouzivd jako standard u BC, CRC,
karcinomu plic a rakoviny vajecniki. Kombinovana l1é¢ba, jakou je chemoterapie a ozafovani,
se pouzivaji ke zmenSeni nadoru ptfed operaci nebo k zaméru 1é€by tumoru vyskytujicich se
v hlaveé, krku, plicich, andlu. Pfikladem kombinované chemoterapie je lécebny rezim

bleomycin, vinblastin, cisplatina pro rakovinu varlat (Amjad et al., 2022).

5.2 Radioterapie

Radioterapie (RT) je 1é¢ba rakoviny, pii které se pouzivaji vysoké davky zafeni
k usmrceni rakovinnych bunék a zmenseni nadoru. Velkym nefeSitelnym problémem stale
zlstavaji vedlejsi ucinky na fyziologickou tkan. Mensi vedlejsi ucinek na zdravou tkan ma
pouziti radiosenzibilizatorii, které maji nizkou toxicitu. Radiosenzibilizatory jsou latky
pouzivané pro zvySeni smrticiho u€¢inku na nadorové bunky. RT je typicky 1é¢ba nddorovych
bun¢k pomoci vysokoenergetického fotonového zafeni, jako jsou rentgenové paprsky
nebo y-paprsky. RT mize pusobit pfimymi mechanismy, tedy zplsobovat zlomy v DNA,
které vedou k ukonceni bunécného déleni a proliferace, nebo dokonce k bunécné smrti.
Druhymi mechanismy jsou nepfimé, kde zafeni vyvola tvorbu ROS. Tvorba ROS vede
k vyvolani bunécného stresu, ¢imz dochéazi k poskozeni biomolekul a nakonec zméni bunécéné

signalni drahy (Gong et al., 2021).

5.3 Imunoterapie

Imunoterapie je zaméfend predevSim na imunitni systém cloveka, ktery hraje klicovou
roli pfi sledovani a niceni nadorovych bunék. Nadorové bunky mohou pfirozenou obranu
obejit, tim vytvoii toleranci prostfednictvim zvySené regulace kli¢ovych kontrolnich bodl
imunitniho systému. Imunoterapeutika funguji na bazi blokace interakci kontrolnich receptora
zabezpecujicich imunitni rezistenci a ligandd v imunitnim systému pacienta. Blokace vede
k lepsi aktivaci efektorovych a cytotoxickych T-lymfocyti, které reaguji na nadorové bunky
(Bodor et al., 2019).

Systémy pro podani imunoterapie se rozdéluji do péti skupin, témito skupinami
jsou konkrétn¢ inhibitory kontrolnich bodf, cytokiny podporujici lymfocyty, upravené
T-lymfocyty (T-butky CART) a T-buné&né receptory, agonistick¢é protilatky
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proti kostimula¢nim receptorim a vakciny proti rakoviné (Riley et al, 2019).
Prokdzany pfinos pfeziti oproti chemoterapii prokdzaly inhibitory programované smrti
nivolumab a pembrolizumab spolu s inhibitorem PD-L1 atezolizumabem. V soucasné dobé
se imunoterapie pouzivad pro lécbu napiiklad u karcinomu plic, konkrétné u pokrocilého
NSCLC, jelikoz je zajimavou alternativou 1éCby bez akutni fidici mutace. Latky, jako
jsou nivulumab, pembrolizumab a atezolizumab, byly schvéleny pro lé¢bu metastazujiciho

NSCLC v druhé linii 1écby (Bodor et al., 2019).
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ZAVER

V této praci jsem se pokusila shrnout moZnosti soucasné diagnostiky maligné
transformovanych bunék. Prvni ¢ast textu je zaméfena pfedev§im na charakteristiku, tedy ¢im
se vyznaCuje bunka, kterd je malign¢ zménénd a jak se rozSifuje do dalSich tkani.
Dale jsou popsany procesy, kterymi se bunika miize chranit pfed procesem maligni pfemény.
Pokud ani témito mechanizmy butika nezanikne, méni se v buiiku nadorovou. Mechanizmy
zpusobujici bunécnou smrt potencionalné malignich bun¢k, kterym nddorova butika Gspésné
unikd, jsou zkoumdny pii studiich v oblasti diagnostiky, prognozy a terapie rakovinnych
onemocnénti.

V hlavni ¢asti této prace jsou popsany epitelidlni nadory, které vznikaji po mutaci
epitelovych bunék organd. Tyto karcinomy jsou diagnostikovany pomoci cirkulujicich
nadorovych bunék, které predstavuji vyznamnou metodu. Izolace a detekce téchto vzacnych
bunck je vsak stdle velice naro¢nd, zejména kvili jejich rtznorodosti a neznalosti vSech
vlastnosti. Dal§imi moznostmi diagnostiky je barveni nddorové tkan€, vyuziti malignich
vypotkll, nebo stile nejcastéji pouzivané nadorové markery. Pfi rozvoji a rlstu nédoru
vylucuji buniky detekovatelné markery, které jsou samostatné nebo v kombinacich specifické
pro ruzné nadory. Tumormarkery se také vyuzivaji ptfi vyzkumech in vitro kultur malignich
bunécnych linii, které se podatilo uspéSné podaftilo kultivovat az v tomto stoleti.

V posledni ¢asti jsou shrnuty terapeutické moznosti 1écby nadorovych onemocnéni,
které poméhaji bojovat s timto agresivnim onemocnénim. Studie se stile vice zamétuji
na zkoumani dalSich zplsobi 1é¢by, které by tolik neovliviiovaly fyziologické bunky piilehlé
k bunkdm nadorovym, jako stale nejpouzivan€jsi chemoterapie <¢i radioterapie.
Setrngjsi 16¢bou miize byt imunoterapie, kterd je soustiedéna na konkrétni buiky imunitni
odpovédi bojujici s nadorem.

Cela prace je prolozena aktudlnimi c¢lanky o studiich provadénych in vitro,
které pfispivaji svymi znalostmi o kultivaci bun&énych linii ziskanych od pacientl
z patologicky diagnostikovanym epitelidlnim nadorem. Kultivace malignich bunck je stale
velice narocny ukol, zejména kvili heterogenité nddort a jejich rozdilnych pozadavcich
na podminky pro uspéSnou kultivaci expandovanych a mnozicich se bunéénych linii.
Témito studiemi se vSak dafi posouvat hranice diagnostiky, které maji vzrlstajici podil

v klinické praxi.
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