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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva pankreatickymi organoidy, tvorbou a jejich vyznamem v klinické
1é¢bé. V prvni Casti prace je popsana stavba a funkce fyziologické slinivky bfisni a patologické
stavy, které se tykaji pfedevs§im karcinogeneze pankreatu. Cilem je jednak objasnit dtlezitost
rozvoje bunéénych modeli pankreatu v souvislosti s duktalnim adenokarcinomem pankreatu,
pankreatickych organoidi pfi 1é€be diabetu, ktery je ve svété velmi rozsiten. V druhé ¢asti prace
je popsana tvorba jednotlivych buné¢nych modela pankreatu vyuzitelnych pro modelovani

duktéalniho adenokarcinomu pankreatu, ke screeningu 1éCiv a pro personalizovanou medicinu.
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TITLE
Pancreatic organoids

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with pancreatic organoids, their formation and their importance
in clinical treatment. The first part of the thesis describes the structure and function of the
physiological pancreas and pathological conditions, which are mainly related to pancreatic
carcinogenesis. The aim is to elucidate the importance of the development of pancreatic cell
models in the context of pancreatic ductal adenocarcinoma, which is one of the most serious
cancers in the world, and also the possible applicability of pancreatic organoids in the treatment
of diabetes, which is widespread in the world. The second part of the thesis describes
the creation of cell models of the pancreas, which are useful for modelling ductal

adenocarcinoma of the pancreas, for drug screening and for personalized medicine.
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UvVoD

Tvorba bunéénych modelu, které slouzi k napodobovani pifesné struktury nachazejici se
v lidském téle, predstavuje v soucasnosti velky potencidl. Organoidy jsou velmi slibnym
modelem, jelikoz jsou schopné rekapitulovat in vivo tkanové struktury in vitro, a tim oteviraji
brany vyzkumu v mnoha ohledech, jako je zkoumani gent spojenych s rakovinou a jejich
odpovédi na danou 1écbu. Pankreatické organoidy slouzi k objasnéni patologickych procest
probihajicich ve slinivce btisni, kdy slouzi pfedevsim ke zkouméni nddorovych onemocnéni
pankreatu. Karcinom slinivky bfisni se fadi mezi jednu z vyzev 21. stoleti tykajici se
karcinogeneze, jelikoz se jedna o velice neptiznivé onemocnéni s velmi Spatnou prognoézou.
Mezi nejcastéji vyskytujici se typ rakoviny slinivky patii adenokarcinom pankreatu. Tento typ
nadoru je v soucasné dobé tieti nejcastéjsi pricinou imrti spojenou S nadorovym onemocnénim.
Vzhledem K rychle se zvysujici incidenci tohoto nadoru se o¢ekava, ze do roku 2030 se stane
druhou nejcastéji Se vyskytujici rakovinou s velmi nizkou pétiletou mirou preziti. Z tohoto
divodu jsou pankreatické organoidy vyznamnym bunéénym modelem, ktery umozZiuje
vyzkum karcinomu pankreatu. Organoidy se shromazd’uji a snahou je sestavit biobanku nadort,
ktera bude obsahovat organoidy odvozené od riznych stadii karcinomu pankreatu. Toho se da
vyuzit k objevovani a validaci 1€k, ke studovani jednotlivych fazi nadoru a genetickych zmén

nadoru. Organoidy pfedstavuji také nastroj pro personalizovanou medicinu.

Organoidy mohou byt také slibnym néstrojem pro 1écbu diabetu. Diabetes je nenddoroveé
onemocnéni slinivky bfi$ni, které mize nastat v disledku absolutniho nedostatku inzulinu
(diabetes 1. typu) nebo v dasledku snizené reakce lidského téla na inzulin a $patné produkce
inzulinu (diabetes 2. typu). Podle udaje z roku 2023 kazdym rokem onemocni diabetem zhruba
60 tisic lidi a celkovy pocet diabetickych pacientil v Ceské republice v roce 2023 piekroéil jiz
1 milion, z nichZ pouze 5 % pacientt trpi diabetem 1.typu. Organoidy pankreatickych ostravku
jsou strukturné a bunééné podobné jako lidské ostriivky. Diky tomu by mohly byt vyuZzity
pfi transplantaci ostriivki, ¢imz by se zvysil pocet pacientd, kterym by transplantace ostritvku
byla poskytnuta. V soucasnosti je transplantace ostruvku nabidnuta pouze 0,5 % pacientd,

jelikoz je spojena s mnoha problémy jako je invazivita zakroku a potfeba 2 darcii pro jednoho

pacienta, a proto by vyuziti organoidti pankreatickych ostrivki prispélo k 1é¢be diabetu.

Tvorba pankreatickych organoidii je v soucasnosti stfedem zajmu spousty vyzkumnych
kolektivli, které se snazi sestavit idedlni protokol pro tvorbu a kultivaci pankreatickych

organoidii v co nejvetsi mife uspéSnosti. Pankreatické organoidy mohou byt odvozeny
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od pluripotentnich kmenovych bunék, z fetdlni tkan€, z normalni zdravé tkdné a z naddorové
tkan¢ pankreatu. Nejhojnéji jsou konstruovany protokoly pro tvorbu nadorovych organoidd,
pro jejichz tvorbu se vyuziva odebrand nadorova tkan od pacienta, kterd se ziskava z biopsii
nebo resekci pankreatu. Kazdy typ bunék ma sviij zpisob zpracovani a zahrnuje rtizné techniky
kultivace bunék vedoucich ke vzniku organoidi. Bakalafska prace shrnuje rizné protokoly,

které vedly k tspésné tvorbé pankreatickych organoidi.
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1 SLINIVKA BRISNI - PANKREAS

1.1 Zdrava lidska slinivka briSni

Slinivka bfisni je kombinovana endokrinni a exokrinni zlaza, kterd ma dualezitou funkci pfi
traveni a také se vyznamné podili na udrzovani metabolické homeostazy (Balak et al., 2019).
Lidska slinivka je Samostatny, nezavisle fungujici organ (Dolensek et al., 2015). Slinivka bti$ni
vznikd v pribé¢hu embryondlniho vyvoje z progenitorové builkky endodermu. Prvotni
progenitorova buika se rozliSuje na pankreatickou multipotentni progenitorovou buiiku, ktera
ma schopnost se diferencovat na jakoukoli pankreatickou buiniku exokrinni nebo endokrinni
¢asti pankreatu, krom¢ bunék PSC (pluripotentni kmenové bunky). Z multipotentnich
progenitorovych bunék vznikaji riizné typy bun¢k: $pickové, kmenové a také endokrinni bunky.
Kazda z téchto bunék ma riizné markery bunéénych linii. Spickové buiiky se rozliuji na buiiky
acinarni a z kmenovych bunék vznikaji duktalni burniky a endokrinni progenitorové bunky (Lilly
et al., 2023). Slinivka bfisni zdravého dospé€lého Eloveéka vazi 100 g a je dlouha zhruba
14 az 25 cm. Tvar normalni slinivky je lalo¢naty a podlouhly. Slinivka je velice
parenchymaticky organ, ktery se nachéazi Sikmo za zadni a horni bfisni sténou a ¢leni se na pét
anatomickych ¢asti, kterymi jsou hlava, uncinatni vybézek, ktery je umistén v pfednim btisnim
laloku hlavy, krk, télo a ocas (Atkinson et al., 2020). Mezi jednotlivymi ¢astmi pankreatu nejsou
zadné jasné definované hranice. Za pomysinou hranici mezi hlavou a télem se da povazovat
levy okraj horni mezenterické tepny, kdezto jako hranice mezi té¢lem a ocasem se da brat stied
téla a ocasu dohromady. Hlava pankreatu je Cast, ktera ma tvar pismene C a je zarovnana
S hornim zaktivenim dvanactniku. T¢lo slinivky ma plochy a uzky tvar a mizeme jej najit
tahnouci se takika horizontalné v medialni roviné pod Zaludkem (Dolensek et al., 2015). Lidska
slinivka se vyviji a roste pfiblizné¢ do 30. roku zivota a soucasné se jeji hmotnost nebo také
objem velice méni béhem dospélosti (Atkinson et al., 2020). Endokrinni &ast pankreatu
je tvorena pankreatickymi neboli Langerhansovy ostrivky, které vylucuji hormony nezbytné
pro udrzovani hladiny glukézy v krvi. Endokrinni ¢ast se skladd z péti riznych druht
endokrinnich bun¢k, a to z B bunék, které produkuji inzulin (60 %), a bunék produkujicich
glukagon (30 %), 6 produkujicich somatostatin (10 %), y/PP bunék produkujicich pankreaticky
polypeptid a z € bun¢k produkujicich ghrelin (Zhang et al., 2022). Obvykle endokrinni ¢ast
slinivky bfi$ni zahrnuje jeden az dva miliony Langerhansovych ostravki. Kazdy samostatny
ostruvek je tvofen velkym mnozstvim bunék (desitky az tisice). Ostritvky jsou ovalného tvaru
a jsou rozptyleny po celé slinivce, ale v nejhojnéjsim poctu se nachézeji v ocase pankreatu

(McGuckin et al., 2020). Langerhansovy ostruvky obsahuji krom¢ endokrinnich bun¢k také
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stromdlni bunky, makrofagy, neuronalni elementy, endotelové buiiky a pericyty. VSechny tyto
bunky pfedstavuji méné nez 5 % zastoupenych bunék. Ostriivky jsou funkéni miniorgany majici
vlastni inervaci a komplexni mezibunécnou komunikaci. K zajisténi spravné funkce ostrivki
je nezbytné, aby pfijimaly a zpracovavaly signaly, jako jsou rtizné hormony a Ziviny, které
se knim dostavaji z krevniho fecisté nebo také z intersticialniho prostoru (Wassmer et al.,
2020). Exokrinni ¢ast pankreatu je tvofena acinarnimi bunikami, které ukladaji travici enzymy,
ty jsou nasledné vylucovany a odvadény do dvanactniku (Balak et al., 2019). Tvoii se zde
enzymy jako je amylaza, lipaza a trypsin. Acinarni buiiky zastupuji zhruba 85 % pankreatické
hmoty a jsou hlavnimi slozkami lalicku (Lilly et al., 2023). Acinus, ktery je zakladni funkéni
jednotkou exokrinni ¢asti pankreatu, je komplex klinovitych sekre¢nich bungk, které svym
uspofadanim do kulatého "bobulovitého" tvaru vytvareji centralni dutinu uvnitf. Sekre¢ni
buniky vylucuji tekutinu slozenou z bilkovin, zymogent, coz jsou prekurzory enzymu a také
ze samotnych enzymu. Tato tekutina néasledné odtéka z centralni dutiny do vyvodu, kterym
je interkalarni kanélek. Interkalarni kanalek tvoii zplostélé, kubické epitelové bunky, které maji
velky vyznam pfi tvorbé pankreatické stavy (McGuckin et al., 2020). Endokrinni a exokrinni
zlazy slinivky bfisni jsou odpoveédné za piesun makromolekularnich zivin do vstiebatelnych
fragmentt a za dlouhodobé udrzovani glykemické rovnovahy. Dalsimi bunikami ve slinivce
bfisni jsou centroacinarni buniky a hvézdicové buiiky. Centroacinarni buiiky jsou specializované
buriky, které vychazeji z pankreatickych vyvodu do acint a jejich vyznam spociva v regeneraci
pankreatu. Hvézdicové buriky jsou podobné myofibroblastim a nachazeji se v obou &astech
slinivky. Tyto buniky se podileji na modelovani tkani, dalsi funkci je vylu¢ovani extracelularni
matrix a také jsou vhodnym zdrojem cytokind (Lilly et al., 2023). Spole¢né s ostatnimi organy
se slinivka bfiSni podili na uskute¢néni béznych fyziologickych funkci a porucha funkce
jakéhokoliv organu muize zplsobit nefunkénost celého fetézce. Onemocnéni slinivky bfisni
kvali tomuto spojeni s dalSimi organy nezplisobuje pouze lokalni Uc¢inky, ale doprovazi
multisystémové poruchy s homeostatickou poruchou, které mohou ohrozovat lidsky zivot (Liu

et al., 2023).

15



a slezina b
slinivka

bfisni  pankreaticky i = -
spoleény vyvod #57 MMIOJA0; S
¥ -7 7 expreees s Y
Zlu¢ovod LI I e S \
Zluénik e + Kanilek V\.._...\\\‘ ‘b'i'b Y
| \ ; S 0 YA
&/ e ' L
\ Z 1 N
b \‘\“1: < ! "
| \> s S l‘ 7 ——— acinus
] /- B ¢ %

g v N (o
hepatopankrea &l S @ e (o
vyvod ek 2 oo

") ey

- -
< ~ ! ostruvky -
’ WY b

dvanictnik , e

beta buiiky

alfa buiiky
delta buiiky

PP buiiky

= 3 W, Z
) 27 ~ 1 /Langcrhansm’y 57

Obrazek 1 slinivka brisni a) anatomické rysy slinivky brisni b) organizace endokrinni a exokrinni soustavy c) lidské

pankreatické ostrivky znazoriujici 4 typy endokrinnich bunék (Atkinson et al., 2020)

1.2 Patologické tkan pankreatu

K mnoha morfologickym a patologickym zménam dochazi u slinivky bii$ni vlivem starnuti.
Tyto zmény mohou byt naptiklad atrofie slinivky bfisni, tukova degenerace, infiltrace
zanétlivymi buitkami a exokrinni metaplazii slinivky bfisni. Jelikoz je endokrinni a exokrinni
funkce slinivky velice ovlivnéna starnutim tak mohou tyto zmény u ¢lovéka usnadnovat vznik
onemocnéni, které uzce souviseji se starnutim, jako je diabetes, dyspepsie, duktalni
adenokarcinom pankreatu nebo také pankreatitida. Starnuti pankreatu je spojeno s riznymi

faktory jako je genetické poskozeni, metylace DNA, mitochondridlni dysfunkce, stres

endoplazmatického retikula nebo zanét (Li et al., 2023).

1.3 Onemocnéni slinivky briSni

1.3.1 Diabetes

Diabetes je chronické metabolické onemocnéni charakterizované ztratou dozoru nad hladinou
glukozy v krvi. Nejcastéjsimi typy jsou diabetes 1. typu a diabetes 2. typu. Diabetes 1. typu
vznika v disledku absolutniho nedostatku inzulinu (Bittenglova et al., 2021). K absolutnimu
nedostatku inzulinu dochdzi v disledku autoimunitni destrukce B bunék slinivky bfisni, ktera

je zpasobena T bunkami (T — lymfocyty) (Shahjalal et al., 2018). Diabetes 2. typu je zptisoben
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relativnim nedostatkem inzulinu, ke kterému dochazi v diisledku zvysené inzulinové rezistence.
Pacienti s prvnim typem diabetu jsou v soucasnosti 1éCeni predev§im pomoci synteticky
vytvoieného inzulinu (Bittenglova et al., 2021). Diabetes 2. typu je spojen hlavné s inzulinovou
rezistenci, ke které dochazi v piipadé, kdy periferni tkané, jako je napiiklad tukova, jaterni
a svalova tkan, nejsou schopny vhodné odpovidat na inzulinovou signalizaci a tim je zptisobena
zvySena hladina glukézy v krvi. Dojde K pretizeni beta bunék, K jejich vycerpani a vlivem
tohoto ptestanou fungovat, jak maji a tim dojde k poruseni produkce inzulinu, coz piispiva
k dal$imu zvySeni hladiny glukozy v Krvi a nastava hyperglykémii (Lorberbaum et al., 2022).
V dusledku exokrinniho onemocnéni slinivky bfi$ni mize diabetes vzniknout také sekundarné
a mize mit za nasledek vznik pankreatogenniho diabetu (diabetes 3. typu) Rickels a kolektiv
poukézali na to, Ze diabetes byva b&znym nasledkem velkého mnoZstvi exokrinnich
onemocnéni slinivky bfi$ni, 0od monogenetické poruchy exokrinni ¢asti pankreatu, ke kterym
patii cysticka fibroza az po chronickou pankreatitidu a adenokarcinom pankreatu (Marshall,
2020). I pfes mnoholeté zkusenosti slécbou diabetickych pacienti pomoci syntetického
inzulinu, zstava diabetes hlavnim diivodem mnoha onemocnéni jako jsou srde¢ni onemocnéni,
slepota, selhani ledvin a amputace dolnich koncetin. Pacientli, ktetfi v soucasnosti dosahuji
vhodnych 1é¢ebnych cilti potfebnych pro sniZeni rizika diabetickych potizi, je pouze méné

nez 20 % ze vSech pacientl potykajicich se s touto nemoci (Dolezalova et al., 2021).

1.3.2 Vyuziti organoidii v 1é¢bé diabetu

Transplantace celé slinivky bfisni nebo také transplantace pankreatickych ostrivkt poskytuje
mozny léCebny postup, ktery by vedl k vylééeni diabetu. Transplantace slinivky je velmi
invazivni chirurgicky zakrok, ktery je spojen se zna¢nym rizikem komplikaci a z tohoto diivodu
je transplantace slinivky nebo pankreatickych ostrivki poskytnuta pouze nizkému poctu
pacientil s timto rozsifenym autoimunitnim onemocnénim (pouze méné néz 0,5 % pacienti).
Dal$im divodem nizkého poctu transplantaci slinivky je nedostatecnd vytéznost, kvili které
je zapotiebi dvou darct slinivky btisni pro jednoho pacienta (Dolezalova et al., 2021). Diky
transplantaci beta bun¢k ¢i izolovanych pankreatickych ostruvkt z kadaverozni slinivky neboli
slinivky pochazejici z mrtvého téla, byla jiz mala Cast pacientti vyléCena. Problémem je ale
dostupnost bunécné 1€¢by, ktera je limitovana nizkym mnozstvim kadaverdznich pankreatt.
Tento problém by mohl byt piekonan diky beta bunikdm odvozenych ze samoobnovujicich
se kmenovych bunék (Bittenglova et al., 2021). Organoidy pankreatickych ostrivkt zalozené
na kmenovych burikach spolehlivé napodobuji vznik a vyvoj ostravku in vitro. Dale tyto

organoidy poskytuji rozsdhlé mnoZstvi trojrozmérnych funkénich biomimetickych ostrivki,
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které maji podobnou morfologickou strukturu a podobné bunééné slozeni jako maji ostrivky
vyvoje a funkci ostruvkd. Organoidy také mohou pomoci objasnit mechanismy, které jsou
pricinou vzniku cukrovky, podili se na screeningu 1éCiv a autologni transplantaci ostravkd.
V soucasné dobé je model organoidii pankreatickych ostriivkli nedokonaly ve srovnani
s ostriivky nachazejicimi se v lidském téle. Aby model organoidii vérné napodoboval funkce
lidskych ostravka a poskytoval autentické informace o onemocnéni cukrovkou je zapotiebi
dosahnout zlepSeni heterogenity a funkénosti téchto organoidt (Zhang et al., 2022).
Pro vytvoteni funk¢nich organoidi podobnych lidskym ostravkim, jsou nezbytné endokrinni
bunky slinivky bfisni, které se vyuzivaji jako vychozi buniky. Pro kultivaci ostrivkovych
organoidll je mozné vyuzit mnoho typu pankreatickych endokrinnich bunék. Mohou to byt
pluripotentni buniky izolované z lidskych pankreatickych ostrivki, dale endokrinni buiky
ostruvkd anebo je mozné vyuzit neostrivkové linie, které se mohou transdiferencovat na bunky
obsazené v lidské slinivce bfisni jako jsou duktalni, acinarni a jaterni bunky (Jiang et al., 2022).
Organoidy ostrivkl predstavuji slibny lidsky model na Grovni celého organu, ktery by bylo
mozné vyuzit pro zjisténi fady patologickych mechanismi, které jsou podstatou destrukce
ostruvku slinivky bfisni, hodnoceni terapeutickych 1éciv, ale i pro uplné pochopeni infekce
SARS-CoV-2 a pro naslednou 1é¢bu COVID-19 a také pro kontrolu glykémie v souvislosti
s COVID-19 (Zhang et al., 2022).

1.3.3 Nadorové onemocnéni pankreatu

Rakovina slinivky bfi$ni je onemocnéni S rychlym rozvojem a postupem a s velmi Spatnou
prognozou. Organoidy mohou modelovat vlastnosti nadorovych onemocnéni slinivky bfisni
a také je timto modelem umoznéno studovat a zkoumat charakteristiky karcinomu pankreatu,
diky ¢emuz lze uc¢inné tidit klinickou praxi. Organoidy jsou nastrojem ke zlepSovani prognozy
pacientt s timto druhem karcinomu (Chen et al., 2021). Pacientd, ktefi pieziji s timto typem
nadoru déle nez 5 let je velmi malé mnoZstvi (méné nez 5 % pacientl). K divodim vedoucim
kK velmi nizkému preziti pacientd s karcinomem slinivky patfi pozdni odhaleni a diagnéza,
rychly vyvoj onemocnéni, ¢asné metastaze a Spatna odezva na 1écbu chemoterapii
(Liu et al., 2023). Béhem poslednich dvou desetileti nastal zasadni pokrok ve vyzkumu, diky
kterému bylo umoznéno pochopeni molekularnich a vyvojovych procesi fidicich vznik tohoto
nadort, ktery je vysoce zhoubny. I pies vSechny nedavné pokroky zlistava rakovina slinivky
biiSni hlavnim divodem umrti spojenych s rakovinou ve znaéném mnozstvi primyslovych

zemi (Dennaoui et al., 2021). Nadory slinivky bfi$ni jsou velice bohaté na fibrozanétlivé reakce.
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Fibrozanétlivé reakce =zabranuji prostupu chemoterapeutik k nadoru. Odpovéd na 1€k
a patofyziologii vyvoje rakoviny ovliviiuje nadorové mikroprostiedi (Haque et al., 2021).
Nadorem muze byt postizena kterakoliv ¢ast pankreatu jak hlava, télo tak ocas pankreatu.
V hlavé pankreatu vznika vétSina nddort slinivky (jedna se zhruba o 70 %). Nadory vzniklé
Vv hlavé slinivky se projevuji obstrukci Zlu¢ovych cest, a to mize mit za nasledek tmavou mo¢
(u 49 % pacientt). Dale mohou byt doprovazeny zloutenkou (U 49 % pacientl), inavou
(u 51 % pacientl), exokrinni pankreatickou insuficienci (U 25 % pacientl), ubytkem hmotnosti
(u 55 % pacientil) a ztratou chuti k jidlu (u 48 % pacientii). Pacienti postizeni rakovinou v téle
¢i ocase pankreatu nemaji nijak zvlast' vyznacujici se pfiznaky. Vyskytuji se u nich naptiklad
bolesti biicha, pfiznaky souvisejici s kachexii nebo také bolesti zad (Park et al., 2021).
Podstatnou roli u tohoto typu karcinomu hraje veék, nebot’ pravé ten je rizikovym faktorem.
Postizeni byvaji hlavné star$i pacienti, a to ve véku nad 40 let. Rakovina slinivky je u osob
ve veéku do 40 let vzacna a extrémné vzacna je u pacientd ve véku do 20 let (Matsuda, 2019).
Rakovina slinivky biisni se déli na vice typt. Typy karcinomu mohou byt: duktalni
adenokarcinom a specialni typy duktalniho karcinomu, maloglandularni karcinom, karcinom
acinarnich bun¢k a malobunéény karcinom. Duktalni adenokarcinom pankreatu (PDAC
— pancreatic ductal adenocarcinoma) je nejcastéji vyskytujicim se typem karcinomu pankreatu

a predstavuje vice nez 90 % vsech karcinomi pankreatu, které byly zminény (Chen etal., 2021).

1.3.4 Duktalni adenokarcinom pankreatu

Duktélni adenokarcinomy pankreatu vznikaji vlivem zhoubné premény duktalnich epitelidlnich
bunék. Tyto bunky tvofi kapilarni kanalovy systém, kterym jsou vSechny enzymy a dalsi
sekrety odvadény ven ze slinivky biisni (Luo, 2021). Vyskyt duktalniho adenokarcinomu
pankreatu se Vv porovnani se spoustou dalSich nadorovych onemocnéni hodné zvysuje.
Predpoklada se, ze tento typ nadorového onemocnéni se stane béhem nasledujicicich let,
a to zhruba do roku 2030, druhou nejéastéji frekventovanou pticinou souvisejici s rakovinou
s pétiletou mirou pieziti do 10 % (Pham et al., 2021). Vznik a rast duktalniho adenokarcinomu
slinivky bfi$ni nastava disledkem dédicnych a somaticky ziskanych mutaci, epigenetické
deregulace genii a zmén v posttranslacni modifikaci proteinti. Zmény maji zasadni roli
Vv neoplastické transformaci, lokalni invazi a také v metastazach (Dennaoui et al., 2021).
Vyskyt a progrese duktdlniho adenokarcinomu pankreatu souvisi se zménami v nékolika
genech (Chen et al., 2021). Mezi nejcastéji vyskytujici se prekurzory adenokarcinomu
pankreatu patfi mikroskopicka pankreaticka intraepitelialni neoplazie (PanIN), mucindzni

cysticka neoplazie a také intrapapilarni mucinoézni neoplazie. PanIN jsou mikroskopické
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mucinézné-papilarni 1éze, které maji velikost do 5 mm a vedou k invazivnimu karcinomu.
PDAC je spojovan smnoha genovymi zménami, jako je napiiklad aktivace onkogent
a inaktivace tumor supresorovych gent (Moreira et al., 2017). Lidské nadory PDAC jsou
charakterizovany fadou mutaci v klicovych genech, jako jsou KRAS, TP53, SMAD4
a CDKN2A. Spoustéci mutaci je mutace KRAS (Kirsten rat sarcoma). Tato mutace byla
odhalena u vice nez 90 % adenokarcinomu pankreatu (Pham et al., 2021). Pfevaha onkogenni
mutace v genu KRAS je tedy charakteristickym znakem rakoviny slinivky bfi$ni (Luo, 2021).
Podle soucasnych epidemiologickych dat a experimentalnich nalezl je zfetelné, Ze soucasti
neoplastické progrese u duktalniho adenokarcinomu pankreatu je také zanét (Dennaoui et al.,
2021). Tento typ nadoru byva ovlivnén hustym stromatem, které obsahuje fibroblasty tzce
spojené s nadorem (CAF — cancer-associated fibroblast). Ty mohou pfispivat ristovymi
faktory, cytokiny a imunitnimi infiltraty. Podstatnou soucasti nddoru PDAC jsou stroméalni
buiky a zanét, ktery velmi souvisi s patogenezi karcinomu pankreatu. Pfevahu v mikroprostredi
tohoto nadoru maji hvézdicové bunky. Tyto buiikky maji znacnou podobnost s myofibroblasty
a za normalnich podminek se podileji na obnové¢ tkan€. Odlisnou populaci stromalnich bun¢k
mohou byt zanétlivé fibroblasty, které naopak rist nadoru podporuji (Tsai et al., 2018).
Nebezpeci vzniku rakoviny slinivky biisni zvysuje dale chronicka pankreatitida a rizné faktory
zivotniho prostfedi, které zpasobuji chronicky zanét. Témito faktory muze byt napiiklad
koufeni, t€Zka konzumace alkoholu, strava a obezita (Dennaoui et al., 2021). Z faktoru
souvisejicich s Zivotnim stylem piedstavuje nejvétsi riziko, spojené s PDAC nadorem, koufeni
cigaret. Pfiznakem PDAC mize byt také diabetes, a to jak nové vznikly nebo i jiz existujici,
ktery se stdle zhorSuje a je nutné provést vySetieni. Akutni pankreatitida mize byt také
projevem PDAC, ale jedna se o vzacny projev, ktery se vyskytuje jen u 3 % pacientli s nové
diagnostikovanym PDAC (Park et al., 2021). V soucasnosti se o chirurgickém zakroku hovoii
jako o nejpfinosnéjsi terapii u duktalniho adenokarcinomu pankreatu. Chirurgicky zékrok
je umoznén pouze né€kolika malo lidem, u kterych dojde k recidivé onemocnéni, nebot
je proveditelny pouze u ran¢ho stadia tohoto karcinomu (Liu et al., 2023). Technologie
organoidi se V poslednich par letech rozviji jako zasadni néstroj, ktery umoziuje dlouhodobou
kultivaci tkani, véetné tkan¢ PDAC (Chen et al., 2023). Pacientim, u kterych nelze provést
chirurgicky zakrok se podava 1ék gemcitabin/nab-paclitaxel nebo folfirinox. Tyto 1éky jsou
latky s chemoterapeutickym ucinkem a poskytuji uspokojivé vysledky v raném stadiu nemoci
(Liu et al., 2023). Organoidni model byl vytvofen, aby bylo umoznéno lepsi porozumeéni
biologickych charakteristik a progrese karcinomu slinivky. Tento model se vyuziva

pro experimentalni vyzkum (Chen et al., 2021). Organoidy slinivky bfi$ni maji rozsahlé

20



moznosti uplatnéni napiiklad pfi vzniku nadorii nebo pii vyvoji nadorti v personalizované
medicin¢. Diky zlepSovani technologie organoidii bude dochazet k pokrokiim u screeningu

1é¢iv a v personalizované medicing, ktera souvisi s rakovinou slinivky btisni (Liu et al., 2023).

Obrazek 2 prekancerozni neoplazie ve slinivce brisni A) PanIN nizkého stupné postihujici pankretické vyvody B) PanIN
vysokého stupné se zvySenou patologii v architekture a cytologii tkané C) invazivni PDAC zpiisobujici zavazné architektonické
a cytologické atypie (Wood et al., 2022)

1.3.5 Genové mutace KRAS

Duktalni adenokarcinom slinivky bfisni, jak jiz bylo zminéno, je velice sloZité onemocnéni,
které se sklada z bodovych mutaci, epigenetickych zmén a z chromozomalnich strukturalnich
obmén. Z genetické stranky je hlavnim iniciatorem tohoto zavazného onemocnéni onkogen
KRAS (Kirsten rat sarcoma), ktery byva muta¢né aktivovany u vice nez 90 % PDAC (Luchini
et al., 2020). Onkogen KRAS se fadi mezi silné aktivatory drahy MAPK (mitogen activated
protein kinase), kterd zplisobuje iniciaci a progresi rakoviny pankreatu. Mala ¢ast duktalnich
adenokarcinomi slinivky obsahuje mutaci KRAS divokého typu, ktera ale také miize
zpusobovat deregulaci drahy MAPK (Pham et al., 2021). KRAS je mala GTPaza, ktera ma
schopnost vazat guanosintrifosfat a difosfatové nukleotidy (Cicenas et al., 2017). Protein KRAS
je molekularni pfepina¢, pohybujici se mezi aktivni formou, kterd je vézana
na guanosin-5°-trifosfat (GTP) a mezi neaktivni formou, vazanou na guanosin-5°-difosfat
(GDP). Béhem nadorového bujeni zvysuji mutace KRAS hladinu aktivni formy v ustaleném
stavu, a to ma za nasledek pohanéni protumorigennich drah, kterymi jsou napiiklad mitogen
aktivovana proteinkinaza (MAPK) a fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K) (Gurreri et al., 2023).
Draha MAPK je jednou z nejvyznamnéjSich v souvislosti s funkci KRAS. Mutace KRAS
koduje malou GTPazu, jejiz funkci je pusobit jako transduktor — efektor a spolupracuje
s tyrozinkinazami na povrchu bun¢k. Po spusténi zpiisobuje aktivaci rliznych intracelularnich
drah, které jsou zapojené do karcinogeneze. Aktivuje napiiklad proliferaci
a migraci bun¢k, obchazeni imunitniho systému a také blokovani apoptozy (Luchini et al.,

2020). Mutace, které zptsobuji konstitutivni aktivaci KRAS maji za nasledek nekontrolovanou
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proliferaci a zpusobuji rozvoj a také Sifeni rakoviny. KRAS byva mutovan u mnoha typt
nadort. Predpoklada se, ze se vyskytuje u vice nez 20 % nadort, ale nejvice se vyskytuje
u karcinomu slinivky bfisni, u které se vyskytuje ptiblizn€ v 90 % ptipadi. Pomoci studii bylo
zjisténo, ze mutace KRAS by se dala vyuzit jako vyznamny prognosticky biomarker a také jako

nastroj predikce 1é¢by (Cicenas et al., 2017).

1.4 Bunécné modely v biomedicinském vyzkumu

1.4.1 2D kultivace

2D kultury byly v n¢kolika poslednich desetiletich preferovanym modelem pro screening 1é€iv.
Byly preferovany diky jejich nizkym nékladtim na udrzbu, diky snadné manipulaci a také diky
vysoké rozsifitelnosti, kterd umoziuje vysoce vykonné studie s vysokym obsahem. Jednim
z hlavnich omezeni 2D systému je jejich neschopnost dostate¢né¢ napodobit fyziologické
prostiedi, zejména nedostatek mikroprostiedi a mnohobunécnych interakci pfitomnych
v organoidnich modelech. V dasledku toho nemusi 2D modely ptesné napodobovat fenotypy
komplexnich onemocnéni, coz mlize omezit jejich prediktivni silu pii screeningovych testech
léka. (Lee et al., 2023) Mnoho kli¢ovych stranek (jako je bunétna polarita, trojrozmérna
samoorganizace, vzajemné pusobeni se stromalnimi butikami, dal$imi slozkami extracelularni
matrix a kontakty mezi buikami) je v dvourozmérném modelu, ktery vyuziva imortalizované
buné&¢né kultury nebo také primarni buriky, omezeno (Balak et al., 2019). 2D model piedstavuje
spoustu omezeni a to naptiklad, Ze si buné¢né linie v tomto modelu nezachovavaji tkanove
specifickou architekturu ani vzajemné polarizované interakce mezi bunkami V duktalni
populaci bun€k a omezeni predstavuje i to, Ze jim schazi schopnost vytvaret vzajemny kontakt
stromalnich a nadorovych bunék (Seppild, Burkhart, 2021). Mnoho studii probéhlych béhem
poslednich 50 let ukézalo, Ze bunky kultivované ve 2D nejsou rovnomérné Se stavem
in vivo. 2D kultury, co se tyce strukturalni strany, neposkytuji podminky pro organizaci
a bunécné vztahy pozorované in vivo. Mimo jiné jsou ve 2D struktufe bunécné signalni sité
zménény oproti 3D, coZ ma patrné za nasledek, Ze vysledky screeningu 1€kt Casto nenapodobuji

prostiedi in vivo (Simian, Bissel, 2017).

1.4.2 3D kultivace

3D model bunééné kultury je takovy model, ve kterém je mimo télo uméle vybudovano
prostiedi velice podobné zivému télu. Timto je buitkdm poskytnuto vhodné prostiedi, ve kterém
je umoznén rust bunék ve vSech rozmérech, smérech a buniky se mohou spojit S okolnim

prostiedim. Diky tomu, ze prostfedi v 3D modelech vykazuje ur¢itou podobnost s prostiedim
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Vv lidském téle maji také buniky podobné vlastnosti jako buiiky a organy nachdzejici se v lidském
téle. Metody 3D bunécnych kultur se daji rozdélit na dva rizné typy modell a to na sféroidni
a organoidni modely. Oba modely vznikaji shromazdénim mnoha bun¢k, ale 1i$i se tim, Ze
sféroidy jsou jednoduché shluky a organoidy jsou slozité shluky. Sféroidy jsou tedy jednoduché
shluky Siroké skaly bun¢k, které nemaji schopnost se samy uspotfadavat ¢i regenerovat
a to zptisobuje, Ze maji mensi vyuziti nez organoidy. Oproti tomu organoidy jsou slozité shluky
organové specifickych bun¢k (Lee et al., 2023). Organoidni kultury se vyvijeji kuptedu,
a to velice pomaha vyzkumnym pracovnikiim provadét transla¢ni vyzkum na dlouhodobych
in vitro kulturach, které nemaji prekazky bézné pritomné jak ve 2D kulture, tak ve zvifecich
modelech (Balak et al., 2019).

1.4.3 Organoidy

Organoidy jsou jednoduché modely in vitro jejichz princip je zalozen na tkanovém inzenyrstvi.
Organoidy napodobuji ze spousty hledisek komplexni struktury a funkce odpovidajici tkané
in vivo. Organoidy maji vyuziti v diagnostice, modelovani nemoci, objevovani 1éka
a personalizované mediciné. Mohou byt odvozeny od mnoha typt bunck jako naptiklad
z kmenovych bun€k, progenitorovych nebo diferencovanych bunék jak ze zdravych, tak
z nemocnych tkani coz mohou byt tkané postizené nadorem (Zhao et al., 2022). Organoidy jsou
charakterizovany jako slozité shluky organoveé specifickych bunék a lze je kultivovat z mnoha
typl bunék, kterymi jsou embryondlni kmenové buiiky, indukované pluripotentni kmenové
buriky a dospé€lé kmenové bunky (Balak et al., 2019). Organoidni model umozinuje analyzovat
genové exprese V epitelidlnich bunkdch bez toho, aniz by doslo ke kontaminaci
hematopoetickymi, mezenchymalnimi nebo imunitinimi bunikami (Moreira et al., 2017).
Organoidy umoznuji rekapitulovat in vivo tkanové struktury a funkce in vitro a také jsou
dostupnéjsi pro manipulaci a hloubkové biologicke studie, ¢imz se lisi od 2D kultur a zvifecich
modelt (Zhao et al., 2022). Organoidy patii mezi 3D bunééné struktury, které maji schopnost
se vytvaret samoorganizaci bun€k a napodobuji strukturu a funk¢nost organu v lidském téle,
ze kterého byly bunky pro tvorbu organoidi odvozeny. Podstatnou sou¢asti organoidnich kultur
je 3D prostiedi, které¢ je pro dané bunky nejvhodnéjsi. Organoidy jsou bézné vytvareny
rozkladem (enzymatickym nebo mechanickym) ptvodni tkané¢ na malé kousky, které jsou
po rozkladu vloZeny do matrice (Moreiraetal., 2017). Kultivace bun¢k probiha v extracelularni
matrici nebo v kultivatnim médiu, které obsahuje rustové faktory. Nejcastéji pouzivanou
extracelularni matrici byva Matrigel (Balak et al., 2019). Podstatou organoidi je tvorba

struktury, kterd se svou strukturou a funkc¢nosti co nejvice blizi tkani ¢i organu, ze kterého
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se organoidy vytvareji. Zachovavaji si jak genetické, tak fenotypové vlastnosti. Diive
se organoidy kultivovaly ptevazné z normalnich tkani, ale v dne$ni dobé se ¢im dal vice
uplatiiuje kultivace organoidd z nadorovych tkani (Chen et al., 2023). Pomoci organoidi mohou
byt ovéfovany a popisovany genetické zmény, které jsou nezbytné pro progresi rakoviny,
k identifikaci a objasnéni gend spojenych s ¢asnymi az pozdnimi stadii progrese rakoviny,
odpovédi na 1é¢bu a jejimi vysledky (Moreira et al., 2017). Organoidy lze porovnat s béznymi
tradi¢énimi modely, jako jsou klasické 2D bunécné kultury a editace genti u mysi a lze zjistit,
ze organoidy pfinasi fadu vyhod oproti témto modelim. Organoidy odvozené od Zijicich lidi
nebo od mysi ptinasi vyhody jako je neskodnost extrakce vzorku, proveditelnost jejich aplikace
na ¢loveéka a také skuteénost, nasledné modelovani onemocnéni neni zdravi Skodlivé, coz
umoznuje této technologii vyrazné snizit problémy s etickym dodrZzovanim a zvysit potencidl

pro aplikace organoidi (Liu et al., 2023).

1.5 Vyznam pankreatickych organoidi

Organoidy slouzi jako novy model pro hodnoceni onemocnéni, které souvisi se slinivkou bfisni.
Hlavni onemocnéni, pro ktera jsou organoidy slibnym modelem jsou naddorova onemocnéni
pankreatu, diabetes a cysticka fibréza pankreatu (Liu et al., 2023). Organoidy odvozené
od duktalniho adenokarcinomu pankreatu jsou S$iroce pouzivany ve vyzkumu tohoto
nadorového onemocnéni, a to obzvlast' diky své schopnosti vytvaret, udrzovat a rozsifovat
zivou biobanku nadort, které jsou specifické pro pacienta pro pokracujici experimenty,
technické opakovani a také pro validaéni prace. Pankreatické duktilni organoidy
(PDO — pancreatic ductal organoids) jsou shromazd’ovany, udrzovany a kryokonzervovany,
aby doslo k vytvoteni rozsahlé sbirky obsahujici velké mnozstvi vzorkt nadori v jedine¢né
biobance. Shromazd’ovanim organoidi by mélo byt docileno usnadnéni nasledného vyzkumu
a jednodussiho objevovani nebo validace 1ék. Organoidy duktalniho karcinomu lze vyuzit
ke studiu genomickych znaki, které vedou k evoluci nadoru duktialniho adenokarcinomu
pankreatu (Seppald, Burkhart, 2021). K ovétovani terapeutickych piistupti se obvykle vyuzivaji
rizné bunécné modely, jako jsou naptiklad jednovrstevné bunécné linie odvozené od rakoviny.
Zajimavym modelem pro 1é¢ebné studie jsou organoidy odvozené od pacienta, jelikoz mohou
byt izolovany ze vSech stadii probihajicich béhem rakoviny slinivky bfi$ni. Dalsi vyhodou
organoidll odvozenych od karcinomu pankreatu je, ze poskytuji ¢istou neoplastickou populaci
bungk, ¢imz je umoznéno zkoumani citlivosti a rezistence na rakovinu pankreatu. V neposledni
fadé¢ by mohly byt organoidy vyuzity jako zakladni vychodisko personalizované mediciny

(Tiriac et al., 2019).
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Organoidy slinivky bfi$ni by mély mit vyuziti i u jinych onemocnéni slinivky bfisni, predev§im
u nekterych benignich. Mezi benignimi onemocnénimi slinivky ma nejvétsi prevahu cukrovka
1. typu ¢i cukrovka 2. typu. Moznost, jak propojit buné¢nou 1é¢bu Vv laboratofi s klinickym
vyuzitim, muaze predstavovat transplantace slinivky bfiSni nebo transplantace izolovanych
pankreatickych (Langerhansovych) ostrivk. Vyhodou organoidi je, Ze si zachovavaji
vzajemné vztahy mezi endokrinnimi buiikami a dal$imi typy bun¢k nachézejicich se ve slinivcee,
kterymi mohou byt bunky produkujici hormony nebo acindrni bunky. Beta bunky odvozené
od pluripotentnich kmenovych bun¢k totiz tuto vlastnost zachovavat vzajemné vztahy mezi
bunkami nemaji. V diferenciaci organoidii na inzulinové pozitivné funkéni bunky jsou
vzajemné vztahy dulezité, jelikoz pomahaji v rychlosti diferenciace. Diky nékterym vyzkumim
na zvifatech bylo prokdzano, ze pii pouziti ur€itych markerti je mozné z vybranych bunck
mysich ostruvki zhotovit organoidy, které by obsahovaly vSechny buiiky nachazejici
se Vv pankreatickych ostrivcich. Vyzkum organoidii vyuzitelnych pii zkoumani mechanismit
benignich onemocnéni neni jesté tak rozsifeny jako vyzkum organoidu karcinomu pankreatu,
ale pfesto je model organoidl vyuzitelnym nastrojem pro zkoumani mechanismu uvniti bunck,
které produkuji inzulin (Chen et al., 2023). Studium dalSich typt nadorovych onemocnéni
slinivky bfi$ni by mohlo byt rozsifeno diky modelim, které¢ by obsahovaly vice typt bunék,
jako jsou naptiklad acinarni buniky. Tyto modely s vice typy bun¢k by umoznily zkoumani
pankreatoblastomu, karcinomu pochézejiciho z acindrnich bunék,cystického a mucin6zniho

karcinomu, inzulinomu a dal$ich endokrinnich nadort (Grapin-Botton, 2016).

1.6 Historie pankreatickych organoidu

Prvni pankreatické organoidy vytvofili Huch a kolektiv v roce 2013, kdy k vytvoteni vyuzili
fragmenty vyvodi mysi slinivky biisni. Fragmenty slouzily k aktivaci signalizace WNT
a expresi opakovani bohatého na leucin obsahujici receptor, ktery je spfazeny s G proteinem
(LGR5). Timto se vytvofila struktura pfipominajici cystu, ktera méla schopnost se sama znovu
replikovat. Tyto cystické struktury neboli organoidy jsou pofad multipotentni a maji schopnost
se pfeménovat na typy bunék, které jsou typické pro slinivku, jako jsou acinarni buiky
a kanalkovité bunky (Liu et al., 2023). V roce 2015 byl popsan vyvoj pankreatickych organoida
z pluripotentnich kmenovych bun¢k. Stavbou pfipominaly organoidy stale cystickou strukturu,
ktera je slozena jen z jedné polarizované vrstvy tkanovych bunék obklopujicich bunéénou
dutinu (Huang et al., 2015). V tomto roce byl poprvé popsan vyzkum vzniku pankreatickych
organoidil vytvofenych z normalni tkdné a z tkané€ pankreatickych duktalnich adenokarcinomd,

které byly odebrané od ¢lovéka a mysi. Tento vyzkum byl velice vyznamny, jelikoZ byl tspésny
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a od této doby, se organoidy rozvijely vic a vic a jsou povazovany za dostupné&jsi model, ktery
ma vyuziti pti napodobovani pritbéhu vyvoje a testovani terapeutickych moznosti onemocnéni
pankreatu (Chen et al., 2023). V roce 2017 Hohwieler a kolektiv oznamili skute¢nost, ze se
lidské pluripotentni kmenové buriky (iPSC) a embryonalni kmenové bunky (ESC) diferencuji
na pankreatické progenitory, a ze se kultivuji jako epitelidlni organoidy. Podminky
3D kultivace prispély ke vzniku acinarni a duktalni linie organoidnich buné¢k. Pomoci globalni
analyzy genové exprese bylo zjisténo, ze blize ke tkani dospé€lého lidského pankreatu a vétsi
podobnost primarnim duktalnim a acindrnim bunkam maji pankreatické organoidy, které byly

odvozeny z PSC (Marsee et al., 2021).
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2 BUNECNE MODELY PANKREATICKYCH ORGANOIDU

V dospélé slinivee bfisni dominuji predevSim 3 hlavni typy bunck: duktilni, acinarni
a endokrinni buiiky, kterymi jsou pankreatické Langerhansovy ostruvky. Zakladem moderni
bunééné biologie jsou jednovrstevné bunétné kultury. Kultivace pankreatické tkané
v kultiva¢ni misce neni snadna nehledé na to, jestli jsou buiiky adherovany ke dnu nebo jestli
jsou kultivovany jako suspenzni v médiu, jelikoz primarni bunky v misce postupné ztraceji
puvodné diferencovany stav nebo piestavaji vyvijet cytoskelet a rychle ztraci schopnost déleni

(Chen et al., 2023).

Bunééné populace pro organoidni kultury se ziskadvaji ze vzorki biopsie zdravé dospélé tkane,
nadorové tkané nebo fetdlni tkané. Nejcastéji vyuzivanou metodou tkanové disociace je
enzymatické Stépeni. Slozeni enzymatického piipravku a ucinnost enzymatického Stépeni
se lisi podle typu odebrané tkané, ze které se bunky izoluji a v n¢kterych ptipadech mize byt
pridana také DNaza, kterd zajistuje odstranéni piebytecné DNA uvolnéné z nekrotickych
bun¢k. Podle typu tkané, ze které se bunky ziskavaji, mize byt tkan dale inkubovana s enzymy,
jako je kolagendza, elastdza nebo dispaza, aby se vytvofily jednobunécéné suspenze, které
se nasledné pipetuji do Matrigelu. Touto metodou muize byt ovlivnén bunéény stav ziskanych
bunék, jelikoz mize vyzadovat delsi dobu v enzymatické smési z diivodu disociace vétSiny
kmenovych bunék v tkani. Disociaci tkané 1ze provést také mechanicky. Mechanicka disociace
je sice oproti enzymatické metod¢ levnéjsi a také rychlejsi za to vytézek a zivotaschopnost
bun¢k ziskanych timto zpisobem miiZze byt nekonzistentni. Proto lze tyto dvé metody
(enzymatickou a mechanickou) kombinovat a tim je mozné dosahnout lepSiho vytézku bunck

(Zhao et al., 2022).

27



Fetalni DOSpélé duktilni adenokarcinom
pankreatu
multipotentni
progenitory

l
Lo

]
=
]
<
=
et 2 FS
2 d d
=
N
N e fragmenty parenchymalni tkiné rozp(ylené buill\) fragmenty tkané PDAC
= : "
=
: O
o
=
=5 | /
S
=
s
S0
s e a G .
a cystické rozvétvené cystické sloZité
- organoidy duktilniho
fetilni pankreatické organoidy dospélé pankreatické organoidy adenokarcinomu pankreatu
3 regenerace 1 1 148
§ organogeneze slinivky bFisni g precizni l1éc¢ba
= modelovani onemocnéni — :
<?- modelovini vyvojovych modelovini onemocnéni

vyvoj léki
bunécna terapie

onemocnéni

vyvoj léki

Obrazek 3 tvorba a vyuziti organoidii pankreatu (Balak et al., 2019)

2.1 Organoidy odvozené od kmenovych bunék

Dospélé tkané predstavujyi hojnéjsi zdroj tkanovych kmenovych bunék, nez se diive
pfedpokladalo, a pravé to umoziiuje védcim studovat diferenciaci bunck na zdravych
1 patologickych organoidnich modelech z riiznych typt tkéni. Zasadni zménou, ktera ptinesla
nové moznosti V oblasti primérnich dospélych tkani byl objev dospélych kmenovych bunék
Lgr5(+). Od objeveni téchto bun¢k byly zavedeny metody kultivace organoidi ze Zaludku,
jater, slinivky, mozku, plic a mnoha dalsich organt a tkani. Toto zjisténi vedlo k myslence,
ze kultivace tkdnovych kmenovych bunék z dospélé lidské slinivky biisni by mohla byt uzite¢na
jak pro studium regenerace slinivky bfisni, tak pro studium regenerace pankreatickych
ostravki, které by mohly byt potencidlné relevantni pro substituéni terapii beta bunkami.
Organoidy odvozené z dospélé lidské slinivky biiSni se v mnoha ohledech 1isi od fetalnich
pankreatickych organoidi. Organoidy se navzajem li§$i hlavné v morfologii a tvorbé
endokrinnich bun€k, coz je mozné vysvétlit tim, ze se v dospélém organu nenachazi
multipotentni progenitor Nnebo moznym nedostatkem optimalniho kultivacniho média nebo
strategii obohacovani rastovymi faktory (Balak et al., 2019). Zpocatku byly pankreatické
organoidy odvozeny pouze z pankreatickych duktalnich bunék normalnich mysi a z bunék mysi
geneticky naprogramovanych k rozvoji premalignich a malignich stadii karcinogeneze
pankreatu. Az pozdéji doslo diky pokroku ve zkoumani organoidnich kultur K tvorbé organoidt
z lidské tkan¢. Byla vytvofena sbirka normalnich a pankreatickych intraepitelidlnich novotvart
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organoid, které se mohou nepfetrzit¢ mnozit a které prezivaji kryokonzervaci. Tyto vlastnosti
z nich d¢laji veelku snadny a tim také uzitecny nastroj pro praci v laboratofi (Patman, 2015).
U dospél¢é slinivky bfisni dochazi k absenci progenitorovych bunék nebo pluripotentnich
kmenovych bun¢k, které se u slinivky plodu nachazeji, coz je jednim z hlavnich divodi mnoha
nesrovnatelnosti a rozdild mezi organoidy vytvoienymi z fetalni tkan€ a z dosp€lého pankreatu.
Studie, ktera prob&hla v roce 2013 poukdzala na to, ze pfi CasteCném podvazani vyvodu
pankreatu u mysi byla zahajena signalizace Wnt a kmenovych bun¢k podobnych Lgr5. Bunky
obsahujici Lgr5 maji schopnost rlst a organizovat se do struktur organoidti. Dale bylo touto
studii prokdzano, ze buniky pochazejici také z fragmentl vyvoda dospé€lé slinivky ziskavaji
biouc¢innost diferenciac¢nich kanalki a endokrinnich bunék (Chen et al., 2023). Organoidy
ziskané z dospélé lidské tkané slinivky biiSni maji schopnost klonalni expanze a také tvorby
endokrinnich bun¢k. Normalni pankreatické organoidy se vyuzivaji ke studiu regenerace tkan¢
slinivky bfisni, k modelovani rGznych onemocnéni pankreatu a ke screeningu 1éciv

(Balak et al., 2019).

Pankreatické organoidy mohou byt vytvéafeny Vv riznych forméach, mohou mit mnoho podob
a existuje mnoho rtiznych metod jejich konstrukce. Lidské PSC mohou byt vytvatreny cilenou
diferenciaci pomoci aktivinu A a naslednou implantaci do kultivaéniho média. ASC zdiraziuji
pouziti specifickych dospélych kmenovych bunék jako hPSC pro kultivaci ke konstrukci
organoidi. Krom¢& konvenéni kultury v Matrigelu Ize organoidy kombinovat s technologii

genovych Cipti a dosahnout tak lepSich vysledkt vyzkumu (Liu et al., 2023).

2.1.1 Piiprava a diferenciace kmenovych bunék

Organoidy slinivky bfisni 1ze vytvofit z lidskych pluripotentnich kmenovych bunék. Tento typ
pankreatickych organoidii se vytvari diferenciaci pluripotentnich kmenovych buné¢k
na pankreatické progenitory, ze kterych se poté tvoii pankreatické organoidy. Pfed samotnou
diferenciaci je potfeba pluripotentni kmenové buniky pfipravit. Pokud se vyuZivaji zmrazené
kmenové buiiky, je nejprve potieba je rozmrazit. Pied diferenciaci se builkky nasadi
na 6-jamkovou desticku, ktera je potazena vitronektinem, coz je rekombinantni lidsky protein,
ktery poskytuje idedlni povrch pro pluripotentni kmenové buniky, jelikoz umoziiuje normalni
rist a udrzuje schopnost PSC se diferencovat. K bunkam se pfidava médium B8 (Essential
8 Basal Medium, vyrobce Gibco), které je doplnéné o inhibitor Y-27632, ktery zvySuje Gi¢innost
klonovani bun¢k. Buriky jsou béhem 3 az 5 dni pfipraveny k naslednému pasazovani, pokud
vykazuji miru konfluence neboli splyvani zhruba 70 % (Pedraza-Arevalo et al., 2022). Breunig

a kolektiv nasadili hPSC do kultivaéni ldhve 1 az 2 dny pfed samotnou diferenciaci. Buiiky se
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poté nasadi na desti¢ku, ale oproti pfedchozimu protokolu bylo k buikdm pfidano médium
mTeSR1, coz je kompletni, bezsérové, definované médium, které¢ je uréeno k udrzovani
a expanzi lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Médium bylo obohaceno
jako v piedchozim protokolu o inhibitor Y-27632. Shluky bunék je potieba oddélit
na jednotlivé bunky, ¢ehoz v tomto ptipad¢ bylo dosazeno ptidanim enzymu TryPLE express,
nebo enzymu TryPLE Select, které jsou uréeny k disociaci bun¢k (Breunig et al., 2021). Pokud
dojde k pfili§ vysokému podilu diferenciovanych bunék, je potieba seSkrabnout a odstranit
prili§ velké shluky diferencovanych bun¢k. Buiky se pfendseji do zkumavky k oddéléni
nediferencovanych a diferencovanych bun¢k. Nediferencované buiiky klesaji ke dnu zkumavky
a diferencované buniky se drzi pii povrchu. Odebiraji se pouze diferencované bunky
pfi povrchu, které se nanaseji na novou desticku s vitronektinem. Po 5 az 6 dnech jsou bunky
ptipraveny k diferenciaci na pankreatické progenitory (Pedraza-Arevalo et al., 2022). Breunig
a kolektiv uvedli, ze vysledna koncentrace bun&k musi byt v rozmezi 1-1,5 X 10° bun&k/ml.
Timto zpusobem jsou tedy PSC buiky pfipraveny k diferenciaci na PPs (pankreatické
progenitory) (Breunig et al., 2021). Poté prichazi na fadu samotna diferenciace na pankreatické
progenitory, ktera obvykle probiha v nékolika krocich. Hohwieler a kolektiv vyuzili
k diferenciaci  diferenciaéni médium, které se skladalo zmédia MCDB131
(MCDB131 obsahuje slozky, které se nachazeji v klasickych bazalnich médiich). Dale toto
diferencia¢ni médium obsahuje glukdzu, hydrogenuhli¢itan sodny, 0,1 % volnych mastnych
kyselin BSA, I-glutamin. Toto médium bylo pouzito béhem prvnich 6 dni diferenciace. Prvni
den diferenciace bylo médium navic obohaceno o Activin A a inhibitor GSK3p (CHIR99021,
vyrobce Axon MedChem), ktery inhibuje glykogensyntdzy kindzy 3 a také podporuje
diferenciaci bun¢k produkujicich inzulin. Po par dnech se pfidava do média protein KGF
(rastovy faktor keratinocytl), ktery podporuje bunéénou proliferaci a diferenciaci. Po 6 dnech
se médium vyméni za jiné médium, které obsahuje stejné slozky jako plivodni médium, jen je
obohaceno o kyselinu askorbovou a ITS-X (inzulin-transferin-selenium-ethanolamin). Od 10.
dne se do média k bunikam piidaval fibroblastovy rastovy faktor (FGF10), ktery také podporuje
bunécnou proliferaci a diferenciaci. Timto zpiisobem se podatilo kolektivu Hohwieler a spol.
diferencovat pluripotentni kmenové buniky na pankreatické progenitory (Hohwieler et al.,
2017). V dalsim protokolu bylo k diferenciaci pouzito médium, které obsahovalo stejné slozky
jako médium Vv ptedchozim protokolu. Toto médium bylo pouzito k diferenciaci
mezendodermu na DE (definitivni endoderm) a také u nasledujiciho kroku, kterym je
diferenciace DE na endoderm stfevni trubice a trva piiblizné 5 dni. Dalsim krokem diferenciace

je diferenciace GTE (endoderm stievni trubice) na PE (pankreaticky endoderm) a poté
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nasleduje posledni krok a tim je diferenciace PE na pankreatické progenitory. K vytvofeni
pankreatickych progenitord dochazi zhruba po 12 dnech diferenciace. V téchto dvou krocich se
vyuziva jiné médium nez pti prvnich 2 krocich a to médium, které bylo pouzito v pozd¢&jsi fazi
diferenciace jiz v predeslém protokolu, sloZzeni média bylo Gplné stejné (MCDB131, BSA bez
mastnych kyselin, hydrogenuhli¢itan sodny, gluko6za, 1-glutamin, kyselina askorbova a ITS-X)
(Breunig et al., 2021). Médium je potieba vzdy ménit kazdy den za Cerstvé. Ve vSech krocich
diferenciace se k médiu ptidavaji specifické latky, které podporuji a urychluji rist a diferenciaci
bunék, ale tyto latky se lisily oproti latkam vyuzitych v protokolu, ktery sepsali Hohwieler
a kolektiv. V tomto protokolu skupina pfidavala k buitkam latky podporujici diferenciaci jako
je mnapt. dorzomorfin, protein FGF2, EGF, inhibitor LDN-193189 a antagonista
SANT-1(Breunig et al., 2021). Pedraza-Arevalo a kolektiv sepsali protokol, ve kterém se
diferenciace na pankreatické progenitory skladala z lehce odlisnych fazi, a to z diferenciace
na definitivni endotel, poté diferenciace na primitivni stfevni trubici a diferenciaci na zadni
predzaludek a posledni fazi byla opét tvorba pankreatickych progenitort. Pro kazdou fazi bylo
vyuzito rozdilné diferencia¢ni médium. V prvni fazi se médium skladalo z B-27 (dopln¢k bez
séra k podpofte ristu), EGF (ristovy faktor, ktery stimuluje proliferaci buné€k), kyseliny retinové
a DMEM ((Dulbecco's Modified Eagle Medium). V druhé fazi byla kyselina retinova v médiu
nahrazena FGF7, ve tieti fazi bylo médium slozeno z B-27, LDN-193189, TBP, Alki Il
(k indukeci pluripotence bun¢k), FGF7 a DMEM. Ve ¢tvrté fazi se ptidavalo k buitkam médium,
které kromé¢ DMEM nem¢lo s pfedchozimi médii nic spole¢ného. Kromé DMEM obsahovalo
Glutamax (zlepsuje zivotaschopnost) a neesencialni aminokyseliny. Doba diferenciace byla
stejna jako u ostatnich protokolt (Pedraza-Arevalo et al., 2022). Ve vsech tfech protokolech
probihala diferenciace velice podobné a buiniky byly uspésné diferencovany na pankreatické
progenitory, které jsou takto pfipraveny ke kultivaci na pankreatické organoidy (Hohwieler
etal., 2017 a Breunig et al., 2021).

2.1.2 Kultivace pankreatickych progenitori na organoidy

Organoidy odvozené od pluripotentnich kmenovych bunek se kultivuji z predem
diferencovanych pankreatickych progenitorti. Prvnim krokem kultivace je inkubace
pankreatickych progenitort s TryPLE po dobu 5 minut, aby vznikly shluky 3 az 10 bung¢k,
jelikoz TryPLE disociuje buniky (Hohwieler et al., 2017). V dal$im protokolu bylo také
uvedeno, Ze je potfeba k bunkam piidat TryPLE Express nebo TryPLE Select, aby doslo
k oddéleni bun€k. Doba oddéleni se lisila, jelikoz oddé€leni probihalo déle a to zhruba 10 az 15

minut. Tento krok je velice dulezity, protoZze Gplné odd€leni bun¢k je dulezité pro ziskani
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vysokého poctu bun€k (Breunig et al., 2021). Poté se bunééna suspenze smicha s Matrigelem,
ktery ma snizeny obsah rustového faktoru a vznikla suspenze s Matrigelem se nanese na
kultiva¢éni desticku, na kterou se poté nanese organoidni kultivani médium (obsahuje
SANT-1, kyselinu retinovou, LDN-193189 (Sigma), PD0325901 (Calbiochem), doplnéné
o inhibitor Rock (Y-2632). Po dvou dnech se do média piida FGF2 a doplni se inhibitor Rock.
Od 6. dne kultivace se do média piidaval také nikotinamid (Hohwieler et al., 2017). Breunig
a kolektiv pouzili ke kultivaci organoidni médium, které obsahuje zakladni slozky jako je
MCDB131, I-glutamin, Na2COs, glukézu, BSA bez mastnych kyselin, ITS-X a je navic
obohaceno o kyselinu askorbovou, EGF, FGF10, KGF, MSC2530818, nikotinamid, inhibitor
Y-27632, ZnSOs. Po 7 dnech Kkultivace se sloZeni organoidniho média upravi (Breunig et al.,
2021). Kolektiv Pedraza-Arevalo a spol. ke kultivaci pouzili organoidni médium, které
obsahuje DMEM/F-12, hepes (pufr pro bunééné kultury), glutamax, penicilin-streptomycin,
B-27, A83-01 (inhibitor receptort TGF-B vyuZivany u organoidnich kultur), EGF, FGF10,
Gastrin, Noggin, R-Spondin, N-acetylserin, nikotinamid (Pedraza-Arevalo et al., 2022).
Hoohwieler a kolektiv uvedli, Ze alternativou kultivace organoidli mize byt rozmnozeni
pankreatickych progenitorti v suspenzi na destickach s velmi nizkou pfilnavosti. Je potieba
zabranit agregaci a to tak, Ze jsou bunky po hodin¢ a nasledné¢ po 2 dnech rozmichany
pipetovanim nahoru a dold. Pro suspenzni kultury se vyuziva jiné médium nez pro kultury
kultivované s Matrigelem. Vyuziva se médium z DMEM/F-12, 10 % KOSR (knockout sérum
replacement), B-merkaptoethanolu, FGF10, EGF, CHIR99021, forbolmyristat acetatu (Sigma)
(Hohwieler et al., 2017). Béhem kultivace organoidi z pankreatickych progenitord je mozné
sledovat malé kulaté organoidy jiz za 2 dny, které dale rostou béhem dalSich 7 az 10 dni
a vytvafeji vétsi organoidni struktury s charakteristickym kulatym tvarem a lumen. Cast
kultivovanych bun¢k je mezenchymalniho typu a tyto buiikky nevytvareji organoidy. Téchto
bun¢k nesmi byt v kultute vice nez 5 %, jelikoZ by to narusilo rist a diferenciaci organoidi
(Pedraza-Arevalo et al., 2022). Organoidy tvofené s Matrigelem se pasazuji kazdych 10 az 14
dni a jsou uspésné kultivovany az do 5. az 6. pasaze, coz odpovida zhruba 100 dniim.
Pankreatické organoidy tvorily struktury podobné cystam (Hohwieler et al.,2017 a Breunig
etal., 2021).

2.2 Organoidy ze zdravé tkané pankreatu

2.2.1 Odbér a izolace zdravé pankreatické tkané
Organoidy lze kromé diferenciace z pluripotentnich kmenovych bunék vytvaret také ze zdravé

tkan€ dospélé lidské slinivky bfisni. Zdrava tkan se odebira stejné jako nadorova tkan. Tkan
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ke kultivaci se ziskava bud’ z resekci slinivky bfisni nebo z riiznych biopsii (Driehuis et al.,
2020). Dalsi moznosti ziskani tkané pro tvorbu organoidu je tkan slinivky bfisni, ktera byla
ziskéna od zemftelych darct, kteti své organy poskytli k transplantaci. Kromé tohoto zptisobu
lze tkan slinivky bfi$ni ziskat z organu, které byly odebrany za zamérem transplantace,
ale nasledné byly odmitnuty a byly poskytnuty k vyzkumnému tcelu (Georgakopoulos et al.,
2020). Pro tvorbu lze vyzit také tkan pankreatu, ktera je ochuzena o lidské pankreatické
ostruvky, ktera nemuze byt vyuzita ke klinické transplantaci (Loomans et al., 2018). Organoidy
1ze vytvoftit také expanzi dospélé pankreatické tkan¢ (Jiang et al., 2022). Odebrana tkan se ihned
po odbéru davd do odbérového média, kterym je médium Ad-DF+++, které se skada
z Advanced DMEM/F12 média, Glutamaxu, HEPES a navic obsahuje Primocin, ktery chrani
buniky pied bakteriemi. Do odbérového média se ptidava také inhibitor Rock, ktery zabranuje
bunécéné smrti a podporuje rist organoidl. Po odbéru tkané je potfeba odstranit v§echnu tkan,
ktera neni pankreaticky epitel jako je naptiklad tuk, stievni epitel nebo také sval. Tento krok je
potiebny, jelikoz k néasledné kultivaci se vyuziva pouze epitelidlni tkan pankreatu. Odebrana
tkan se obdobné jako nddorova tkan rozieze na jest¢ mensi kousky a takto pfipravend tkan se
travi v digesénim pufru. K digesci se vyuziva digeséni pufr, ktery je urCen pro normalni
nenadorovou tkan a tento pufr je slozen z HBSS, kolagenazy II, inhibitoru Rock, inhibitoru
trypsinu a glycerolu. Digesce normalni tkan¢ probiha oproti digesci nadorové tkané pouze
2 hodiny (Driehuis et al., 2020). Georgakopoulos a kolektiv tkan nejprve disociovali pomoci
disociatu gentleMACS (vyrobce Miltenyi Biotec) a poté byla tkan stejné jako v pfedchozim
protokolu stépena Vv roztoku, ktery se tentokrat skladal z DMEM, kolagenazy I a dispazy 11
a DNazy po dobu 1 az 2 hodin. Po ukonceni digesce byly kanalky izolovany a byly takto
ptipraveny ke kultivaci na organoidy (Georgakopoulos et al., 2020).

2.2.2 Kultivace organoidii ze zdravé tkiané pankreatu

Ke kultivaci organoidil z normalni zdravé tkané slinivky bfiSni se vyuZiva kompletni kultivacni
médium, které obsahuje potfebné riistové faktory. Ristové faktory se v médiu pouzivaji k tomu,
aby se podpotil a zvysil rust organoidi pankreatu. Médium pouzivané ke kultivaci zdravé tkané
se nazyva normalni pankreatické médium (Driehuis et al., 2020). Georgakopoulos a kolektiv
kultivovali pankreatick¢ kandlky. Bunétna suspenze kandlkli se smicha s redukovanym
rustovym faktorem BME 2 — RGF (extrakt bazalni membrany se snizenym riistovym faktorem)
a nasadi se na kultivacni desticku, na které se organoidy kultivuji s optimalizovanym
expanznim médiem (obsahuje zakladni médium doplnéné o N2 (Gibco), B27 (Gibco),

N-acetylcystein, RSPO1 kondicionované médium, které neobsahuje sérum, Gastrin I, EGF,
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Noggin, FGF10, Nikotinamid, FSK, A8301, PGE2). Béhem prvnich 7 dnt kultivace se do
média ptriddval navic inhibitor Y27632 (inhibitor Rho kindzy, ktery podporuje riist organoidi)
(Georgakopoulos et al., 2020). Driehuis a kolektiv ke kultivaci vyuzili smichani
s Matrigelem/BME. Smés se nanesla opét na kultivaéni desticku a destiCka se otocila
do zavésené polohy. Tento krok je dalezity k tomu, aby bunky neklesly ke dnu a nedoslo tak
K nechténému vytvofeni 2D kultury misto 3D kultury. Bunky se kultivuji v organoidnim
kultivaénim médiu, které jako ve vSech ostatnich protokolech obsahuje inhibitor Rock, ktery
rast organoidi podporuje. Kultivaéni médium pouzito v tomto protokolu obsahuje zakladni
pankreatické médium, Wnt3a, rekombinantni R-spondin 3, Primocin, EGF, FGF10, PGE2
a A8301 (Driehuis et al., 2020). Kolektiv Loomansova a spol. vyuzili ke kultivaci médium,
které bylo na bazi epidermalniho rustového faktoru a obsahovalo Noggin a R-spondin
(Loomans et al., 2018). Béhem prvnich 24 hodin je potieba sledovat, zda se v kultufe netvoii
plisné ¢i bakterie. Organoidy se zac¢inaji viditelné tvofit béhem prvnich 2 az 4 dnt kultivace
(Driehuis et al., 2020). Vznikajici organoidy svym tvarem pfipominaji hlavku kvétaku a pozdéji
vytvareji vétsi cystické struktury (Loomans et al., 2018). Cysticky vzhled je typicky pro
normalni organoidy a lisi se tim od organoidi nadorovych (Driehuis et al., 2020). Pasazovani
organoidil 1ze ispésné provést uz po 14 dnech kultivace a pasadzuji se po dobu zhruba 10 pasazi

(Georgakopoulos et al., 2020 a Loomans et al., 2018).
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Obrazek 4 pritbeh diferenciace hPSC na organoidy,

den 0 az den 13 — diferenciace hPSC na pankreatické progenitory, den 14 az den 27 — tvorba pankreatickych organoidii
podobnych pankreatickym vyvodiim (Breunig et al., 2021)
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Obrazek 5 moznosti infekce organoidii A) plistiova (kvasinkova) infekce v organoidech B) bakterialni infekce v kultivacnim
organoidnim médiu C) bakterialni infekce v Matrigelu (Driehuis et al., 2020)

2.3 Fetalni pankreatické organoidy

Organoidy, které jsou odvozené z lidské fetalni tkané slinivky biisni se daji vyuzit ke zkoumani
vyvoje slinivky a ke sledovani oprav ve slinivee. Z fragmentli fetalni pankreatické
parenchymové tkané lze vytvofit vice rozvétvené fetdlni organoidy a zrozptylenych
jednotlivych bunck z fragmentd fetdlni tkdné mohou vzniknout cystické organoidy
s multipotentnimi progenitory, které také vytvareji vétvené organoidy. Dale fetdlni organoidy
umoziuji studovat vyvojové podnéty a morfogenezi slinivky biisni (Balak et al., 2019).
Ukazalo se, ze bunky exprimujici transkripéni faktor 9(SOX9) SRY-box, které se nachazeji
uvnitf pankreatu mysiho plodu, maji schopnost regenerovat jak endokrinni, tak acinarni buriky,
ale u dospélé slinivky bfisni nedochazi k regeneraci jak endokrinnich tak ani acinarnich bun¢k
SOX9. V roce 2013 probehla studie, ktera uvedla, ze byly vyvinuty 3 kultiva¢ni systémy pro
izolaci progenitorovych bunék z plodu mysi slinivky bfiSni. Dal$i moznosti k ziskani
progenitorovych bunék slinivky bfisni, které se mohou vyvinout v organoidy, jsou linie PSC.
Studie potvrdila, ze pfidanim EGF a nikotinamidové signalni indukéni latky ve 4 stadiich
kultivace 1ze z PSC vytvofit pankreaticky endoderm (Chen et al., 2023). Vzhledem k omezené
dostupnosti lidské fetalni tkané a také k tomu, ze je neetické pouzivat lidskou fetalni tkan byla
Kk vytvareni fetalnich organoidii vyuzita fetalni tkan hlodavet, hlavné mysi (Balak et al., 2019).
Dalsi moznosti, jak ziskat fetalni tkan k tvorbé organoidi je vyuziti tkdné pankreatu
Z planovanych potratti, ale aby bylo mozné tuto tkan pouzit musi byt poskytnut pisemny
rodi¢ovsky souhlas. Tento zplsob odbéru a vyuziti fetalni tkdné z planovanych potratd byl
schvalen etickou komisi. Lidskéd fetalni tkan se ziskava z plodd, které maji gestacni stari

9 tydni, 20 tydnt a 22 tydnl. Fetalni tkan pankreatu, kterd je urend k vytvotreni organoidi
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se zpracovava bud’ okamzité po odbéru nebo je mozné ji kryokonzervovat pii -80 °C v médiu,
které je uréeno k mrazeni (sklada se z 50 % FCS a 50 % DMSO). Pokud je pro ptipravu vyuzita
kryokonzervovana fetalni tkan je potieba ji nejprve prenést do média Advanced DMEM/F12
o teploté¢ 37 °C a necha se inkubovat 10 minut v inkubatoru. Po uplynuti Casu se tkan prenese
znovu do Cerstvého média a inkubace se opakuje jesté dvakrat. Rozmrazené vzorky se rozdéli
skalpelem na jednotlivé malé shluky tkan¢. Takto pfipravené tkan se nanese na Matrigel
a organoidy jsou kultivovany za podobnych podminek jako dosp€lé organoidy pankreatu.
Cerstva fetalni tkan se kultivuje za stejnych podminek a pomoci stejnych krokt jako tkan

rozmrazena (Loomans et al., 2018).

2.4 Organoidy rakoviny pankreatu

Organoidy rakoviny pankreatu jsou nadorové modely lidského duktalniho adenokarcinomu
pankreatu (PDAC), které jsou vytvofené ze vzorkd tkani odebranych pii chirurgickych
zakrocich a jsou vyuzivany pro personalizované 1écebné strategie u jednotlivych pacienta.
Chirurgicky zakrok 1ze provést pouze u malého poctu pacientl postizenych timto karcinomem,
a proto se u pacientl, u kterych chirurgicky zakrok mozny neni, posuzuje moznost vytvoreni
lidskych organoidii duktalniho adenokarcinomu pomoci EUS tenkojehlové biopsie. Vytvoreni
organoidl karcinomu pankreatu je pomoci metody EUS-FNB pomérné uspésné a rychlé
(Tiriac et al., 2018). PDAC organoidy mohou byt stanoveny z chirurgickych resekénich vzorka
a vzorkl z biopsie tenkou jehlou ve vysokych rychlostech, a to umoznuje stanoveni PDAC
organoidil jak z resekovanych vzorkti nadord, tak z metastatického onemocnéni (Pham et al.,
2021). Pankreatické organoidy mohou byt generovany zresekovanych nadorti a biopsii,
ptezivaji kryokonzervaci a vykazuji duktalné specifické a chorobné specifické charakteristiky.
Ortotopicky transplantované neoplastické organoidy rekapituluji celé spektrum vyvoje nadoru
tvorbou casnych novotvard, které progreduji do lokdln¢ invazivnich a metastatickych
karcinomtl (Boj et al., 2015). Uspé&nost tvorby organoidi je dilezitd pro vyvoj mediciny
u pacientll s timto typem karcinomu. Organoidy rakoviny pankreatu jsou naddorové modely
lidskych PDA, které je mozné generovat z tkané¢ odebrané pii chirurgickém zakroku nebo je
mozné je vytvaret také z mensiho mnozstvi materidlu ziskaného pii biopsii. Organoidy
vytvoiené z nadorové tkané karcinomu pankreatu se vyuZivaji k testovani potencialni terapie
a k 1é¢b¢ rakoviny (Tiriac et al., 2018). Razné studie prokazaly, ze organoidy duktalniho
adenokarcinomu pankreatu mohou byt stanoveny s uspéSnosti 65-75 %. Diilezitou vlastnosti
je, ze si organoidy PDAC zachovavaji heterogenitu nddoru i po ¢etnych pasazich a zachovavaji

si mutaéni slozitost, ktera je bézné pozorovana u lidskych nadort PDAC v téle (Pham et al.,
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2021). Organoidy karcinoma ¢i dalSich onemocnéni se stile vyvijeji kupfedu, dochézi
k pokroku organové regenerace technologie tvorby u pankreatickych kultur a vykazuji velky
potencial do budoucna (Chen et al., 2023). Organoidy PDAC jsou nejvyspélejSim oborem
pankreatickych organoidt, protoze preklinicky vyzkum a klinické objevy synchronné postupuji
kuptedu (Liu et al., 2023). Nadorové organoidy jsou tedy nejcastéj§im zamérem vétSiny
védeckych skupin zabyvajicich se tvorbou organoidi. Organoidy duktalniho adenokarcinomu
pankreatu lze vyuzit k tvorbé pacientskych organoidnich linii PDAC, které lze vyuzit
k modelovani onemocnéni, vyvoji 1é¢iv a moznostem 1é¢by zaméiené na ¢lovéka (Balak et al.,
2019). V soucasné dob¢ patii mezi hlavni oblasti vyzkumu souvisejici s organoidy rakoviny
pankreatu vytvoreni organoidniho modelu PDAC, konstrukce modelti z normalnich bun¢k
pomoci technologie CRISPR-Cas9 a zaloZeni organoidni banky pro precizni medicinu rakoviny

pankreatu (Liu et al., 2023).

nadorové organoidy odvozené od pacienta

slinivka bFisni
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Obrazek 6 nadorové pankreatické organoidy (Bengtsson et al., 2021)

Nadorové organoidy jsou bézné vytvafeny hlavné ze dvou primarnich zdroji, a to
z indukovanych pluripotentnich kmenovych bun€k a z Cerstvé resekované nadorové tkané.
VétSina bunéénych materidlli se ziskava separaci pivodnich nddorovych tkani do smési
bunécnych klastrii obsahujicich nadorové kmenové buiiky. Bunécné shluky se resuspenduji
v meédiu doplnéném o konkrétni ristové faktory. Bunky poté vyrostou do nadorovych
organoidli pomoci riznych metod jako je metoda zaloZend na matrici, visici kapka, rotacni

systém, nizkoadhezivnni platforma, organ na ¢ipu, 3D biotisk nebo genetické inZenyrstvi
(LvJetal., 2024).
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Obrazek T kultivace organoidit A) bunécné slozky, které je mozné vyuzit k tvorbé organoidit B) metody pouzitelné k tvorbé
nadorovych organoidii (Lv et al., 2024)

2.4.1 Odbér nadorové tkané a izolace nadorovych organoidi

Lidské nadorova tkan PDAC se ziskava od pacientl, kteti podstupuji chirurgickou resekci
karcinomu pankreatu (Kokkinos et al., 2021). Pacientovi, ktery podstoupi chirurgicky zakrok,
se odebere vzorek nadoru mimo nekrotické ¢asti dané nadorové tkané. Odebira se piiblizné
0,5 cm?® nadorové tkané (Gong et al., 2023). Casto je odebirana také piilehla ¢ast tkané okolo
nadoru. Tkan, ktera je odebrana na chirurgickém sale je zkontrolovana patologem zabyvajicim
se patologiemi u slinivky bfi$ni. Patolog ovéti diagnozu a identifikuje nddorovou tkan a tkan
odebranou z okoli primarniho nadoru (Beato et al., 2021). Tkan odebrana z rakoviny slinivky
bfisni je o¢isténa od piipojného tuku, krevnich skvrn a spalené tkang, aby ke kultivaci zustala
Cisté nadorova tkan. Velikost odebrané tkané, ktera je potfebna k digesci je zhruba 1 cm x 0,5
cm x 1 cm (Song et al, 2023). Dalsim zpGsobem ziskani vzorkih muze byt
pankreatoduodenektomie. Tkan by méla byt odebrana co nejdiive a zaroven by béhem odbéru
nemélo dojit K tepelnému poranéni, které by mohlo byt zptisobené ultrazvukovym skalpelem
po odstranéni nadorové tkané (Song et al., 2023). V dalSim protokolu bylo uvedeno, Ze vzorky
je mozné ziskat také pomoci tenkojehlové biopsie navadéné EUS z masového poskozeni
pankreatu. Tato metoda je zaloZena na vyuziti jadrové jehly a poskytuje vys$si mnozstvi tkané,
ktera ma zachovanou architekturu. Vyuziva se jehla o velikosti 22 a je pouzivana technika

pomalého tahu, kdy se vpich jehlou provadi skrz cely nador, aby se ziskal co nejlepsi vzorek.
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Vzorky odebrané touto metodou se umistuji do bazalnich organoidnich médii a jsou takto
transportovany do laboratoie (Tiriac et al., 2018). Choi a spol. uvedli ve svém protokolu, Ze 1ze
organoidy vytvaret také z maligniho ascitu nebo pleuralniho vypotku, ktery je odebran béhem
torakocentézy nebo paracentézy. U tohoto zptisobu odbéru tkané se odebira zhruba 50 az 100
ml vzorkt tekutiny do sterilni nadoby. Poté se tekutina odstiedi pii 1500 rpm po dobu 10 minut,
promyje se a tim se nadorové buiky koncentruji (Choi et al., 2023). Béhem odbéru tkané je
nejlepsi, kdyz se podaii ziskat Casti tkdn€ z riznych oblasti nadoru. Tim se zvySuje nad¢je,
7e vytvorena organoidni kultura bude reprezentovat heterogenitu nadoru in vivo (Driehuis et
al., 2020). Cely proces odbéru tkané trva piiblizné pil hodiny az hodinu (Gong et al., 2023).
Nédorova tkan musi byt ihned umisténa do ledového PBS obsahujiciho 1 x roztok
antibiotika/ antimykotika a je pfepravena na ledu. V jednom protokolu se uvadi, Ze vzorek musi
byt béhem15 minut transportovan na ledu do laboratote, kde je nadorova tkan roziezdna na
3 stejné velké ¢asti a kazdy z kouskd je umistén na samostatnou Petriho misku, na které je
nadorova tkan roziezana na 1-2 mm explantaty (Kokkinos et al., 2021). Seppéld a spol.
Vv protokolu také uvedli, Ze je nutné nadorovu tkan mechanicky roziezat skalpelem na mensi
kousky a ze tkadn musi byt enzymaticky disociovana v disociatnim médiu, které obsahuje
kultivaéni médium a kolagenazu XI (Seppald et al., 2022). Obecné je ve vSech protokolech
uvedeno, ze je potfeba vzorek tkan¢ transportovat do laboratofe co nejdiive po odbéru a ze
vzorek byva roziezan na mensi Casti. Protokoly se lisily v tom, ze podle Gong a spol. byl
proveden po odbéru tkan¢ navic oplach odebrané tkané fyziologickym roztokem pufrovanym
fosfatem (Gong et al., 2023). Podle protokolu, ktery sepsali Driehuis a spol. se odebrana tkan
prenasi do odbérového média (Ad-DF+++), které obsahuje Primocin o koncentraci 50 ng/ml

(Driehuis et al., 2020).

Po transportu tkané€ do laboratote pfichazi na fadu disociace odebrané tkan€. U nadorové tkané
je mozné digesci provadét po dobu maximalné 24 hodin, kterd by neméla byt piekrocena.
Béhem prvnich 4 hodin digesce by se mél proces sledovat v 30minutovych intervalech. Pribéh
disociace tkan¢ je pozorovan v mikroskopu ve svétlém poli. Disociace je usnadnéna pomoci
pipetovani, kdy béhem 30minutovych intervalli, ve kterych je travena tkan pozorovana, je také
promichana pipetovanim nahoru a dolt. Konec digesce je indikovan tvorbou bunéénych shlukd,
které se skladaji z 5 az 10 bun¢k. Enzymy se inaktivuji pfidanim 1 ml FBS pfimo do diges¢ni
smési (Driehuis et al., 2020). Podle ptivodniho protokolu, ktery v roce 2015 sepsal Boj et al.
byla pfi ptipravé pankreatickych organoidli nadorova tkéan rozemleta a St€pena kolagenazou II

Vv kompletnim lidském médiu pii 37 °C po dobu maximaln€ 16 hodin. Tkan byla dale Stépena
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pomoci TrypLE, ktery disociuje buiiky, po dobu 15 minut pti 37 °C, déle byla zalita do GRF
Matrigelu se snizenym ristovym faktorem a kultivovana v lidském kompletnim médiu
(Boj et al., 2015). Kolektiv Tiriac a spol. u vzorki, které byly odebrané pomoci biopsie tenkou
jehlou, mechanicky disociovali tkan v disocia¢nim médiu, které obsahovalo S5mg/ml
kolagenazy XI, ktera byla pouzita také v jinych protokolech, ale navic diges¢ni médium
obohatili 0 10 pg/ml DNAzy | a 0 10,5 uM Y-27632 (selektivni inhibitor proteinkinazy)
v kompletnim lidském médiu (Tiriac et al., 2018). Beato a kolektiv ke $tépeni tkané vyuzili
médium, které se skladalo z promyvacich médii obohacenych kolagenazou IV z Clostridium
histolyticum (5mg/ml) a Dispazou (Img/ml). Zkumavka stkdni a digescnim médiem
se inkubovala 30 az 45 minut v tiepacce pfi teploté 37 °C s michanim pii 500 rpm. (Beato
et al.,, 2021). Kolektiv Vaes a spol. stépili tkan kolagenazou II v AdvDF+++ (Advanced
Dulbecco 's Modified Eagle Medium/Ham's F-12), které bylo doplnéné o 50% Wnt3a
kondicionované médium. Rovnéz bylo doplnéné o 10 pM inhibitor Rho kinazy (Y-27632),
ktery byl pouzit také v protokolu sepsaném kolektivem Tiriac a spol. z roku 2018. Tkan byla
stejné jako v predeslém protokolu disociovana na tiepacéce pii 37 °C a byla disociovana po dobu
1 az 2 hodin. Takto disociovand tkan byla dale Stépena pfi stejné teploté pomoci enzymu
trypLE, ktery byl znovu doplnén o 10 uM inhibitor Rho kinazy. Stépeni tkané pomoci enzymu
trypLE bylo zastaveno ptidanim studeného AdvDF+++ (Advanced Dulbecco 's Modified Eagle
Medium/Ham's F-12) a poté nasledovala centrifugace po dobu 5 minnut pii 350 rpm pfi teploté
4 °C. Po dokonceni digesce se peleta resuspendovala v chladné matrici BME (Geltrex
LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix, vyrobce Gibco) (Vaes
et al., 2020). V dalsim protokolu byla pankreaticka tkan disociovana pouze pul hodiny
aZ hodinu. Doba disociace tkan€ zavisi na tvrdosti odebrané tkané, jelikoZz houZevnatéjsi
nadorové tkan€ je potieba travit delSi dobu. Velmi podstatnym faktorem je zarudit
zivotaschopnost nadorovych bunék a snazit se tkan rozSté€pit na jednotlivé buiiky, proto se
proces digesce sleduje pod mikroskopem. Mé&k¢i tkané se disociuji krat§i dobu, aby byla plné
zajisténa zivotaschopnost nadorovych bunék (Gong et al., 2023). Biologicky material, ktery byl
béhem odbéru odebran od pacienta je mozné skladovat v odbérovém médiu maximalné po dobu
48 hodin pfi teploté 4 °C. Je zde ale riziko, Ze ¢im déle bude tkan skladovéana pfed samotnym

zpracovanim, tim niz§i bude potom G¢innost rustu organoida (Driehuis et al., 2020).

2.4.2 Kultivace nadorovych organoidii
Kultivace pankreatickych organoidii zavisi na tom, zda se kultivuji organoidy ze zdravé tkané

nebo zda se jedna o nddorovou tkan, jelikoz k ristu nddorovych organoidi se vyuziva médium,
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které neobsahuje specifické rustové faktory, které jsou ptitomné v klasickém médiu (Driehuis
et al., 2020). Gong a kolektiv pted samotnou kultivaci suspenzi odstiedili pti 300 g po dobu
5 minut. Supernatant byl odstranén a vysrazené bunky byly odebrany a resuspendovany
ve vhodném mnozstvi matrixového gelu. Tkan byla kultivovéna v 6-jamkové desticce, do které
bylo pipetovano 50 pl suspenze nadorové tkané€ a na ni bylo napipetovano organoidni médium.
Ke kultivaci bylo pouzito médium slozené z Advanced DMEM/F12, Primocinu (100 pg/ml),
HEPES, GlutaMAX-I, A83-01 (500nM), Y-27632 (10 uM, k podpofe rastu organoidi),
N-acetylcystein (1.56 mM), nikotinamid (10 mM), FGF10 (fibroblastovy rustovy faktor,
10 ng/mL), B27supplement, epidermalniho rustového faktoru (50 ng/ml), Gastrinu 1 (0,01 uM),
upravené médium Wnt3A (50 ng/ml), R-spondin-1 kondicionované médium (R-spondin
zvySuje diferenciaci bunék, 250 ng/mL) a Noggin kondicionované médium (100 ng/mL).
Nadorové buiky se kultivovaly ve zvlhéeném inkubatoru v pritomnosti 5% CO2 pii 37 °C
(Gongetal., 2023). V dalsim protokolu byla ke kultivaci pouzita smés médii 1:1, ktera se sklada
zpromyvactho média bez FBS a kondicionovaného média suplementovaného
Wnt3A/R-Spondin/Noggin, L-WRN (ATCC). Cast slozek v tomto médiu bylo shodnych
s pfedchozim protokolem (B27, nikotinamid, N-acetyl-L-cystein, Primocin, mNoggin, Gastrin.
Toto médiu kolektiv obohatil o lidsky fibroblastovy rustovy faktor FGF10 (100 ng/ml), lidsky
epidermalni ristovy faktor EGF, o inhibitor A 83-01 (500 nM), o prostaglandin E2 (1 pM)
a o0 inhibitor Y-27632. Rist a mnozeni organoidnich kultur se sledovalo po dobu 14 dnu
a béhem celé této doby kultivace bylo potieba kazdé 2 dny pfidat nova riistovd média (Beato
et al., 2021). Vaes a kolektiv ke kultivaci vyuzili misto Matrigelu Geltrex, ze kterého byla
vytvorena bunécna suspenze, kterd byla nanesena na 24jamkovou kultiva¢ni destiCku a nechala
se zatuhnout po dobu 30 minut pti37 °C. Po ztuhnuti bylo na Geltrex naneseno organoidni
médium a kultivace dale probihala stejné jako u ostatnich protokolt (Vaes et al., 2020). Také
organoidy z maligniho ascitu a pleuralniho vypotku byly kultivovany za stejnych podminek
ale ve 24-jamkové desticce s Matrigelem s rustovymi faktory. Médium bylo navic obohaceno
o par slozek naptiklad o heregulin beta-1 (aktivuje MAPK), inzulin, R-spondin-1 (zvysuje
diferenciaci bung¢k), beta-estradiol, hydrokortizon, FGF-7, FGF-10 a EGF (Choi et al., 2023).
V jednom z protokoll bylo popsano, ze je mozné nadorové organoidy kultivovat soucasné
ve vice typech nddorovych organoidnich médii. Napiiklad pro vybér mutaci KRAS byly
z média odstranény mutanty EGF, FGF2 a IGF1 kvilli tomu, ze mutace KRAS vyznamn¢
aktivuji signalizaci EGF. Pro mutace SMAD4 je z média odstranén Noggin, A83-01 a Wnt3a
z divodu, ze potlacuji signalizaci TGF-B/BMP nebo také signalizaci p38MAPK. U mutaci

TP53 je do média mozné ptidat Nutlin 3, protoZze mutace TP53 ziskava rezistenci na inhibitor
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MDM2 Nutrin-3 (Ikezawa et al., 2022).V soucasnosti je kultivace nadorovych organoida
zavisla na Matrigelu (Lv et al., 2024). Matrigel byl pouzit ke kultivaci organoidi ve vSech
zminénych protokolech. Kolektiv Driehuis a spol. popsal také piipravu samotného nadorového
média, které vyuzivali ke kultivaci. Organoidy jsou vétSinou viditelné po 2 az 4 dnech
po nasazeni. Nadorové organoidy se jevi jako cystické nebo denzni struktury. V tomto
protokolu byla shodné doba s jednim z pfedchozich protokolti, béhem které musi byt pfiddvana
organoidni média, aby se zajistil potiebny piisun rustovych faktorl, coz je kazdé 2 az 3 dny
(Driehuis et al., 2020). Kultury bylo potieba v zavislosti na rychlosti ristu rozdélit, pokud
tvorily velké shluky nebo pokud nadmérné splyvaly (Tsai et al., 2018). Organoidy byly ve vSech
zminénych protokolech Gisp&iné stanoveny za 14 az 21 dni. Usp&snost tvorby organoidii nadoru
pankreatu je potvrzena standardni morfologii organoidi a také pozitivni genotypizaci znamych
mutaci PDCA (Tiriac et al., 2018). Organoidy jsou taktéZ povazovany za Usp&$né kultivované,
pokud je mozné je udrzet po dobu péti nebo vice pasazi (Choi et al., 2023). Organoidy jsou
pasazovany zhruba kazdych 7 dni disociaci pomoci TrypLE po dobu 10 minut pii 37 °C (Schuth
et al., 2022). Organoidy byly vzdy pasazovany, coz umoznovalo tvorbu novych organoidi
(Vaes et al., 2020). Pii tvorbé organoidi muze byt kultura ovliviiovana farmakologickou
inhibici nebo mohou byt odstranény ¢i pridany urcité ristové faktory, aby bylo docileno vybéru
bun¢k s danymi genetickymi zménami, které jsou specifické pro nador. Umoziiuje to zabranit
nadmérnému ristu nechténych ¢i kontaminujicich bun€k ve vzorcich nadoru. Ptitomnost
kontaminujicich bun¢k v kultufe organoidi je velice znamy problém, se kterym se bojuje pfi
tvorbé organoidi odvozenych od nadorové tkané (Driehuis et al., 2019). Organoidni linie jsou
také testovany na kontaminaci mykoplazmaty. K potvrzeni piivodu nadorovych bunck u dané
vytvofené organoidni linie se ovétuji profily genomickych zmén odpovidajicich PDAC pomoci
celogenomového sekvenovani (Schuth et al.,, 2022). V dalsim protokolu také uvedli,
Ze uspésnou tvorbu prokézali pozitivni genotypizaci znamych mutaci u PDAC a sledovanim

standardni morfologie organoidi.

Velka ¢ast adenokarcinomi slinivky bfisni obsahuje mutaci KRAS, coz vede k signalizaci
drahy EGFR nezéavislé na ligandu a ztohoto divodi mitize byt tento ligand odebran
Z kultivaéniho média pro nadorovou tkan. Wnt ligant muze byt také odebran, jelikoz
adenokarcinom pankreatu je nezavisly na Wnt. Protoze neni predem jasné, jaké genetické
zmény jsou pfitomny v konkrétnim nddoru, ktery je kultivovan, je doporuceno kultivovat
2 vzorky nadort, kdy kazdy ze vzorku je kultivovan s médiem s odlisnymi ristovymi faktory.

Jeden vzorek se kultivuje v médium s ristovymi faktory FGF10 a A83-01 a druhy vzorek se
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kultivuje v médiu s ristovymi faktory EGF a FGF10. Timto zpisobem kultivace se zvysuje
Sance, ze se podafi vytvorit nddorovou organoidni kulturu, protoze obé nddorova média vyvijeji
na nanesené primarni bunky rizny selek¢ni tlak (Driehuis et al., 2020). Po GspéSném vytvoreni
pankreatickych organoidt mohou byt organoidy barveny hematoxylinem a eozinem nebo také
histochemickym barvenim nebo jsou charakterizovany farmakotypizaci. Vytvorené
pankreatické organoidy se shromazd’uji a poté se kryokonzervuji, aby se udrzovaly co nejdéle,
a tim se vytvari sbirka Siroké fady riiznych typii nadort v zivych biobankach. Shromazd’uje se
co nejvice organoidid s riznym spektrem podtypii tohoto onemocnéni a S riznou heterogenitou.
Timto Sirokym vybérem nddorovych organoidii je usnadnén nasledny vyzkum a objevovani

¢i také validace 1éku (Seppéld, Burkhart, 2021).
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Obrazek 8 vzhled organoidii A) horni 2 snimky - organoidy cystické struktury podobné zdravé tkani, spodni 2 snimky - cysticka
struktura vyskytujici se v nadorech B) snimky organoidii nadorii pankreatu s hustou morfologii (Driehuis et al., 2020)

2.5 Metody identifikace organoida a 3D struktur

Vzniklé organoidy lze identifikovat pomoci riznych metod slouzicich k posouzeni klic¢ovych
aspektli u vzniklych organoidd, jako je bunééné slozeni, struktura a morfologie, molekularni
signatura a heterogenita organoidt. Mezi zakladni metody identifikace organoidi patii barveni
hematoxylinem a eosinem, pritokova cytometrie, polymerazova fetézova reakce, zobrazovaci
metody ve 2D jako je imunofluorescence nebo imunohistochemicka analyza a zobrazovaci
metody ve 3D. Zobrazovaci metody jsou nejvice vyuzivany K posuzovani organoidd.
3D metody oproti 2D metodam piedstavuji lepsi zptisob pro analyzu struktury organoidd,
jelikoz 3D metody umoziluji ziskavat informace nejen o morfologické struktute, ale také
o bunétném slozeni, o interakcich mezi buikami, informace o funkci organoidi a také
umoziuji sledovat vyvoj organoidt v realném case. (Maharjan et al., 2024). Prvni moZnosti,
jak identifikovat organoidy je pozorovani morfogeneze organoidi. Nejéastéjsim

morfologickym znakem, ktery se u organoidll vyskytuje je pfitomnosti lumen (jeden nebo vice),
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ktery se typicky vyskytuje u tkani in vivo. Dalsi strukturou, ktera charakterizuje organoidy jsou
ruzné pupeny, vyénélky ¢i vétve, které jsou typické naptiiklad pro organoidy odvozené
od pankreatické tkan¢. Poslednim morfologickym znakem, ktery Ize u organoidii pozorovat je
rozvrstveni neboli vznik vice vrstev (Lee et al., 2022). Jednou z konkrétnich moznosti, jak
zkoumat morfologické vlastnosti organoidi je imunohistochemickd analyza. Pomoci této
metody se zkouma morfologie vzniklych organoidd, které se porovnavaji se vzorkem nadoru,
ze které¢ho byly organoidy vytvoieny (Vaes et al., 2020). Pro imunohistochemickou analyzu se
provadi standardni barveni hematoxylinem a eosinem a poté jSou pofizeny snimky obarvenych
preparati, které se analyzuji pod mikroskopem (Watanabe et al., 2022). Kolektiv Vaes a spol.,
pomoci histochemické analyzy zjistili, ze struktura organoidi je velice podobna struktuie
puvodniho nadoru. Pomoci histochemie je mozné také pozorovat typické jaderné rysy malignity
jako je zvétSeni jadra, mnohocCetnd jadérka, mitéza a apoptdza, které dokazuji podobu
s nadorovou tkani (Vaes et al., 2020). 3D zobrazovani organoidi je velmi dilezité pro
pochopeni slozité struktury organoidi. Pfinosy 3D zobrazovani organoidl, kterymi jsou
vizualizace vnitinich struktur a bunééné organizace, poskytuji zdsadni informace, kterych je
vyuzito u vyvojové biologie, modelovani nemoci, regenerativni mediciny, tkanového
inzenyrstvi a také u screeningu 1é¢iv (Maharjan et al., 2024). Jednou z metod 3D zobrazovani
organoidi muze byt technologie tkanového projasnéni, kterd umoziiuje zobrazit vnitini
strukturu organoidi i ptes jejich neprihlednost a silnou autofluorescenci. Princip této techniky
je zaloZen na zprithlednéni biologické tkané a tim je umoZnéno vizualizovat vnitini strukturu
bez toho, aniZ by bylo potifeba provadét fezy tkan€. Po zviditelnéni piichdzeji na tadu
zobrazovaci techniky jako je konfokalni mikroskopie, svételna mikroskopie a dvoufotonova
mikroskopie (Ko et al., 2024). Dvoufotonova mikroskopie je zobrazovaci technika, kterou lze
také vyuzit pro zobrazeni vzniklych organoidid. Tato metoda funguje na principu
fluorescen¢niho a pulzniho laseru a ma sniZzenou fototoxicitu, tudiZ nepoSkozuje zobrazované
tkan¢ a umoziuje zobrazeni s vysokou rozliSovaci schopnosti (Xue et al., 2021). Dalsi
vyuzitelnou metodou je konfokalni mikroskopie, ktera je kliCovou pfi zobrazovani organoidd,
jelikoz odhaluje slozitou 3D architekturu organoidi. Zajimavym typem konfokalni
mikroskopie je laserova skenovaci konfokalni mikroskopie (LSCM), jelikoz kromé vizualizace
umoziuje také jemnou analyzu obrazu subceluldrnich organoidi. Vyuziva proteinové znaceni
o ruznych vlnovych délkéach a diky tomu lze popsat také aktivita organoidu, vyvojové pokroky,
diky pfesnému vyctu bunék, jader a riznych biomarkerti. Kromé toho v§eho dokaze konfokalni
laserova mikroskopie urc¢it rozmanitost fenotypli V nddorovych organoidech, které jsou

odvozené od pacienta (Ko et al., 2024). Vyznamnou technikou je také elektronova mikroskopie,
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kterd se d¢li na transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) a na skenovaci elektronovou
mikroskopii. Tyto dvé elektronové mikroskopie se od sebe 1isi v tom, co jsou schopny zobrazit.
Transmisni elektronova mikroskopie je zaloZzena na principu prichodu svazku elektroni
vzorkem, coz vede k zobrazeni vnitinich struktur s vysokym rozliSenim a tim poskytuje
informace o bunécnych slozkach a jemnych strukturdlnich detailech organoidi. Skenovaci
elektronova mikroskopie funguje na principu skenovani povrchu vzorku pomoci svazku
elektronti a tim umoznuje sledovat povrchové rysy a textury, coz je velmi dilezité pro studium

morfologie povrchu organoida (Maharjan et al., 2024).

2.6 Farmakotypizace organoidu

Pankreatické organoidy ziskané z chirurgickych vzorkli a biopsii lze pouzit pro
vysokokapacitni testovani 1é¢iv neboli k farmakotypizaci (Seppéld, Burkhart, 2021). Stanovené
pankreatické organoidy, které jsou jiz n¢kolikrat pasazovany, 1ze vyuzit ke screeningu 1é¢iv.
Organoidy byly rozdéleny na jednotlivé butiky a byly vlozeny do suspenze Matrigel/ kompletni
médium. Byla testovana 1éciva gemcitabin, paklitaxel, SN-38 (aktivni metabolit irinotekanu)
a oxaliplatina. Aby byl screening rychly, byly vybrany takové vzorky, které vykazovaly rychly
rust, vysokou bunécnost a minimalni obsah stromalnich bunék, fibrézni ¢i nekrotické tkané.
Pankreatické organoidy mély kratky cas na vytvofeni a tento rychly screening zabratioval
dlouhodobému vytvofeni organoidi. Po 5 dnech byla u screeningu 1éCiv stanovena
zivotaschopnost bun¢k pomoci CellTiter-Glo (Demyan et al., 2022). Kolektiv Grossman a spol.
také provedli farmakotypizaci organoidd. Buiky byly nafedény v Matrigelu na hustotu 25 000
bunck na 1 ml a poté bylo do kazdé jamky na 96-jamkové desticce naneseno 10 pl suspenze na
koneénou hustotu 2500 bunék v kazdé jamce. Matrigel se nechal 30 minut zatuhnout,
po uplynuti této doby bylo do kazdé jamky pifidano 100 pl organoidniho ristového média.
Buriky se nechaly rast 4 dny a poté bylo piivodni médium nahrazeno ¢erstvym médiem a do

r_r1r1.0

4 dny v pfitomnosti 1€kt a poté byl méfen bunéény rist (Grossman et al., 2022).
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ZAVER

Organoidni struktury maji za cil pfesné rekapitulovat lidskou tkan, diky ¢emuz maji své misto
Vv diagnostice, modelovani onemocnéni spojenych s tkani, od kterych jsou odvozeny, pfi
objevovani 1€kl a v neposledni fadé také v personalizované medicing. Existuje mnoho rtiznych
protokolt, které nezavisle na sobé& sepsaly rizné vyzkumné skupiny. V protokolech pro
stanoveni organoidil Se vyuziva jiny typ bun¢k na zaklad¢ toho, jaky typ organoidi je cilem
vytvofeni danym kolektivem. Lze vyuzit pluripotentni kmenové buiiky, fetdlni tkan, normalni
zdravou tkan nebo naddorovou tkan. Na zaklad¢ toho je zvolen kultivacni postup tak, aby doslo
Kk Gspésné tvorbé organoidii. Nejvyuzivanéj§im modelem pankreatickych organoidid jsou
organoidy vytvofené z nadorové tkané, jelikoz jsou velmi dilezitym néstrojem pro sledovani
priabéhu onemocnéni, genetickych zmén a genetickych mutaci, které vznikaji pti nadorovém
onemocnéni ve slinivee bfiSni. Duktalni adenokarcinom pankeatu je charakterizovan fadou
mutaci, ale mutace KRAS se vyskytuje u vice nez 90 % duktalniho adenokarcinomu pankreatu,
coz zni déla charakteristicky znak rakoviny slinivky bfisni. Organoidy lze vyuzit také pro
hodnoceni vlivu jednotlivych 1éCiv na karcinom pankreatu. Organoidni modely se stale
posouvaji kupiedu, nejdiive byly pouze mysi modely tkani, v dnesni dobé jsou k dispozici
lidské modely, které jsou oproti pivodnim vyvinutéjsi a 1épe rekapituluji procesy probihajici
v lidské tkani. Pfiprava organoidl je naro¢na a Casto netispésna a muze dlouho trvat, nez se
podafi odhalit spravny postup, ktery vede k uspéchu, ale i pfesto jsou velmi vyuzivanym

modelem.
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