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ANOTACE

Kultivace zalude¢nich organoidi pfedstavuje inovativni metodu v biomedicinském vyzkumu,
kterd umoziuje studium defekti zaludecni tkané a chorob v prostfedi blizkém redlnym
podminkam. Tato bakaldfska prace se zaméfuje na pluvodce vzniku rakoviny zaludku,

technikami kultivace Zalude¢nich organoidu a jejich aplikace v klinické medicin€.
KLICOVA SLOVA

Organoidy, zaludek, kultivace, cancer

TITLE

Cultivation Techniques of Gastric Organoids

ANNOTATION

Gastric organoids cultivation presents inovative metods in biomedical research which enables
the study of gastric tissue defects ant its diseases in a near.real environment conditions. This
bachelors thesis focuses on origin of gastric cancer, cultivation techniques and its application

in clinical medicine.
KEYWORDS

Organoids, stomach, cultivation, cancer
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UvVoD

Rakovina Zaludku je v dneSni dobé jedna z nejCastéjSich pfi¢in umrti na svéte. V minulych
letech byla nazyvéna ,,nemoc asijskych zemi* hlavné¢ kvuli jejimu vysokému vyskytu
pfedev§im na vychodé¢ Asie. Nyni je ale realnym problémem zapadu i evropskych zemi, a to
predevsim diky zhorSujicim se stravovacim navyktm populace. Diky vysoké imrtnosti je tieba
hledat inovativni cesty, které vedou k lécbé této zakeiné nemoci. Jednou z cest je pravé

kultivace zalude¢nich organoidti.

Nédorové buitky mohou vznikat bud’ né¢jakym mechanickym poskozenim zalude¢ni stény
anebo jsou predispozice vrozené. K poskozeni Zaludecni stény dochdzi naptiklad v dasledku
nakazeni mikrobem Helicobacter pylori. Dal$i moznosti je ndkaza virem Epstein-Barrové.
Neékteré studie tvrdi, ze nadmérné soleni nebo nadmérnd konzumace alkoholu vede
k mechanickym poruchdm Zalude¢ni stény a tim 1 k vy$$i Sanci vzniku polypil a nasledné
rakovinnych bunék. Mezi vrozené predispozice fadime genomové ¢i chromosomalni nestability

zpisobené poruchou replikace DNA ¢i vysokym replikacnim stresem buriky.

Dlouhou dobu byl jedinou moznou 1écbou chirurgicky zédkrok — gastrektomie. Tento zakrok je
sice spojen s excelentnimi onkologickymi vysledky, ale vyrazné se jim sniZuje kvalita zivota
pacienta. Velky pokrok sledujeme u endoskopickych technik, zeyména u resekci. Endoskopie

je spojena s mensi invazivitou zakroku, krat$i dobou rekonvalescence a nizs$i mortalitou.

Samotna kultivace je velmi naro¢na. Zaludek je velmi ¢lenity organ specificky pro kazdého
pacienta. Vytvofeni jednotného protokolu pro vSechny ptipady je tedy velmi narocny
pozadavek. Kultivace se provadi z tkani ziskanych od pacienta biopsii. Tim je zajiSténo, Ze
vykultivovany organoid bude mit stavbu zalude¢ni tkdn¢€ co nejblizsi, né-li stejnou, s tkani
pacientovou. Pfesny model pacientovi Zalude¢ni stény ndm poté pomiiZe pfi zjiStovani reakci

nadorovych bunék na rtizna chemoterapeutika a tim 1 vybér optimalni terapie.

V minulosti byla vyuzivana 2D kultivace. Casem se od ni za¢alo ustupovat a zacala se
vyuzivat 3D kultivace. 3D kultivace mé hned né€kolik vyhod. Jednou z nich je rovnomérny
piistup organoidl k Zivinam. Tato bakalaiska prace se zabyva markery rakoviny zaludku a

kultivaci Zalude¢nich organoidt.
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1 Zdroje bunék

Ptiprava jakéhokoli modelu organoidi je zéavisla na kultiva¢ni technice. U zaludecnich
organoidii mizeme vyuzit dospélé kmenové bunky (adult stem cells, ASC), umélé pluripotentni
kmenové bunky (induced pluripotent cells, iPSC) ¢i embryonalni kmenové bunky (embryonic
stem cells, ESC). Tvorba jakychkoli organoidi z embryonalnich kmenovych bunéck je
v soucasnosti velkym etickym tématem a v této praci se jim zabyvat nebudeme. Naopak

organoidy ziskané z ASC a iPSC jsou velmi popularni. [1]

PSC bunky jsou ziskané napodobenim sekvencnich interakci probihajicich béhem jejich vyvoje
in vivo. Buiikky PSC také maji vétsi potencial, ktery umoziuje ptimou diferenciaci organoida
podobajicich se mnoha dospélym tkanim. Vys$i potencial také umoziuje koordinovanou

generaci bun¢k vice zarodecnych listl (to zajiSt'uje vétsi variabilitu vznikajicich tkani). [2]

Dospélé kmenové bunky, tedy ASC, jsou ziskany pfimo z tkané daného organu (zde tedy
zaludku). Jsou pripraveny replikaci signalnich podnétii nativnich k ptislusné dospélé tkani.
Tyto bunky jsou epitelidlni a neobsahuji mikroprostiedi dané tkdn€, ¢imz znaén€ omezuji svij

potencial v porovnani s PCS. [2]

Velmi oblibenym zdrojem dospélych kmenovych bunék jsou buinky nazyvané PDOs,
z anglického patient — derived organoids. Tyto organoidy se ziskéavaji pfimo z biologického
materidlu pacienta. NejCastéji se jednd o ORISCs, tedy organ-restricted stem cells. Tyto buiiky
jsou ziskdvany pifimo z organu pacienta. Velkou vyhodou takto ziskanych bun¢k je velmi
vysoké podobnost tkan€ organu pacienta s tkani kultivovanou, a tedy i ptipadnou specifictéjsi
lécbu pacienta. K ziskani téchto bunck je tfeba bud’ chirurgického zdkroku ¢i vyuziti
endoskopie. Nasledné dochézi ke zpracovani ziskané tkané, a to pomoci enzymu pro extrakci
nadorovych bunck. Méné¢ se pak vyuziva ziskavani bunék z tekutého materialu. Zde se bunky
nazyvaji CTCs (z angl. Cirkulating tumor cells) a jsou ziskavany naptiklad z krve ¢i dokonce

moci. [1]

12



A ORISC-derived Organoids

Dissociate

Y

Normal tissue

Matrigel matrix

B iPSCs/ESCs-derived Organoids

Reprogramming

Somatic cell
Vo 7N
@ - " > >®4
ey
iPSCs/ESCs Matl’igel matrix

]

Embryonic cell

Obrazek 1 Zdroje zalude¢nich kmenovych bunék [2]

Zaludek zaji§tuje mechanické zpracovani a trveni piijaté potravy. Vnitini strana zaludku je
vystlana velmi tlustou vrstvou sliznice shrnuté do fas, ty jsou kryty cylindrickym epitelem se
specializovanymi builkami. Mezi tyto builky patii napiiklad mucinozni bunky (produkce
mukdzy), parientdlni buiiky (produkce kyselin, napf. HCl) a hlavni buiky (produkce
pepsinogent). [3] [4]

Velkd rozmanitost stavby Zaludec¢ni stény je jeden z dGvodi, pro¢ je tvorba Zaludec¢nich
organoidil slozitd. I to je divodem, pro¢ je ziskdvani kmenovych bunék piimo z pacienta
vyhodngjsi. Lze tak vytvorit mnohem piesnéj$i model vnitini stavby Zalude¢ni stény pacienta

a tim nastavit specifickou 1€¢bu pacienta.

13



Tuto domnénku Ize podlozit studii teamu Jiao Xu et al, kdy jeho tym ziskal 39 vzorka zaludecni
stény pacientl (z toho 18 zdravych a 21 vzorkt s rakovinou zaludku) z biobanky. Tyto vzorky
byly dale kultivovany a byly z nich sestaveny piesnéj$i modely zalude¢nich organoidii. Na
téchto modelech bylo nasledné provedeno nékolik klinickych testii sensitivity na léky (mimo
jiné i na chemoterapeutika) u jednotlivych zalude¢nich organoidii. Bylo zjisténo, ze takto
vykultivované organoidy, které stavbou odpovidaly tkdni s rakovinou zaludku, vykazovaly

rozdilnou sensitivitu na dané 1éky. [5]

2 Obecny postup kultivace
2.1 Druhy kultivace

V minulosti se pro kultivaci nejcastéji vyuzivaly zvifeci modely. Tento zplisob kultivace se ale
potkéval s Cetnymi otdzkami, jako naptiklad vysoka cena ¢i eticka stranka testll, a vysledky

casto nebylo mozné zuzitkovat u 1é¢by lidskych pacientt. [17]

Vysoké uplatnéni in vivo kultivace organoidil je pti studiich in vivo niké kmenovych bunék.
Simulace signalnich cest ve specificky vytvofeném in vitro mikroprostiedi nam umoziuje
pozorovat proliferaci a diferenciaci kmenovych bun¢k. Kultivace zalude¢nich organoida se
nejCastéji provadi vlozenim Zaludecnich zldzek do matrixu (Matrigel) a pfiddnim variaci

n¢kolika slozek (rGstové faktory atd.). [1]

Obecné rozliSujeme 2 druhy kultivaci, a to 2D a 3D. U 2D kultivaci se vyuziva rovny povrch
(pt. Petriho miska, mikroskopické sklicko). Tento zpiisob kultivace je nejCastéji vyuzivan
predevSim pii klinickych testech a v biotechnologiich. Velmi dilezita je pfi 2D kultivaci
produkce biologickych latek (jedna se predev§im o monoklonélni protilatky ¢i proteiny). Tyto
buitky mohou byt nasledné geneticky upravovany pro produkci specifickych proteint, které
jsou sbirdny a dodate¢né Cistény, aby vytvofily findlni produkt. [17,18,19, 20] I pies to, ze 2D
kultivace je velmi hojné vyuzivand a pfispéla k mnoha poznatklim o vnitinich pochodech

bungk, 1 zde 1ze najit velkou Skalu odchylek bunéénych odpovédi. [21]
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Obrazek 2 Zakladni rozdily 2D a 3D kultivace [21]

Pti 2D kultivaci se vyuziva plochého povrchu jako mechanické podpory pro buiiky (pt. Petriho
miska). To zajist'uje podobny piisun nutrientil a ristovych faktor buiikam, diky ¢emuz dochazi
k podobné fazi proliferace v§ech bunck. Tento systém ovSem neudava rostoucim buiikam jejich
tvar, coz je problém, protoze tvar bunék nam ovliviuje bioaktivitu in vivo. Proto se do matrigelu
pridavaji mechanické ¢asti jako malé ostrivky, mikrojamky a mikrosloupky. Jednou moznosti
vyuziti je sendviCova kultivace. Ta se vyuziva pii kultivaci hepatocytt, kdy se vrstva
hepatocyti vlozi mezi dvé vrstvy kolagenu. Dals$i moZnosti je pak mikrovzorkovani. Pfi ném
se pfimo na ploché plose tvofi rtizné vzory a modifikace. Tim vznikd 2D mikroprostiedi
s unikatnimi biochemickymi faktory, topografii a mechanickou =zatézi bunék. [21]
Ghuloum et al. vyuZili pravé mikrovzorkovani pfi osteogenezi mezenchymalnich kmenovych
bunck. Tato studie propojuje osteogenezi a zmeénu topografie mikroprostiedi pfidanim
polymerovych ¢astic. Bylo zjiSténo, Ze pfidanim polymerovych mikroc¢astic dochazi k podpote
proliferace kmenovych bunék. [22] Posledni moZnosti mechanické Upravy matrigelu je
modifikace tuhosti. [21] Engler et al. proved] studii, kdy na rtizn¢ tuhych matrixech pozoroval
kmenové bunky. Na mé¢kkém gelu s kolagenem (ten napodoboval mozkovou tkan) vykazovali
mezenchymalni buiiky charakter neuronti. Na tuzsim gelu, ktery napodoboval elasticitu svalu,
byly pozorovany builky podobné myoblastim a na nejtuzsich gelech se objevil charakter

osteoidl. [23]

Druhou moznosti je kultivace kmenovych bunék v trojrozmérném (3D) mikroprostiedi. Tvorba

a distribuce interakci v systému bunka-bunka ¢i bunka-ECM ovliviuji zakladni chovani
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bun¢k, ¢imz je ovlivilovdno i chovani urCitych orgént. [21] 3D kultivaéni techniky jsou
zalozené na aplikaci a vyvoji dvou druhli matrixu, a to syntetického a ptirodniho. Nejcasteji
pouzivanym matrixem je matrigel. Je to pfirodni matrix ziskdvany z basalnich membranovych
proteintt Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) chondrosarkomu myS$i. Syntetické matrixy jsou
tvofené¢ polymernimi materidly ziskané pomoci bioinzenyrstvi. Jejich vyhodou je porézni
struktura a stabilni mechanické vlastnosti. [1] Pfi porovnani bunéénych shluki pti 3D kultivaci
si miizeme povsimnout vyrazného rozdilu ristu bun¢k uprostied matrigelu a na jeho okrajich.
To je zptsobeno vznikajicim nutriénim gradientem a hromadénim odpadnim latek. Povrch
matrigelu obsahuje nejvyssi pocet proliferaci bunék, vnitfek matrigelu pravy opak. Existuje
nékolik technik pro 3D kultivaci. Jednou z moznosti je kultivace v biopolymernim skeletu.
Mezi nejvice vyuzivané pfirozené biopolymery patii kyselina hyaluronova, Zelatina ¢i kolagen.
M¢éng Casto se poté setkavame s biopolymery nepochdzejicimi ze savcl. PredevSim se jedna
o chitosan ¢i alginat. Dal$i moznosti je predpfipravena skelet. Ten nabizi ptizpisobené
biochemickeé slozeni a elasticitu matrixu. Mohou byt vytvoieny 3D tiskem, lyofilizaci ¢i jinym
zptisobem. Jednou z moZnosti je také vyuZiti hydrogelt. Oproti pfedpfipravenym skeletiim jsou
hydrogely hojné vyuZivany, a to piedevSim pro jejich schopnost kapsulace bunck. Také
poskytuji vodu (ta je velice podobnd slozeni tkdnové vody) a jsou lehce piizpusobitelné

biochemické a mechanické ¢asti. [21]

2.2 SloZeni kultiva¢niho média

Pro kvalitni kultivaci zalude¢nich organoidii ziskanych z rakovinnych tkani pacienta je tieba
nejdiive isolovat Zlazky Zalude¢ni stény. Pro isolaci Ize vyuzit dvou metod: prvni metoda je
mechanickd. Jednotlivé bunky se ziskaji jemnym seSkrabnutim z tkan€ do kultivani misky.
U druhé, ¢astéji vyuzivané metody, se vyuziva enzymaticka aktivita bunék. Enzymy vyuzivané
pro enzymaticky rozklad buné€k se liSi v zavislosti na podminkach a druhu rozkladanych

bunék. [1]

Takto ziskané buiiky se nejCasteji kultivuji v prostfedi Matrigelu. Matrigel je solubilizovany
ptipravek ziskany z my$iho sarkomu. Tento pfipravek obsahuje mimo jiné fadu rlstovych
faktort a velkou Skélu proteinii. To buiikam poskytuje latky, které potiebuji k riistu. Patii mezi
n¢ napiiklad glukosa ¢i neesencialni aminokyseliny. Dilezitymi slozZkami Matrigelu jsou také
epidermalni rastovy faktor (EGF), fibroblasticky rustovy faktor 10 (FGF10), R-spondin-1,
Noggin, Wnt-3a, inhibi¢ni molekuly gastrinu, A83-01 a SB202190. [2]
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V zivych buiikéch je nastavena rovnovaha mezi normalni funkci buiiky a bunéénou smrti. Tato
rovnovaha je zavisla na okolnim prosttedi buiiky, kdy 1 pfi nejmensich zméndch mize dochazet
extracelularnich faktorii pro udrzeni této rovnovahy. EGF se vaze na specialni rodinu receptort
ErbB a tim vyvolava specifické apoptické reakce. Tyto reakce jsou zavislé mimo jiné na
koncentraci EGF v okolnim prostfedi. Pokud je koncentrace EGF mensi, tak je buika vice
nachylna k apoptoze. A praveé schopnost EGF zabranovat apoptoze vyuzivaji rakovinné burky.
Rakovinné buniky maji schopnost odolavat prosttedim navozujicim apoptdzu, coz je 1 vlastnost,
kterou EGF ,,ukradnou* (EGF buiice poskytuje signal pro jeji preziti). Pro uspésné zneskodnéni
rakovinnych bunék poté dochéazi pomoci zaméteni signalnich cest EGF. Diky tomu dochazi

v buiikach k apoptdze a jsou tak citlivé vici radiaci a chemoterapii. [7]

Fibroblasticky rustovy faktor 10 (FGF10) hraje hlavni roli pfi vyvoji organti a homeostaze.
V nékterych knihdch je nazyvan také keratinocytarni ristovy faktor 2 (KGF2). Aktivuje
predevsim receptory FGFR2b a FGFR1b a tim podporuje fosforylaci a intracelularni signaly.
FGF10 nachdzime v mezenchymalnich bunkach. Podporuje morfogenezi a mimo jiné

i diferenciaci a proliferaci tkani. [7] [8]

Noggin je protein poprvé izolovany z zab rodu Xenophus. Je zodpovédny za rist kosti,
svalovych, a pfedev§im nervovych tkani. Pfi ristd tkani je dileZitd rodina kostnich
morfogenetickych proteint (BMP). Ty, diky jejich schopnosti regulace proliferace
a diferenciace, hraji zésadni roli pfi vyvoji a ristu mnoha druhii tkdni v organismu. Jejich
pusobeni je velmi pfisné regulovdno mnoha protagonisti a antagonisty. Jednim z antagonisti je
praveé protein Noggin. BMP se vazi na specifické membranové receptory a tim vznikaji nové
signalni cesty. A prave tyto cesty jsou bud’ podporovany ¢i regulovany. Jejich regulace probiha
pomoci Nogginu, ktery se navaze ptimo na BMP receptory a tim zamezi navazani BMP. Nové
studie se také zabyvaji neuroprotektivnimi schopnosti Nogginu pfi ischemii, kdy Noggin
podporoval myelinizaci v ischemickém mozku. To, zdali Noggin podporuje myelinizaci bylo
analyzovano pouzitim 'H nuklearni magnetické resonanéni spektroskopie. Tou bylo zjisténo, Ze
buniky lécené s pfidavkem Nogginu inhibovaly projevy ischemie, a naopak zvySovaly

koncentraci aminokyselin a glukosy v extraceluldrnim prostiedi. [9] [10]

Wnt-3a je protein, ktery je velmi dalezity pii vyvoji nervové soustavy. NejCastéji se vyskytuje
v dorsélni ¢asti misni tkdn€ (zde dochazi k regulaci tvorby a diferenciace neuronit). [11] Vyse

jsem se vénovala kostnimu morfogenetickému proteinu a jeho vlivu na funkci proteinu ogginu.
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Jednim z dilezitych proteinu BMP je BMP-2. BMP-2 je chondrogenni protein. ZvySenim
koncentrace tohoto proteinu dochdzi ke zvySeni hladiny proteinu B-katenin. Tento protein je
spojovany s prenosem signalu Wnt kaskady a tim nasvédcuje k moznému funk¢énimu propojeni
mezi BMP-2 a Wnt signalnimi cestami. [12] Toto propojeni muze podporovat tvorbu
nadorovych bunék. Zde je tedy jasn¢ viditelné propojeni mezi produkci Wnt-3a proteinu

a BMP, ptipadné¢ BMP-2.

Proteiny v rodine R-spondin je skupina 4 lidskych sekrec¢nich proteinii spojenych s aktivaci
B — kateninu. Tato skupina proteint hraje hlavni roli pfi rustu, diferenciaci, migraci a funkci
kmenovych bun¢k. Pro kultivaci se vyuziva R-spondin 1. Neddvny vyzkum ukazal, ze pokud
dojde k nadmérné expresi toho proteinu dochazi k aktivaci B-kateninu v gastrointestinalnich

kmenovych bunkach a tim dochdzi ke zmirnéni projevil zpisobenych chemoterapii. [13]

A83-01 je inhibitor I. typu TGF- receptoru. Tyto receptory vdzou rustové faktory (naptiklad
1 BMP) a tim omezuji epitelo-mezenchymalni tranzici. Predchozi studie potvrdily pozitivni vliv

A83-01 na proliferaci bun¢k. [14]

Jako jednou z poslednich slozek matrigelu, kterou se tu budu zaobirat, je SB202190. SB202190
je selektivni inhibitor MAP kinazy. Tyto kindzy se uCastni napfiklad mitozy, bunécné

diferenciace ¢i apoptozy. Tyto proteinkindzy jsou aktivované mitogenem p38. [15] [16]

3 Vznik rakoviny Zaludku

Rakovina Zaludku je podle nejnovéjsich dat Svétové zdravotnické organizace (WHO) Sestou
nejéast&jsi formou rakoviny na svéte (na prvnim misté je rakovina prostaty). [24] Zaludedni
epitel je poSkozen mnoha enviromentdlnimi a endogennimi stresy, které jsou nésledné
spravovany dynamickou homeostdzou fizenou Zaludecnimi kmenovymi bunikami. K jiz
zminénému poskozeni muze dojit vlivem mikrobu Helicobacter pylori, pozivanim alkoholu
amimo jiné i koufenim. VSechny tyto vlivy zptsobuji metaplazii, ptesnéji spasmolytickou

metaplazii exprimujici polypeptid (SPEM). [25]

3.1 Klasifikace rakoviny zaludku

Z biologického i genetického pohledu je rakovina Zaludku velmi riznoroda. Zde musim zminit
vyrazny rozdil proximalni a distalni ¢asti Zaludku. Tento fakt je podporovan vyraznym
histologickym 1 molekularnim rozdilem téchto ¢asti. Diky vysoké heterogenité je mozné

klasifikovat rizné druhy rakoviny zZaludku. Nejcastéji vyuzivanou klasifikaci je Laurénova.
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Tanam GC rozdéluje podle morfologie, epidemiologie, progrese, recidivy ¢i genetickych
profild. Podle této klasifikace je GC rozdé¢lena na intestinalni, difizni, smiSenou a neur¢enou.
Intestinalni rakovina je nejcastéjsim typem GC. Je lokalizovana v distalni ¢asti zaludku a jeji
tumory pevné¢ ptiléhaji na okolni tkan. [28] Tento typ je charakteristicky zlazovym vzhledem
tkan¢ podobnym karcinomu tumoru tlustého stieva. [26] Difuzni typ nalézame u zhruba tietiny
vSech ptipadd. Charakteristickd pro ni je Spatnd pfilnavost tumort k okolnim tkdnim, coz je
spojovano s mutacemi CDH1 genu. CDH1 gen koduje protein e-cadherin, ktery zajistuje
prilnavost bun¢k. [28] Diftzni typ nalézdme v poskozenych ¢astech zaludecni tkané, kde rostou
bud’ samostatn¢ ¢i v mensich skupinach bunék, a narusuji jejich obnovu. [26] Vyskyt tohoto
typu GC je zavisly mimo jiné na genetickych predispozicich jedince. U smiSenych a neur¢enych

typi rakoviny zaludku nelze ptesné ur€it k jakému typu patii. [28]

Ke klasifikaci rakoviny zaludku Ize vyuzit i klasifikaci dle organizace WHO. Ta ji rozd¢luje na
tubuldrni, papilarni, mukosni, malo pfilnavé a smiSené karcinomy. Pfi porovnani téchto
klasifikaci nenalezneme z4dné vyznamné odchylky. Hlavnim rozdilem je to, Ze klasifikace

WHO je zalozena vyhradné na histopatologickych vlastnostech, kdezto Laurénova pfedevs§im

na vlastnostech morfologickych. [28]

Obrazek 3 Dobfe diferenciovany intestinalni typ GC [28]

Tumor Zalude¢niho karcinomu casto vykazuje organoidni vlastnosti, a to nezdvisle na jeho

histologickém vzhledu. U intramukoznich karcinomt vykazujicich organoidni diferenciaci
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muzeme nadorové butiky sledovat v hornich vrstvach (lamina propria), kde kryji epitelidlni ¢ast
tkan¢. V nizSich vrstvach nachazime glandularni ¢i mukdzni typy nadorovych bunék. Stfedni
vrstva je sloZzena z nedospélych nadorovych bunék bez diferencia¢nich markeri. Toto rozdéleni
organoidt je velmi dulezité, protoze naruSeni intramukdzni organoidni diferenciace je zasadni
pro invazi karcinomu do submukoéznich tkani. [31] O rozdéleni potencidlnich bunécnych
markert rakoviny zaludku se zajimal tym Fujimori et al. [31]. V jejich vyzkumu figurovalo
104 ptipadt pacientli s rakovinou zaludku (z nich bylo 68 piipadii Casné faze rakoviny
a 36 pokrocilych ptipadt). Vzorky byly ziskany chirurgicky. Ihned po zakroku byly
inkubovany po dobu 1 hodiny pti 37°C v roztoku obsahujicim 2 mg/ml bromodeoxyuridinu (ten
se vyuziva pro studovani proliferace bunc¢k v zivych tkdnich a mimo jiné i k diagnostice
rakoviny), kdy okolni tlak byl 3 atmosféry a obsahoval 95 % Oz a 5 % CO,. Poté fixovany
1 hodinu v 70 % ethanolu, dehydratovany, vycistény v xylenu a zality v parafinu. Pro
zvyraznéni a identifikaci vzorkl bylo pouzito alcianové modii. Modfe zabarvené Casti bunck
tvofily povrchové mukdzni buiiky, naopak hnéd¢ zbarvené bunky byly bunky z1azové mukdzni.
Pti hodnoceni vysledkii byly karcinogenni butiky nalezené v jednotlivych vzorcich rozdéleny
do 7 skupin, §lo o rozdé€leni zavisejici na jejich histochemickych podobnostech s norméalni
tkani. V jedné bunice bylo nalezeno i né€kolik raznych druhti karcinogennich faktord.
V intestinalnim typu rakovinnych bunék byl pozorovan protein pepsinogen I. Pepsinogen I
pozitivni buniky byly také pozitivni pro pepsinogen II a muciny. Pepsinogen II pozitivni buniky
byly pozorovéany u 25 ze 104 ptipadl (25 %). Nejcastéji byly nalezeny ve fundické ¢i pylorické
¢asti Zaludku. Bez ohledu, zdali se jednalo o diftizni €1 intestindlni typ karcinomu, organoidni
diferenciace byla nalezena v pouze intramukdzni nadorové tkani, nikoli vSak v nadorové tkani
zasahujici do jinych ¢asti Zalude¢ni stény a byla rozdélena na dva hlavni typy — Zaludecni

a metaplastickou intestinalni rakovinu zaludku. [31]

3.2 Metody pro zjist'ovani pritomnosti markeru rakoviny Zaludku

Pro molekularni analyzu jsou nej€astéji vyuzivany dva pfistupy, a to bud’ detekce zmén genti
¢1 exprese proteini v tkani. Pro analyzu zmény gent je nejcasteji vyuzivana amplifikace gent.
Pro zjisténi se vyuzivaji metody jako in situ hybridizace (ISH) — bud’ fluorescen¢ni ISH (FISH),
chromogenni ISH (CISH) nebo ISH se stfibrem (SISH). Mén¢ pouzivanou metodou je pak
real —time PCR nebo sekvenovani nové generace (NGS). [28] NGS zahrnuje nékolik
dalezitych krok. Prvnim je fragmentace DNA, kdy pomoci mechanickych metod C¢i
enzymatickému traveni dochazi k rozkladu nami mitené DNA na kratka segmenty (vétSinou

o velikosti 300-500 bp). Mezi mechanické metody patii naptiklad sonikace, tedy vyuziti zvuku.
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Dal8im krokem je piiprava sekvenacni knihovny. Zde dochazi k ipravam DNA segmentt tak,
aby kazdy vzorek byl specificky k danému pacientovi — vytvaii se tedy takzvana index (Casto
je ukoncen oligonukleotidy, ty zabraiuji dalSimu sekvencovani). Takto vznikly index je poté
podroben samotnému sekvenovani. Vzorek ze sekvenacni knihovny je nahran na sekvencni
matrici a tim za¢ind paralelni sekvenovani vzorku. Ziskané sekven¢ni informace jsou nasledné
zpracovavany pomoci pocitacového softwaru. Ten zahrnuje urovani bazi ¢i identifikaci
a anotaci jejich raznych variant. Béhem tohoto procesu je sekvencovani genomu pacienta
porovnavano s lidskym genomem a tim se ziskdvaji informace o pfipadnych mutacich. Velkou
vyhodou NGS je schopnost analyzovat stovky az tisice cili najednou. Znamena to tedy, ze

veskeré mutace zptisobené nadorovym onemocnénim mohou byt odhaleny v jednom testu. [35]

FISH HER2 IHC
b T Ll

HER2

EGFR

CCND1

Obrizek 4 Zobrazeni nidorovych markeri metodou FISH a IHC. [40]

Pro expresi proteind v tkdni je nejcastéji vyuzivano imunohistochemie (IHC). V urcitych
situacich se dé pro posouzeni jednoho markeru vyuzit vice metod. Typickym ptikladem tohoto
markeru je protein HER2, kde analyzou amplifikace genu vyuzZitim metody ISH (nejcastéji
FISH ¢i SISH) a exprese proteinit pomoci imunohistochemie, dochéazi k vybéru pacientl pro

1é¢bu pomoci anti-HER?2 terapie. [28]
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4 Markery

Marker je obecné definovéan jako molekula, kterou nachézime v télnich tekutinach, ¢i tkénich,
a indikuje normalni ¢i abnormalni procesy probihajici v téle. Sledovani markert se vyuziva pii
sledovani zmény tkdni z normalnich zdravych na tkdn¢ abnormalni. Zmény markeri mohou
nastat hned pii n€kolika situacich, jako naptiklad u modifikaci zarode¢nych linii, somatickych
mutaci, transkripnich zmén ¢i epigenetickych modifikaci. Jiz bylo identifikovano mnoho

markerti a mnoho z nich je povazovano za mozné markery nadorové. [25]

4.1 Helicobacter pylori

Jak jiz bylo feceno, nejcastejSim faktorem vzniku rakoviny zaludky jsou nemoci blizce spojené
s nakazou mikrobem Helicobacter pylori, a to ptredevSim chronickd gastritida, atrofie
zalude¢niho epitelu, stievni metaplazie a dysplazie (preneoplastické 1éze). [26]
Wongsuwankert et al [27] zkoumali vzorky Zaludecnich biopsii, slin a plaku ziskanych z ustni
dutiny u 11 zdravych pacientd, 15 pacient s gastritidou a 15 pacientl s rakovinou zaludku.
V odebranych vzorcich analyzovali pomoci kultivace a real-time PCR vyskyt Helicobacteru
pylori (pomoci vyskytu cagA a vacA gent). [26] CagA hraje dulezitou roli pii karcinogenezi
GC. Diky své schopnosti inhibice specifickych proteinii (mimojiné proteini apoptickych)
slouzi jako onkogenni faktor pii aktivaci rakovinné signalni cesty. [29] VacA gen je jeden
z faktorti virulence Helicobacter pylori. Jedna se o toxin schopny formovat pory diky cemuZz
dochdzi k tvorbé vezikul v Zaludec¢nich bunkéach. Také produkuji protein, ktery mulzZe
zpuisobovat supresi aktivace T-lymfocytl a podporovat vznik zanétlivych reakci. Tento gen ma
velmi variabilni stavby, coz podporuje jeho postaveni jako faktoru virulence [30] U pacientt

s rakovinou Zaludku byla jasna ptfevaha vyskytu Helicobacteru pylori u obou vySetieni. [26]

4.2 Rakovina Zaludku zpiisobena virem Epstein-Barrové

Mensi ¢ast Zaludecni rakoviny vznik4 ndkazou virem Epstein-Barrové (EBV). [28] EBV je
vSudypfitomny virus, kterym se nakazi zhruba 90 % veskeré populace. Latentni infekce EBV
je spojena s nékolika typy neoplasmatickych a par epitelidlnich malignanci, mimo rakovinu
zaludku i s nasofaryngedlnim karcinomem. Zhruba 10 % vSech ptipadi GC je zplisobeno prave
diky ptitomnosti EBV. GC zptlisobena ptitomnosti EBV v téle pacienta ma n¢kolik specidlnich
charakteristik, naptiklad pfevahu u muzi ¢i preferovanou lokaci v proximalni a spodni ¢asti
zaludku. Podle Laurenova rozdé¢leni se jedna piedev§im o difuzni typ s relativné ptiznivou

prognézou. Na zaklad¢ jasnych charakteristik GC zptisobenou EBV TGCA nedavno navrhlo
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novou molekularni klasifikaci GC, a to na EBV-pozitivni, mikrosatelitni nestabilitu, genomové
stabilni a chromosomalné nestabilni typ. [32] U pacientii s pozitivnim vysledkem na EBV se
velmi Casto vyskytuji mutace urcitych geni, a to predev§im PI3K/Akt/mTOR signalnich cest.
Ptesnéji se jedna o PIK3CA, ARIDIA, JAK2 a BCOR. PIK3CA (katalytickd podjednotka alfa
fosfatidylinositol-4,5-bifosfat 3-kindsy) signaly se mimo jiné podileji na spravném ristu,
migraci a proliferaci bunék. [28] Pii aktivaci cesty PI3K dochazi k fosforylaci
fosfatidylinositolu 4,5-bifosfatu (PIP2) na fosfatidylinositol 4,5-trifosfat (PIP3). Timto
nasledné nastava fosforylace Akt protein kinazy, coz je zakonceno regulaci n¢kolika aktivit,
mimo jiné pravé i proliferace, rustu ¢i preziti bun€k. [32] Nékteré studie také potvrdily korelaci

mezi JAK2, CD - 274, PDCD1LG2 a ERBB2. [28§]

Janus kinaza 2 (JAK2) je vSudypfitomnd nereceptorova tyrosinkinasa. Ta ma schopnost
fosforylovat signalni prevodniky a aktivatory transkripce proteinti. Tim jsou pifevadény veskeré
signaly putujici z povrchu buniky do jadra a eventualné mtze dojit i k regulaci transkripce genti

souvisejicich s proliferaci ¢i apoptézou bunék. [32]

CD-274, také zndmy pod zkratkou PD-L1 (programmed death ligand 1), je velmi dtlezity pro
kostimulovani PD-1/PD-L1, PD-L2 drahy. Ty hraji diillezitou roli pfi tiniku tumorovych bunék
imunitnimu systému. PD-1 na cytotoxickych T-burnikach interaguje se svymi ligandy PD-L1
a PD-L2 (ty jsou expresovany nckterymi zanétlivymi elementy a neoplastickymi buiikami).
Pravé tyto interakce jsou vyuzivany nadorovymi bunkami jako mechanismus k uniknuti
detekce imunitnim systémem. Exprese PD-L1 byla dokézéna ve velkém spektru malignich
tumorti (urotelidlni karcinomy, nadory krku a hlavy, ...) nebo u malignich melanoma. [28]
Vysoka exprese PD-L1 v nadorovych bunkach se ukazuje jako velmi dilezity mechanismus
pro jejich Unik pfed imunitnim systémem. [32] Ve své studii Dong et al [32] studovali expresi
a prognostické vlastnosti diive zminénych signélnich cest a proteinti. Studovali vzorky od 855
pacientd, ktefi podstoupili gastrektomii. Vyuzili metodu ISH a imunohistochemické obarveni.
ISH potvrdilo vyskyt EBV v nadorovych buiikach (hnéd¢ Casti, viz. Obr.4.). PIK3CA, JAK2,
PD-L1 a PD-L2 byly lokalizovany piedevs§im v cytoplazmé nadorovych bunék. EBV positivni
ptipady ukazovaly silng;jsi zabarveni PIK3CA a PD-L2 nez EBV negativni. [32]
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Obrazek S IHC obarveni nadorovych bunék (hnéde). [32]

24



PIK3CA

JAK2
PD-L1
m ge
i Rf
"' 7‘?%
PD-L2

EBVaGC (x100) EBVaGC (x400) EBVNGC (x100) EBVNnGC (x400)

Obrazek 6 Zobrazeni vybranych nadorovych markerti pomoci IHC. [32]

4.3 Protein HER2

ERBB2 koduje protein HER2 na 17. chromozomu. [28,34] Tento protein je jednim ze 4 ¢lenti
rodiny epidermalniho rlstového faktoru (spolecné s HER1, HER3, HER4). Ten aktivuje
PI3K/Akt signalni cesty a tim hraje roli v proliferaci, adhezi a diferenciaci bun¢k. Nekolik studii
dokazuje, Ze vysoka exprese tohoto proteinu je spojena zejména s intestinadlnim typem nadoru
améné Castéji pak s typem difuznim. Proc€ je rlizna positivita tkdn¢ na HER2 proteiny v riznych

histologickych ¢astech Zaludku rozdilna zatim neni zndmo. [28]
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Obrazek 7 Imunohistochemicka detekce proteinu HER2 (hnéd¢ zbarvené tumorové buniky piipominaji pismeno "U") [28]

Tym Ma et al [33] neddvno zjistil, ze kombinace HER2 a PD-1 inhibitori pti 1é¢eni pokrocilé
faze rakoviny zaludku ma synergicky efekt. Pacientovi s HER2 pozitivni rakovinou zaludku se
po operaci navratily rakovinné Gtvary a metastaze po podstoupeni chemoterapie a radioterapie.
Jako druha faze 1éCeni byl pacientovi nasazen 1€k transtuzumab (humanizovand monoklondlni
protilatka IgG1) kombinovany s paclitaxelem vazanym s albuminem. Paclitaxel zneSkodiiuje
nadorové bunky zamezenim normalniho rozpadu mikrotubulil pfi bunééném déleni. Albumin
slouzi jako takova ,,Dopravni sluzba“. Podéani této kombinace prodlouzila pacientovi zivot o 9
mesict. Pro tfeti fazi 1éCby byl ponechan trastuzumab. Byl ovSem kombinovan
s camrelizumabem a apatinibem. I pfes to, Ze pacient dva pozdéji jmenované léky kvili
vedlej§im U¢inkim pfestal brat, byl jeho Zivot prodlouzen o zhruba 10 mésici. Diky
pozitivnimu vlivu na inhibitortt byl do 1é€by zahrnut dalsi inhibitor, a to inhibitor PD-1
(spolecné s pokracujicim podavanim trastuzumabu). I to zajistilo prodlouzeni Zivota pacienta o

4 mésice.

Lécba pomoci trastuzumabu je zvolena pouze u urcitého poctu pacientli. Aby tato 1écba byla
prospésna, musi byt piitomen pravé protein HER2. Bohuzel, GC je ptiklad maligniho
nadorového onemocnéni s vysokym stupném heterogenity (alespoil co se tyce piitomnosti
HER2 proteinu), jejiz vysledkem je piehodnoceni postupli pouzivanych u rakoviny prsu
(tumory obsahuji také HER2). Hodnoceni vyskytu HER2 proteinu z n¢kolika vzorkt ziskanych

v

gastrektomii vybizi k vyssi pfesnosti predikce vhodnosti pacienta pro 1é€bu anti-HER?2 terapii
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nez testovani vzorku ziskanym endoskopickou biopsii. Pfi hodnoceni vyskytu HER2 proteint
pouze ze vzorkl ziskanych z bioptického materidlu mize dojit k falesné negativnim, méné
Castéji k faleSn€ pozitivnim vysledkim. Testovani malych bioptickych vzorkii na HER2 by

mélo byt provedeno resekci ¢i vzorku odebraném piimo z metastaze. [28]

4.4 NaruSeni systému oprav chybného parovani (MMR) a mikrosatelitni
instabilita (MSI)

Naruseni systému oprav chybného parovani (MMR) hraje dtilezitou roli pfi zacinajici GC. Mezi
klicové geny MMR patii MSH2, MLH1, MSH3, MSH6, PMS1 a PMS2. Mezi dalsi geny patii
napiiklad EXO1, TREX1 ¢i TP73. Hlavni roli MMR systému je identifikace a nasledné oprava
inkompatibilniho parovani bazi DNA vzniklych pfi jeji replikaci a rekombinaci. Jakékoliv
nedostatky tohoto systému zpiisobuji mikrosatelitni instabilitu (MSI). [36] Mikrosatelity jsou
kratké sekvence DNA opakované se vyskytujici v lidském genomu. Diky své vysoké repetivité
maji veétsi nachylnost k mutaci. [37] Ty se nam jevi jako strukturni nadbytek ¢i naopak ztrata
v jednoduchych opakovanych sekvencich DNA. Akumulace takto vzniklych chyb zvySuje
pocet spontannich mutaci celych genomu a tim dochézi k inaktivaci tumor supresivnich gen
anasledné¢ karcinogenezi. [36] Analyzu funkce MMR systétmu je provadéna
imunohistochemicky, a to pouzitim protildtek proti ¢tyfem hlavnim komponentim MMR
(MLH1, PMS2, MSH2, MSH6). U specialnich piipadd je nutné vyuzit i molekularni analyzu
mikrosateliti. [28] S vyvojem NGS dochéazi i k vyvoji alternativnich vypocetnich metod
k odvozovani MSI pomoci dat mifenych bud’ pfimo na urcitou DNA, exom ¢i genom
(MSIsensor, ...). Ostatni metody vyuzivaji ortogonalni predik¢éni metody zaloZené na expresi
gent nebo kombinaci urovni metylace DNA a mutaci v genech MMR systému. [37] Na zakladé
tohoto pfedpokladu ptedstavil tym Santamarina-Garcia et al [37] prediktivni metodu pro
analyzu MSI s potencidlem pro vyuziti i u tekutych vzorkd. Metoda je zaloZena na predikci
MSI pomoci metylace DNA. Tym testoval 388 vzorkt ziskanych z TCGA. I ptes ptivodni plan
vyuziti pouze u kolorektalni rakoviny, tym zjistil 1 ispéch u detekce GC. Ve studii je ovSem
doporuceno bliz§i prozkoumani moznosti vyuziti této metody pro GC. Vyhodou detekce
metylace DNA je mens$i Sance ziskani zkreslenych vysledkt (napfiklad somatickymi mutacemi

ziskanymi z normalni tkané ¢i benignim onemocnénim).

MSI GC je castéji diagnostikovana u starSich pacientll, a to v distalni ¢asti Zaludku. Jak jiz bylo
feceno, inaktivaci MMR systému dochdzi k poruse opravnych mechanismi a k akumulaci
riznych mutaci genomu. Tyto nesourodé mutace jsou zodpovédné za zvySeni neoantigend.

Neoantigeny jsou proteiny s abnormalni konformaci, které systém rozpoznava jako cizi
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struktury, &imZ dochazi k vyvolani imunitni odpovédi organismu. Cim vice je v téle
neoantigentl, tim vyssi je pravdépodobnost, ze budou identifikovani antitumorovym imunitnim
systémem. Nadory s vys$§im po¢tem neoantigenti Iépe odpovidaji na 1€cbu inhibitory, naptiklad
ipilimumab. Tim se pacienti s MSI pozitivnimi tumory stavaji kandidaty pro tento typ 1éCby.
Prevalence GC zptsobené MSI tvoii zhruba 10 % vSech pripadl je nelogické testovat kazdy
ptipad GC na tento typ (at’ uz imunohistochemicky ¢i molekularn¢). Vysetieni pacientii na MSI

muze také slouzit jako jeden z hlavnich prognostickych markert. [28]

4.5 Genomové nestabilni typ rakoviny Zaludku

Genomové nestabilni rakoviny jsou charakterizovany progresivnimi ztratami a zisky fragmentt
chromozomli a akvizici komplexniho genomového preskupeni, diky c¢emuz dochézi
k netispésné 1€cbé. Tyto typy rakovin Casto vykazuji vysokou agresivitu. Pii replikaci je bunka
vystavena vysokému stupni replikacniho stresu, stejné tak vysoké moznosti poruchy replikacni
vidlicky. Replikacni stres se projevuje napiiklad zpomalenim ¢i zasekavajici se samotnou
replikaci. Vysoky stres zplsobuje chromosomadlni nestabilitu a tim podporuje vznik
rakovinnych bunék, coz predstavuje hrozbu pro Zivotaschopnost bun¢k. Buiky s vysokym
replikac¢nim stresem si nasly cestu, jak se s nim vypotadat. Pti replikaci se burnika dostava do
takzvané intra-S faze (také kontrola replikace). Zde dochéazi ke zpomaleni replikace a tvorbé
dlouhych jednovldknitych DNA. Ty jsou nasledné rychle zakryté replikacnim proteinem.
Zpomaleni replikace je nejspiSe zpusobovano vyskytem mnoha onkogent. Nejdiive
spojovanym onkogenem se vznikem replikac¢niho stresu je MY C. Patti do rodiny transkripénich
faktordi (tam patfi mimo jiné 1 C-MYC, N-MYC a dalsi). Pfi vzniku karcinomil se nejvice
zminuji C-MYC, N-MYC a L-MYC. Onkogen MYC musi byt nejdiive aktivovan. K tomu
slouzi jeho vazebny partner MAX. Nadmérna exprese tohoto genu podporuje rust bunék, ale
zaroven brani jejich diferenciaci. ZvySujici se hodnoty exprese MYC jsou také spojovany
s poSkozenim DNA a s tim souvisejicim naruSenim kontroly replikace DNA. MYC je také
jednim z hlavnich faktor vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS). Reaktivni formy kysliku

negativné ovliviiuji vznik 1ézi DNA.

Druhym onkogenem pftispivajicim ke zvySenému replikacnimu stresu je cyklin E. Cyklin E se
podili na tranzici z faze G1 do faze S pti vyvoji bunék a to tim, Ze vaze a zvySuje aktivitu CDK2
(cyklin-dependentni kinaza 2). ZvysSené hodnoty cyklinu E zptsobuje neefektivni formaci

prereplikaéniho komplexu, ¢imZ zpisobi neideédlni zacatek replikace.
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Poslednimi za zminéni stojicimi onkogeny jsou ty z rodiny RAS. Rodina RAS GTP4z se sklada
ze tii geni: H-RAS, K-RAS a N-RAS. RAS funguje jako transduktor mezi receptor tyrosin
kindzou a mitogen aktivovanou proteinkindzovou kaskddu. Toto spojeni aktivuje transkripéni
procesy. Isoformy RAS byly zjiStény v nékolika typech rakovin. Mechanismus plisobeni RAS

systému je stale malo pochopen.

Pti terapiich bunék s vysokym replika¢nim stresem se tedy nejcastéji zaméfuji jiz zminéné

kompenzacni mechanismy a tim se zvysi efekt chemoterapeutik. [37,38]
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Obrazek 8 Zobrazeni riznych vlivii na vznik replikaéniho stresu buniky. [38]
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4.6 Chromosomalné nestabilni typ rakoviny Zaludku

Genomové zmeény mohou byt ve formé bodovych mutaci (substituce bazi, jejich delece ¢i vklad
jinych nukleotidll), chromosomalnich zmén (fize chromozomd, jejich translokace, duplikace,
delece, zmény pocti chromozomi nebo vkladani novych segmentl). Jak jiz bylo feceno
v predchozi kapitole, tyto zmeény ovliviiuji velké mnozstvi protoonkogenti a tumor supresivnich

genil.

Maligni tumory mohou byt charakterizovany vétsim poctem abnormdlnich genomovych zmén
nazyvanych genomova nestabilita. Zde si ale musime dat pozor na pojmy. Nadorova buiika je
nazyvana genomov¢ nestabilni, pokud se pocet genomovych zmén navySuje velmi rychle za
kratky ¢asovy interval. A pravé tato nestabilita je rozdélena do dvou druhti — mikrosatelitni
(MSI) a chromosomalni (CIN). Mutace vyskytujici se ve vysokych pocétech v mikrosatelitnich
castech DNA sekvence nazyvame mikrosatelitni. Pokud se takovéto zmény objevi na
chromosomalnim levelu, jedna se o nestabilitu chromosomalni. CIN je stale vyjimecnym
fenoménem s rozbihajicimi se definicemi — néktefi ji nazyvaji aneuploidii ¢i polyploidii. Co
presné zpusobuje CIN je predmétem debat — nékteti tvrdi, ze CIN je vysledkem narusSeni
onkogenli a tumor supresivnich genli. CIN fenotyp mulze byt zpiisoben dysfunkcemi tfech
bunéénych procesii, a to nepfesna chromosomalni segregace pifi mitdze, defekt kontroly

bunécného cyklu ¢i replikacéni stres. [39]

Bod pro kontrolu mitézy, také znam jako SAC (spindle assembly checkpoint, kontrolni bod
sestaveni déliciho vieténka), ma mnoho funkci pii mitéoze. SAC kontroluje spravné piipojeni
chromozomt v kinetochorach k mikrotubuliim mitotickych vietének. Pokud tak neni, dochéazi

k jeho aktivaci a mitdza je pozastavena. [39]

5 Kultivace Zalude¢nich organoidi

5.1 Izolace bunék

Kultivace Zalude¢nich organoidi je provadéna izolaci bun€k z zaludecni tkan€, a to bud’ lidské
¢1 mysi. Pfed izolaci Zalude¢ni tkané€ je zapotiebi sterilizace vSech nami pouZivanych néstroji
(v autokldvu ¢i pomoci 100 % isopropylu). Ke kultivaci je potfeba odebrat minimalng 1 cm?
tkdné€, a to bud resekci €1 biopsii. Ziskany lidsky material se ihned po odebrani vklada do

ledového bazalniho média, kde je ponechén az do samotné izolace. [41]

Ziskany vzorek tkané vloZzime do Petriho misky a zalijeme pfedem pfipravenym ledovym

chelacnim ¢inidlem (naptiklad HBSS), tim tkéan nékolikrat promyjeme. [41] Tkan 1ze ptipadné
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nakrijet na dilky velké zhruba 5 mm, to zajisti lepsi promyti. Promyjeme zhruba 10x, dokud
nebude supernatant zcela pruhledny. Poté tkan inkubujeme po dobu 30 minut ptfi 37°C na
ttepacce. [43] Pokud jsme tkan neroziezali na mensi Casti je nutné ji nejprve ocCistit od tukové
tkan€, svalovych vrstev ¢i cév. Nasledné ji pieneseme do nové suché Petriho misky a pomoci
pinzety odstranime mukézni sliz a mukdzni vrstvu pomoci stereomikroskopu. Takto upraveny
vzorek opét omyjeme v ledovém chelata¢nim roztoku a rozkrajime na dilky o velikosti zhruba
5 mm?. [41] Uvedeny postup lze provést i obraceng, to znamena, Ze tkan rozkrajenou na dilky
velikosti zhruba 5 mm? pievedeme z Petriho misky do konické misky a piilejeme 10 ml
ledového chelatacniho roztoku. Tkan promyvame, dokud neni supernatant ¢iry. Poté nechame
tkan inkubovat ve 20 ml chelata¢niho roztoku spole¢n¢ s 10 mM EDTA po dobu 10 minut.
Béhem této doby nadobu lehce naklanime, a to zhruba kazdé 2 minuty. Cas a teplota inkubace
mohou byt optimalizovany — pro zalude¢ni buiikky mys$i je optimalni doba 30 minut pti 4 °C
a pro lidské 10 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci ptenddme dilky na ¢istou Petriho misku.
Tu polozime pod mikroskop, vlozime na ni sklicko a hleddme neposkozenou tkai. Po nalezu
optimalni ¢asti na mikroskopické sklo tla¢cime a sklicko pomalu posouvame po povrchu
izolované tkané. Tim dochazi k uvolnéni Zalude¢nich zlaz. Ty nasledné posbirdme a zalijeme
30ml basalniho média. Velké kusy nechame usednout ke dni nddoby a supernatant se Zlazkami
odebereme do dvou 15 ml nddob. Ty poté centrifugujeme po dobu 5 minut pii1 4°C a 200
otaCkach/minutu. Po centrifugaci se zbavime supernatantu, vzniklou peletu uchovavame

v chladu. [41,42]

V prvni kapitole jsem se zminila 0 moznosti kultivace zalude¢nich organoidii z embryonalnich
bun¢k. Tym okolo Benedetti et al [45] kultivoval fetalni gastrické organoidy. Tyto organoidy
byly ziskané ztkan€ po terminaci te¢hotenstvi (v ¢ase mezi 8-21 tydnem po poceti), a to
chirurgicky. Ziskané organoidy byly pasdzovany kazdy tyden. Fetalni organoidy byly ziskany
seSkrabnutim zmisky a promytim ADMEM/F12 (slozenim odpovida DMEM/F12)
s penicilinem a streptomycinem, 10 mM HEPES a 2mM Glutamax. Poté byly resuspendovany
v 1ml TrypLE Express a inkubovany 5 minut pti 37°C. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl TrypLE
inaktivovan a bunky centrifugovany a usuSeny. Takto ptipravené bunky byly nésledné opét
resuspendovany v pfiméfeném objemu Matrigelu, naockovany do kapi¢ek o objemu zhruba
30 ul a cela desticka byla pfevracena a kapky ponechény gelovatét po dobu 30 minut
v inkubdtoru. Médium pro fetalni Zalude¢ni organoidy bylo ménéno kazdé 3 dny. Toto médium,
mimo jiz zminéné ADMEM/F12, obsahuje také X N-27 bez vitaminu A, N-acetylcystein,
WNT-3A, R - spondin, Noggin, epidermalni rastovy faktor, gastrin a dalsi ristové faktory. Po
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kultivaci pfipravenych organoidl nasledovalo formovani asembloidi. Asembloidy jsou shluky
dvou ¢i vice organoidil. K formovani byl vytvoten hydrogel z 0,75 mg/ml kolagenu I (ziskaného
z kolagenu I z krysiho ocasu). Tento hydrogel byl upraven tak. Aby mél fyziologické pH
1 salinitu. Tento hydrogel se po dobu formovani ptipravoval vzdy Cerstvy a byl uchovavan na
led¢, dokud nebyl pfidan k organoidiim. Po uplynuti sedmi dni od naoCkovani byly jednotlivé
butiky uvolnény z Matrigelu piidanim roztoku pro obnoveni bunék (Cell Recovery Solution™)
a inkubaci 45 minut na led¢€. Poté byly organoidy centrifugovany pii 100 g po dobu 5 minut. Po
centrifugaci byly bunky promyty ledovym PBS pufrem k odstranéni zbytkového Matrigelu.
Takto pfipravené buniky byly resuspendovany v pfiméteném mnozstvi roztoku kolagenu I (200
pl na jednu jamku) a naoCkovany na desticku do tvaru kruhu. Desticka byla nésledné
inkubovana 30 minut pfi 37°C. Po uplynuti doby inkubace byl asembloid silou odstranén
pfidanim celkové 1 ml kolagenového média. Toto médium bylo ménéno kazd¢é 3 dny (doba
obmény byla zavisld na replikaci bun¢k). Experiment byl vyhodnocen 10 dni od naockovani
bunék. Vyhodnoceni bylo provedeno imunofluorescenénim obarvenim bunck. K dobrému
uchyceni imunofluorescenéni latkou byly organoidy inkubovany v roztoku pro obnovu bun¢k
po dobu 45 minut pii 4°C. Poté byly organoiy posbirany, promyty PBS a pfevedeny do 1,5 ml
nadobky pfedem potazené 1 % BSA. Resuspendovany byly ve 40 % PFA (latka slouzici
k obarveni bun¢k), v tom byly ponechany 20 minut pii stdlém otdCeni. PFA bylo nasledné
odstranéno a nahrazeno 0,1 M NH4Cl. Takto pfipravend suspenze pak byla 1 hodinu
inkubovéana pii rotaci pro zmenSeni autofluorescence pojici se s vznikajicim aldehydem.
Nasledné¢ byly organoidy skladovany v roztoku PBS s 1 % penicilinem a streptomycinem az do

samotného barveni. [45]

Vzorek Zaludeéni tkané Derivace Uvolnovani Ockovani Zalude¢ni
fetalniho zaludku zaludeénich  organoida kolagenem I  asembloid

-~

Obrazek 9 Priprava fetalnich zalude¢nich organoida. [45]

Fetalni Zalude¢ni organoidy a asembloidy byly nésledné blokovany a byl k nim vlozen 0,5%
Triton X-100 spolu s 1% BSA v PBS roztoku po dobu 2 hodin (pro asembloidy 1 hodinu) pti
pokojové teploté. Primarni protilatky (Chromogranin A, Mucin 5A, Mucin SAC, Mucin 6, ...)
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byly nafedény (1:100) a inkubovany spolecné s organoidy po dobu 24 hodin pii 4°C za
krouzivého pohybu. To stejné bylo nasledné provedeno se sekundarnimi protilatkami
(AlexaFluorR anti-mouse 488, AlexaFluor anti-rabbit 568, ...). Inkubace sekundarnich
protilatek byla zhruba 12 hodin. Fetalni Zalude¢ni organoidy byly pfemistény na sklenény dno
Petriho misky tésné pfes analyzou. Fetalni zalude¢ni asembloidy byly naneseny na non-DAPI

médium. [45]

Vyhodnoceni bylo provadéno u dvou druhii kultivovanych organoidii, a to u organoida s riznou
fazi fetdlniho vyvojem — terminace prob¢hla 11 tydnl (rané) a 20 tydnt (pozdni) od poceti.
Imunofluorescence potvrdila pfitomnost polarizovanych epitelidlnich bun¢k s F-aktinem.
V malém mnozstvi byl pozorovan i marker ezrin. Ten hraje velkou roli pfi organizaci
cytoskeletu (sestavuje membranové proteinové komplexy s aktinem). Zaludeé¢ni specifita

vyrostlych organoidi je vyjadfena zaludeénim markerem mucin-5AC. Ten se nachdzel na

lumindalnich ¢astech organoidu. [45]

Obrazek 10 Organoidy a asembloidy pod mikroskopem (a, b, d) a imunofluorescenénim mikroskopem (c). [45]

Na obrazku miizeme pozorovat vyhodnoceni imunofluorescence a zobrazeni organoida

a asembloidii pod mikroskopem. V rameccich a,b jsou zndzornény 6 dni staré fetalni organoidy.
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Obrazek ¢ nam zobrazuje snimek pofizeny imunofluorescenénim mikroskopem. Zelené je
znazornén mucin 5SAC, Cervené ezrin, F-aktin pak svétle modie a jadra tmavé modfe. Zcela
zformované organoidy byly vyuzity jako startovaci bod pro kultivaci asembloidii. Organoidy
byly nejprve disociovany na samostatné buiiky, naockovany do Matrigelovych kapek a nechany
rust 7 dni. Prave vysledky rustu asembloidli vidime v ¢asti d na obrazku vyse. V prvnim fadku
jsou asembloidy rostouci z bun¢k ziskanych z fetalniho plodu terminovaného 11 tyden po
poceti a ve druhém 20 tydni po poceti. Po analdze vykultivovanych asembloidli pomoci
imunofluorencence zjistili ptitomnost zalude¢niho mucinu 6 a mucinu SAC. Nalezeny byly také
enteroendokrinni buiiky. Pomoci RT-PCR analyzy byla zjiSténa rozdilna exprese mezi buikami
ranymi a pozdnimi. Rané asembloidy méli tendenci snizovani koncentrace markerti a zvySovani
vyskytu mucinid. Naopak pozdni asembloidy zvySovali vyskyt kmenovych bunék

a enteroendokrinnich bun¢k. [45]

Vv

asembloidi je vyhodnéj$i. Pfi porovnani organoidii a asembloidii je jasnou vyhodou
komplexnost pravé asembloidii. Ta ndm umoziuje jednodusi pfistup k lumenu, ¢imz

zjednoduseje testovani specifickych 1é¢iv. [45]

5.2 Kaultiva¢ni média a matrixy

Kultivaéni média a matrixy jsou hlavnimi faktory konstrukci organoidi. Kultiva¢ni médium je
zakladnim materidlem pro ziskdvani a udrZovani organoidi ziskanych z tkani. Obecné je
kultiva¢éni médium sloZzeno zmoderng)§i DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12) obohacenym B27, GlutaMax, HEPES (biologicky pufr)
a penicilinem ¢i streptomycinem. Dal§imi komponenty mohou byt ristové faktory c¢i
antagonisté signalnich cest, to zaleZi na typu kultivované tkané. Tyto specidlni komplementy
jsou produkovany pfedev§sim mezenchymalnimi buiikami. Pro gastrointestindlni organoidy se
ke kultivacnimu médiu pfiddva N-acetyl-L-cystein, WNT3a, R-spondin, Noggin, gastrin
a mnoho dalSich komplementt. Jako bazalni matrix je vyuzivan Matrigel. Ten musi byt neustale
zmrazen ¢i na led€. Skladuje se pii teploté -20°C a pied pouzitim se musi pomalu rozmrazit na

led&.[43]

Gao et al [44] pouzili Sest raznych typt kultivacnich medii. Zakladem vSech kultiva¢nich medii
byly DMEM/F12, GlutaMax, a penicilin se streptomycinem. LiSily se hlavné pfidanymi
komponenty. Pro kultivaci Zalude¢nich organoidi bylo pouzito kultivaéni médium ¢islo 5 —zde

byl navic pfidan R-spondinl, Wnt3A, Noggin, gastrin a dalsi komplementy. [44]
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Pro vytvofeni 2D monovrstvy organoidd nejprve musime pokryt vnitiek Ctyfjamkovych
titracnich desti¢ek 250 pl Matrigelu natedénym 1:40 pomoci DPBS pfi 37°C minimalné
3 hodiny. Po 3 hodinach jsme do kazdé takto pfipravené jamky naockovali 100 000 bunck
a pridali 500 ul kultivaéniho média. Po dobu prvnich tfi dnt bylo do jamek pfidavano 10 pl
Y — 27632 (inhibitor proliferace, ristu, atd.). Kultivaéni médium se poté menilo kazdé 3 dny.
Pasézovani kultivovanych bunck bylo provadéno, kdyz bunééné pokryti jednotlivych jamek
dosdhlo minimalné 80 % a to tak, Ze médium bylo odsato a monovrstva bun¢k byla promyta.
K takto pfipravenym jamkam bylo pfidano zhruba 200 pul TrypLEk podpofteni jejich uplného
traveni a desticky byly inkubovany pii 37°C po dobu 10. K zastaveni traveni bylo po
10 minutach vyuzito zhruba 500 ul DMEM/F12, vznikly roztok centrifugovan 5 minut pii 500 g

a resuspendovan. [44]

Pro kultivaci pomoci metody 3D si pfipravime mikrotitracni desticku s 96 jamkami. Pfedem
jsme resuspendovali zhruba 5000 bunék v kultivaénim médiu a smichali s 5x objemem
Matrigelu. Celkovy objem takto pfipravené suspenze by mél byt zhruba 8 pl v jedné jamce.
Takto ptfipravena suspenze byla pfidana do jamek mikrotitrac¢ni desticky a inkubovana 37°C po
dobu 10 minut. To je doba potiebné ke ztuhnuti Matrigelu. Buiiky byly nésledné kultivovany
v 200 pl média. [44] Nékteré studie uvadi trosku jiné postupy. Tym okolo Bartfelda et al [41]
uvadi postupy hned dva. V prvni alternativé obsadili 6 jamek mikrotitracni desticky, a to tak,
ze suspendovali peletu v 60 pl bazalniho matrixu. Poté ptipravili 5 sterilnich 1,5 ml zkumavek
obsahujicich 50 pl bazalniho matrix, vSechny zkumavky byly neustale ulozeny na led¢. Do
takto ptipravenych zkumavek poté pienesli 10 pl mixu zalude¢nich Zlazek a bazalniho matrixu
do prvni zkumavky a peclivé to promichali. Z takto pfipravené suspenze odebrali opét 10 pl
a napipetovali do zkumavky druhé. Stejny proces opakujeme pro vSechny zkumavky.
Alternativou tohoto postupu byla kultivace vypocitaného obsahu Zlazek na jednu jamku. Zde
opét doslo k resuspenzi pelety v 10 ml bazalniho média. 50 pul bylo odebrano a kdpnuto na
¢istou Petriho misku. Zde byl spocitan pocet Zldzek pod mikroskopem. Do nové 15 zkumavky
bylo ptevedeno 400 bunék, ty byly nasledné centrifugované 5 minut. Po zcentrifugovani byl
odstranén supernatant a pfidano dalSich 200 pl bazalniho matrixu. At jiz byl zvolen jakykoliv
zpusob, finalni kroky kultivace jsou stejné. Vzali mikrotitracni desticku se 24 jamkami
vytemperovanou na 37°C. Do stfedu kazdé jamky ptenesli 50 pl suspenze zaludecnich Zlazek
s bazalnim matrixem a vratili ji do inkubatoru. Tim dojde zhruba po 10 minutach k vytvoteni

jakeési kostry. Mezitim si pfipravili médium se vSemi zvolenymi rastovymi faktory. Po vyjmuti
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z inkubdatoru opatrné ptidali 500 pl média s rastovymi faktory do kazdé z jamek. Toto médium

bylo ménéno kazdé 3 tydny. [41]
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Zavér

Hlavnim cilem rtznych technik pro kultivaci Zaludecnich organoidl je nalézt univerzalni
postup. V soucasnosti je k dispozici technik hned n€kolik. Mezi nejpouzivanéjsi techniky patii
2D a 3D kultivace. Uz n€kolika tymiim, a to pfedevsim japonskym védctim, se podafilo vytvofit
fungujici Zzaludecni organoidy z biopsii pacienta. Tyto organoidy poté vyuzili k urCeni
nejoptimalnéjsi terapie pacienta. Takto mifené terapie byly schopné pacientovi prodlouzit Zivot
o mesice, v jistych pripad¢ i o roky. Mezi neméné diilezity druh kultivace nejenom zaludec¢nich
organoidlil patfi také sféroidy. Ty se vyuzivaji predevSim pro testovani 1ékti pred jejich
klinickym vyuzitim.

Uplné novou technikou kultivace Zalude&nich organoidil, i organoidii obecng, jsou asembloidy.
Ty jsou tvofené shlukem organoidd, ktery nasledné 1épe simuluje mikroprostiedi ndmi
zvolenych specifickych bun¢k. To dovoluje piesnéjsi simulace pro vznik tumoru, ptipadné pro
predpokladani chovani bunék. Jiz nékolik tymi potvrdilo pozitivni vysledky studii pra¢

asembloidi, ¢imz jasné¢ otevieli dalsi diskusi na toto téma.

I ptes velmi Casové a finanéné narocnou tvorbu organoidil je kultivace velmi slibnym krokem

k pochopeni mechanismu vzniku nddorovych onemocnéni a jejich naslednou lécbou.
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