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1 UVOD

Personalizovana medicina si kladie za tlohu optimalizovat’ liecbu jednotlivym
potrebam pacienta. V rdmci prispdsobenia lieCby a monitoringu mozného progresu
ochorenia personalizovana medicina vyuziva okrem technik molekulovej biologie
i konven¢né techniky imunohistochémie. Pre neustali pokrok vo vyvoji lieCiv sa
vyuzivaju rdzne techniky kultivacie buniek. V sucasnej dobe je venovana pozornost’ 3D
kultivatnym technikdm, kde mozZeme zaradit' kultivaciu multicelularnych sféroidov
aorganoidov. Organoidy st 3D modely, vyvijajice sa zkmenhovych buniek
pochadzajucich od pacientov v prostredi extracelularnej matrix (napr. Matrigél).
Zatial’ ¢o multicelularne sféroidy moézeme charakterizovat’ ako 3D modely vyvijajlice sa
Z imortalizovanych bunkovych linii Vv suspenznej kultare v kultivaénych nadobéch
s upravenym nizkoadheznym povrchom. Tato praca sa s vyuzitim 2D a 3D kultivaénych
modelov venuje problematike kolorektalneho karcindmu. BlizSie sme porovnavali
cytotoxicky vplyv chemoterapeutik bezne pouzivanych pri liecbe kolorektalneho
karcinomu na 2D a 3D bunkové modely. Pouzitim imunohistochemickych farbiacich
technik sme porovnavali expresiu Specifickych biomarkerov vyskytujacich sa
v kolorektalnych nadoroch, ¢im sme posudzovali zachovanie vlastnosti primarneho

tkaniva v 3D bunkovych kultirach.



2 CIELE PRACE

1. Literarna resers Studovanej témy.

2. Kultivacia bunkovych linii.

3. Disociacia tkaniv a kultivacia organoidov.
4

Analyza organoidov a tkaniv pomocou imunohistochémie.



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Personalizovana medicina

Personalizovand medicina alebo taktiez Casto oznaCovana ako presna medicina
znamena prisposobenie terapie individudlnym vlastnostam kazdého pacienta (Wang
a kol., 2016). Rozvijajuca sa oblast’ personalizovanej mediciny zohrava délezitu ulohu
Vv prevencii, diagnostike, prognéze rakoviny a predovSetkym v jej terapii (Jackson
a Chester, 2014). Standardn4 lie¢ba rakoviny zahffia: chirurgicky zakrok, radiaéni terapiu
a chemoterapiu (Krzyszczyk a kol., 2018). Avsak pouzitie konvenénej chemoterapie je
vysoko neSpecifické v zamerani lieCiva priamo na rakovinové bunky, vd’aka ¢omu sa
stavaju zdravé bunky zranite'né voci neziaducim ucinkom lieCiva. Taktiez pouzivanim
chemoterapie moze dojst’ k strate ucinnosti a vzniku chemorezistencie (Prabhu a kol.,
2015; Wang a kol., 2016). Dalej z dovodu heterogenity rakoviny st §tandardné sposoby
liecby, ako chemoterapia alebo ozarovanie t¢inné iba u skupiny pacientov. Nadory mézu
mat’ rozne genetické pri¢iny a moézu exprimovat’ rdzne proteiny v porovnani jedného
pacienta s druhym. PouZitie personalizovanej mediciny zahifia stanovanie genetickej
predispozicie choroby, identifikaciu jednotlivych skupin pacientov pre klinické skusky
a identifikaciu pacientov, u ktorych je vyssia pravdepodobnost’, ze budi dobre reagovat’
na Specificku terapiu (Krzyszczyk a kol., 2018). Personalizovand medicina vyuZziva
diagnostické testy ako st molekularne metddy, ktoré umoziuju testovanie génovych
variacii, expresiu génov, proteiny, metabolity ako aj vznik novych spdsobov liecby
zameranych na molekulové mechanizmy. Genetické testovanie moézZzeme kategorizovat
ako (1) diagnostické: vyhodnotenie genetickych sekvencii mdZe potvrdit' pritomnost’
ochorenia, priCom se casto vyuziva na onkologické sledovanie, (2) prognostické:
sledovanie expresie vybranych markerov alebo ur¢enie genetickych mutacii s moznou
nachylnostou zhorSenia zdravotného stavu, (3) prediktivne, ktoré hodnotia genetické
variacie s cielom identifikovat’ pacientov, u ktorych je pravdepodobnost, ze budu
reagovat’ na konkrétnu terapiu (Hoggatt, 2011). Konvencné techniky molekulove;j
biologii Coraz viac nahradzaju technoldgie sekvenovania novej generacie (NGS). Pretoze
aj napriek vysokej citlivosti a Specifickosti pri detekcii mutacii sa konven¢né techniky
nezaobijdu bez vopred Specifikovanych biomarkerov. NGS technologie ako Illumina,
SOLiD, nanopdrové sekvenovanie ¢i SMRT umoziuji simultdlnu analyzu Sirokého
spektra genomickych zmien, vratane mutacii, variacii a translokacii vo viacerych génoch.

Preto poskytuji ucinnejSiu analyzu tkaniv v porovnani so sériovymi analyzami
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jednotlivych biomarkerov, najméa v kontexte gendmovej zlozitosti nddorov (Krzyszczyk
a kol., 2018; Malone akol., 2020). Medzi bezné konven¢né diagnostické metddy
personalizovanej mediciny patri imunohistochémia a fluorescen¢na in situ hybridizacia
(FISH). FISH predstavuje techniku pre stanovenie preusporiadania DNA a tieZ je bezne
pouzivana pre potvrdenie amplifikacii na génovej Grovni (Malone a kol., 2020). FISH sa
pouziva napriklad na kvantifikdciu expresie génu HER2 pri nadoroch prsnika. Pacienti
s nadmernou expresiou HER2 génu majl priazniva reakciu na lieCbu trastuzumabom
(Hoggatt, 2011). Imunohistochémicka analyza dokaze zistit zmeny na proteinovej

urovni, ktora méze vyplyvat’ z génovych aberacii, alebo zo Specifickych DNA mutacii.
3.1.1 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemickd analyza sa pouziva na detekciu bunkovych alebo
tkanivovych, na ktoré sa viazu Specifické protilatky (Matos a kol., 2010). Vyhodnotenie
biomarkerov poskytuje dolezité prognostické a prediktivne informacie, rovnako moze

byt v stilade s konkrétnymi moznost'ami lie¢by pre jednotlivca (McCourt a kol. 2013).

Biomarker je molekula, ktort je mozné detegovat’ vo vzorkach tkaniva, krvi alebo
stolici a umoznuju tak identifikaciu patologickych stavov, ako je rakovina. Koncentracia
nadorovych markerov testovanych vranom Stadiu ochorenia pomahaji vcasnej
diagnostike a pouzivaju sa pri skriningovych testoch. Niektoré biomarkery sa povazuju
za dolezité pri monitorovani ochorenia, u¢innosti neoadjuvantnej lie¢by, chirurgického
zakroku, adjuvantenej chemoterapie a radioterapie inasledného sledovania mozZnej
recidivy (Lech a kol., 2016). NajpouzivanejSie imunohistochemické tkanivové markery
pre kolorektalny karcinom su cytokeratiny CK20, CK7 a protein CDX2. Najbeznejsim
imunofenotypom CRC je pozitivita na CK20 a negativita na CK7. Avsak az 20% nadorov
moze vykazovat CK7+/CK20- alebo CK7-/CK20- vzory farbenia. Znizena alebo
chybajiica expresia CK20 v CRC mdze byt spojend vysokou mikrosatelitovou
nestabilitou (Fleming a kol., 2012). CDX2 je gén homeoboxu kaudalneho typu 2, ktory
koduje transkripény faktor dolezity pre proliferaciu a diferencidciu buniek crevného
epitelu. Vysoké hladiny CDX2 su typické pre CRC, avSak jeho expresia nemusi
korelovat’ s tumorovym stupiiom a uroviiou diferencidcie. Mnoho studii zistilo, ze CDX2
je exprimovany aj v inych adenokarcindémoch gastrointestinalneho traktu, ako je napr.
adenokarcinom zaltidka. Samotna expresia CDX2 nemdze uplne rozli§it medzi
adenokarcinomami, preto je velmi uzitocné, ak sa pouziva ako doplnok k farbeniu

cytokeratinov (Werling a kol., 2003; Oh a Joo, 2020). Dalsi tkanivovy marker pre CRC

4



je napr. Specialny AT viazuci protein 2 (SATB2), jeho zvysena expresia poukazuje
na metastazovanie CRC (Lin a kol., 2014).

Proces imunohistochemického farbenia pozostava prvotne so spracovania vzoriek
tkaniva. Na fixaciu tkaniva sa aplikuju dva typy fixanych latok: (1) nekoagulacné
fixacné latky ako formaldehyd, glutaraldehyd alebo kyselina octova (2) koagulacné
fixatné latky ako alkohol, zinkova sol’ alebo oxid chromiéity. Casto aplikované fixacna
latka v histopatologii je 10% neutralne pufrovany formalin (O Hurley a kol., 2014). Takto
fixované tkanivo v parafine sa nakraja na tenké platy s hrubkou 3 — 4 um a tie st vlozené
na podlozné skli¢ko. Na odhalenie antigénov, ktoré boli zmenené fixaciou, mozno pouzit’
enzymatické natravenie vplyvom trypsinu alebo protedzami. Obmedzene sa enzymatické
odhalenie pouziva pri antigénoch ako cytokeratiny alebo imunoglobuliny. NajcastejSie
sa na odhalenie antigénov pouZiva zahrievanie tkanivovych rezov (Schacht a Kern 2015,
Kim akol., 2016). Spravidla sa na zahrievanie vyuzivaju autoklavy alebo mikrovinné
rary pri teplote 120 °C, plnom tlaku, 750 — 800 W a po dobu 10 mintt. Po odhaleni
antigénu nasleduje blokovanie proteinov, aby sa zniZilo pozadie reakcie na zamedzenie
nesSpecifickych vizieb primarnych alebo sekundarnych protilatok (Kim a kol., 2016).
Po vyblokovani proteinov nasleduje interakcia S protilatkou. Vyber vhodnej primarne;j
protilatky je zasadny pre spravne oznaGenie pozadovaného biomarkeru. Casto su
preferované  monoklondlne  protilatky  kvoli  ich  vySSej  Specifickosti
a reprodukovatelnosti, pretoze sa viazu na jeden cielovy antigén (Taube a kol. 2020).
Detekéné systémy v imunohistochémii mozZno kategorizovat’ ako priame alebo nepriame.
Pri priamej detekcii je primarna protilatka znacena enzymaticky alebo fluoroférmi, ¢o
umozinuje detegovat’ antigén priamo na tkanivovych rezoch bez pouzitia sekundarnych
protilatok. Tato metdda detekcia je Casovo nendro¢na, ale jej nevyhodou je nizsia citlivost’
V porovnani s nepriamou detekciou. Ta zahffia pouzitie znacenych sekundarnych
protilatok, ktoré sa Specificky viazu na primarne protilatky (O Hurley a kol. 2014).
Znackovacie techniky zahfnaju fluorescencné zliceniny alebo aktivne enzymy (Schacht
aKern, 2015). Sekunddrna protilitka znacend enzymaticky je detekovana
prostrednictvom reakcie enzymu s chromogénnymi substratmi, ¢im sa ziska silne
zafarbeny produkt. Medzi najpouZzivanejSie enzymy sa radi alkalicka fosfataza a chrenova
peroxidaza (O'Hurley a kol. 2014). NajcastejSie pouzivané peroxidazové substraty su
3,3 -diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) amino-9-etylkarbazol (AEC), ktoré su

konvertované na hnedy a cerveny pigment. Pokrok v technikdch imunohistochémie



smeroval aj k vyvoji multiplexnych farbeni, ktoré umoziuju detailngjsiu charakterizaciu

tkaniv (Sukswai a Khoury, 2019).
3.1.2 Multiplexna imunohistochemicka analyza

Metody multiplexného imunohistochemického farbenia mozno vSeobecne
definovat’ ako technoldgie pouzivané na identifikaciu pritomnosti viacerych biologickych
markerov Vv jednej vzorke tkaniva. Metody farbenia s kategorizované ako simultalne
alebo sekvencné. V simultannych imunohistochemickych farbeniach sa pouziva viac
protilatok na oznacenie viacerych antigénov pocas jedného procesu farbenia. Naopak
sekvencné imunohistochemické farbenia zahfiiaji niekol’ko iteracii znacenia jednotlivych
antigénov, kazda s inak oznac¢enou sekundarnou protilatkou, pokym nie st vizualizované
vSetky pozadované antigény (Dixon a kol., 2015). Multiplexné farbenia moézu byt
vizualizované vo svetlom poli alebo vtmavom poli (pomocou fluorescencie).
Na vizualizaciu v mikroskope svetlého pola sa pouziva chromogénna depozicia roznych
parov chromogén-enzym. Chromogény st vizualizované reakciou bud’ s chrenovou
peroxiddzou alebo alkalickou fosfatdzou. Vizualiziciu je mozné vylepSit pridanim
kontrastnych latok ako je napr. metylova zeleii alebo hematoxylin, ktoré farbia jadra
zelenou alebo modrou farbou (Stack a kol. 2014). Pred kazdym imunofarbiacim cyklom
je potrebné odizolovanie chromogénu pouzitim chemického odfarbenia a opitovne
odhalit antigén (Taube a kol. 2020). Nevyhodou chromogénneho multiplexného farbenia
je mozZny vznik kriZzovej reaktivity pri konjugacii s chrenovou peroxidazou alebo
alkalickou fosfatazou. Krizovej reaktivite mozno predist’ stratégiou postupného farbenia.
Dalsou nevyhodou je moznost prekrytia jednej farby druhou (ich chromogénnych

spektier), ¢o znaéne obmedzuje multiplexné znacenie v jasnom poli (Stack a kol. 2014).

Fluorescen¢né multiplexné farbenie umoziuje vizualizaciu farbeného tkaniva
Vv tmavom poli (Stack a kol., 2014). Zékladnym principom tejto metddy je, Zze kazdy
cielovy protein mdze byt zafarbeny Specifickymi protilatkami oznaenymi odlisSnymi
fluoroformi. Po excitacii fluorofory emituja pri charakteristickej vinovej dizke a na zber
signalu sa pouziva mikroskop so Specifickymi sipravami pasmovych filtrov (Taube
a kol., 2020). Na znizenie autofluorescencie a nespecifickych vézieb sa aplikuje cyklus
predfarbenia, kedy sa vzorky inkubuju so sekunddrnymi protildtkami znacenymi
fluoroformi. Nasleduje oxidacia fluoroforov v roztoku peroxidu vodika s vysokym pH
Vv pritomnosti svetla tzv. bielenie fluoroformi (Lin a kol., 2018). Primarne protilatky mézu

byt priamo konjugované s fluoroformi alebo nepriamo, kedy su s fluoroformi
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konjugované sekundarne protilatky. Nepriame znacenie moéze byt vyhodné
pre amplifikaciu signalu aplikovanim viacerych sekundarnych protilatok (Stack a kol.
2014). Dalsia moznost’ amplifikicie multiplexného farbenia je nepriame znadenie
prostrednictvom tyramidu. Ten zaist'uje zosilnenie signalu cez polyméry chrenovej
peroxidazy, detekcia je spojena s aktivaciou tyramidovych fluoroforov. Aktivovany
tyramid sa viaze na tyrozinové zvysSky do cielového epitopu, teplom sa odstrani
nekovalentne viazana primarna protilatka a fluorofor naviazany na tyramid zostane
ulozeny na tkanive. Cykly farbenia a amplifikacie je mozné opakovat’ pokym nie su
oznacené vsetky pozadované ciele. Vyhodou tejto techniky je moznost’ pouzitia
protilatok produkovanych rovnakym druhom (Taube a kol. 2020). Na zobrazenie
multiplexnych farbeni sa vyuZivaju zobrazovacie pocitacové technologie, ktoré
spristupiiuju informacie v klinickej praxi a zlepsuju prognostické a prediktivne zaradenie
pacientov. Jednd sa 0 automatizované systémy digitalnej patologie ako napr. HALO
(Indica Labs), Vectra/inForm (Perkin EImer / Akoya Biosciences) alebo SlidePath (Leica
biosystems). Multiplexné techniky umoziiuji ziskanie kvantitativnych informacii
0 odliSnych podtypoch imunitnych buniek infiltrujicich nador v ramci zachovalej
tkanivovej architektury, o umoznuje analyzu topologie a blizkost’ medzi Specifickymi
populaciami buniek. V kone¢nom dosledku kvantitativne priestorové profilovanie
kl'icovych néadorovo-imunitnych drdh moéZe zlepSit rozvrstvenie onkologickych
pacientov pre imunoterapiu. Napriklad expresia PD-L1 sa nasla vo frakcii buniek CD3+
aj CD3- takmer vo vSetkych druhoch rakoviny naproti tomu experesia PD-L1 na
nadorovych bunkéch bola viditena iba u mensiny typov nadorov. To ukazuje potrebu
analyzy imunitného kontrolného bodu multiplexnym farbenim u jednotlivych pacientov
(Hofman a kol. 2019). Jednym z mechanizmov, pomocou ktorych zostavaja rakovinové
bunky skryté pred imunitnym systémom je regulacia PD-1/PD-L1 interakcie (Piawah
a Venook 2019). Imunoterapeutické latky ako nivolumab a pembrolizumab sa
zameriavaju na Struktiry PD-1 na CDS8 pozitivnych T lymfocytoch, zatiall ¢o
atezolizumab, avelumab a durvalumab sa zameriavaji na PD-L1 na nadoroch.
Blokovanie interakci PD-1/PD-L1 obnovuje protirakovinovi imunitu a podporuje
usmrcovanie rakovinovych buniek sprostriedkované T lymfocytmi (Wrobel a Ahmed,

2019).



3.2 Kolorektalny karcin6m

Kolorektalny karciném (CRC) je tretou najcastejsie diagnostikovanou formou
rakoviny celosvetovo, tvori 11% vSetkych diagnoéz rakoviny. CRC je druhou
najsmrtel'nejSou rakovinou na svete, odhadom tvori asi 881 000 umrti za rok (referencia
pre rok 2018). Karcinogenéza je zapocata nadmernou proliferaciou buniek slizni¢ného
epitelu hrubého ¢reva. Tieto vyrastky su zname ako polypy a mdzu rast’ postupne 10-20
rokov, kym sa stant rakovinovymi. NajbeznejSou formou st adenémy alebo polypy, ktoré
mobzu byt sediace alebo pedukulantné, pochadzajice z granularnych buniek, ktorych
funkciou je tvorba hlienu (Rawla a kol., 2019). Casom sa v deliacich bunkach polypov
moézu akumulovat’ genetické zmeny, pomocou ktorych ziskavaju tieto bunky schopnost’
napadnit’ stenu hrubého Ccreva, prenikat' a rozsirovat sa v lymfatickych uzlinach
anakoniec metastazovat do vzdialenych organov (Simon, 2016). Iba zhruba 10%
vSetkych adendmov progreduje do invazivnej rakoviny, pricom riziko stupa spolu
srastom polypov. Invazivna rakovina vznikajuca z adenémov tzn. adenokarcindm
predstavuje 96% vsetkych CRC (Rawla a kol., 2019). Na vzniku polypov sa podiel’aju
enviromentalne rizikové faktory ako diéta, obezita, nedostatok fyzickej aktivity, faj¢enie
alebo nadmerna konzumacia alkoholu. Okrem enviromentalnych rizikovych faktoroch sa
na vzniku kolorektadlneho karcinému podielaju aj dediéné faktory. Pozitivna rodinna
anamnéza sa podiel’a na vzniku kolorektalneho karcinému u 10-20% vsetkych pacientov,
sroznym rizikom v zavislosti na pocte postihnutych pribuznych aveku pacienta.
Na vyvoji CRC sa taktiez podiel'aji i zapalové ochorenia hrubého Creva, rasové a etnické

zaradenie (Simon, 2016).
3.2.1 Molekularny princip vzniku CRC

Jednym zhlavnych aspektov vzniku CRC je akumulédcia genetickych
a epigenetickych zmien, ktoré zmenia normalnu epitelialnu bunku na nadorovii. Mutacie
DNA je mozné ziskat’ alebo zdedit’ (Obr. €. 1; Simon, 2016). Medzi dedi¢né mutacie
spojené¢ s CRC patri Lynchov sydrom, ktory vykazuje zmeny v systéme na opravu
nestladu DNA (MMR gény). Obvykle zahihaju mutacie v zarodocnej linii v jednom
z génov MMR ako MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 (Kastrinos a Syngal, 2011; Grady
a Markowitz, 2014). V dosledku tychto defektov sa hromadia a neopravuji
mikrosatelitové DNA sekvencie (tzv. nestabilita mikrosatelitov), ale predov§etkym mozu
byt zasiahnuté aj onkogény alebo nadorové supresory, ¢o vedie ku karcinogenéze.

Familidrna adenomat6zna polypdza je druhy najbeznej$i dedi¢ny syndrom, ktory je
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sposobeny zarodo¢nou mutaciou v géne pre adenomatdznu polypézu (APC). APC je tak
radeny ako nadorovy supresorovy gén a strata jeho funkcie vedie v bunkach epitelu
hrubého c¢reva k neoplastickej transforméacii (Kastrinos a Syngal, 2011). Normalnou
funkciou APC génu je inhibovat’ B-katenin a riadit’ bunkovu proliferaciu. B-katenin
reguluje transdukciu rastového bunkového signalu. Mutantny APC vSak nedokaze
odburavat’ B-katenin, ten sa hromadi v cytoplazme a prenasa do jadra, ¢im moduluje
transkripént aktivitu mnohych onkogénov ako napr. MYC. Medzi d’alSie dominantne
dedicné syndromy patri: (1) Peutz-Jeghersov syndrom, charakterizovany
hamartomatoznymi polypmi v gastrointestindlnom trakte, spésobeny mutdciami v géne
LKB1/STK11 (tumorovo supresorovy gén pre serin/threonin kindzu) a (2) juvenilny
polyp6zny syndrém, spdsobeny mutaciami v géne SMAD4 alebo BMPR1A. Recesivne
dedicnd je MUTYH asociovand polyp6za, spdsobena bialelickou mutaciou v géne
MUTYH, kédujucom DNA glykosylazu, ktord je zodpovedna za opravu oxidaéného
poskodenia DNA.

Bezne identifikovana u pacientov s CRC je strata ramienka 17¢, kde sa nachadza
nadorovy supresor p53. Jeho inaktivacia zapri¢iiiuje nadmernt bunkovt proliferaciu, ¢im
podporuje progresiu nddoru. Mutacia v TP53 je cCastejSia u nehypermutovanych CRC
Vv porovani s hypermutovanymi CRC (s nestabilitov mikrosatelitov). Strata
heterozygotnosti v 18q vedie ku zmenam v génoch SMAD2, SMAD4 a SMAD7, ktoré
st transkripéné mediatory signalizacie transformujuceho rastového faktoru f (TGF-p).
TGF- B reguluje bunkovy rast, diferenciaciu, apoptézu a podporuje aktivaciu MYC
onkogénu (Hong, 2018; Calvert a Frucht, 2002).

Svoju tlohu na vyvoji CRC maju aj epigenetické mechanizmy, medzi ktoré patri
metylacia cytozinovych baz v sekvenciach bohatych na CG, nazyvanych CpG ostrovy.
CpG ostrovy prekryvaju promoétorovi oblast 60-70% génov ast chranené
pred metylaciou. V dosledku naruSenia ochrannej bariéry sa moézu stat’ aberantne
metylovanymi pri vyvoji rakoviny (Lao a Gardy, 2011). Takto mdéZzu byt umlcané
nadorové supresory, ¢o vedie ku klondlnemu rastu tumorogénnych buniek (Grady

a Markowitz, 2014).

Na vzniku CRC sa taktiez podiel'aju aj bodové mutacie, napr. v KRAS génoch
(patriacim ku RAS proto-onkogénom). RAS proto-onkogény regul'uju kIi¢ové signalne
drahy vratane fosfoinozitol-3-kindz (PI3K) a mitogénom aktivovanych proteinkinaz

(MAPK), podielaji sa na transdukcii intracelularneho signalu a st zodpovedné za
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aktivaciu signalizacie EGFR. Mutécie v akomkol'vek géne RAS sa vyskytuji u 20-25%
vSetkych l'udskych nadorov, z ktorych 85% predstavuje mutdcia v géne KRAS. Primarna
mutacia v KRAS ma za nasledok hyperplastické zmeny, ak sa k mutacii KRAS prida
mutacia APC adendm progreduje do rakoviny. CRC s mutantnym KRAS byvajl zvicsa
rezistentné na anti-EGFR protilatky, ako st cetuximab a panitunumab (Tan a Du, 2012,
Hong, 2018).

APC
somatické
mutécie

Sporadicky vyvoj CRC
MLH1,
Mikrosatelitova MSH2,

nestabilita MSH6, PMS2
Hypermutovany CRC Somatické
mutacie

Karcinézne adenémy

Nehypermutovany CRC

FAP APC
Nehypermutovany CRC zérodocné
Chromozémova mutécie
nestabilita

Familiarny CRC
Dediéné formy MLH1,
MSH2,
MSH6, PMS2
Zarodocné
mutacie

Lynchov syndrom
Hypermutovany CRC
Mikrosatelitova nestabilita

Obr. ¢. 1: Schématicky vyvoj CRC podla vzniku mutacii (upravené podl'a Aghabozorgi
a kol., 2019)

3.2.3 Lie¢ba CRC

Vyber vhodnej liecby CRC zavisi od niekol’kych faktorov, vratane zdravotného
stavu pacienta, vel'’kosti nadoru a jeho umiestnenia. Chirurgicky zakrok je najbeznejSiou
moznost'ou liecby. Ak sa nadmerna proliferacia nachddza iba v jednom polype je mozné
ju odstranit’ uz pocas kolonoskopie. Ak vSak rakovina zasiahla vdcSiu oblast, je
nevyhnutel'nd resekcia Creva, Uplné chirurgické odstranenie primarneho nadora
aregionalnych lymfatickych uzlin. V Case resekcie je priblizne u 30-40% pacientov
s CRC diagnostikované ochorenie v stadiu II (Deschoolmeester a kol., 2010; Marley
a Han, 2016). Ak nie je mozné chirurgicky odstranit’ cely nador, alebo doslo uz
k metastazovaniu, je indikovana chemoterapeuticka  liecba.  NajbeZnejSie
chemoterapeutické lie¢ivo pouzivané na lieCbu CRC je 5-fludrouracil (5-FU) (Marley
a Nan, 2016). Fluéruracil inhibuje tymidylat syntdzu, enzym syntetizujici pyrimidinové
nukleotidy. Zvyc€ajne sa podava spolu s leukovorinom alebo redukovanym foladtom, ktory
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stabilizuji vizbu na tymidylat syntdzu, ¢im zvySujl inhibiciu syntézy DNA (Meyehardt
a Mayer, 2005). Viaceré Studie ukazali, ze kombinacia dvojitej chemoterapie
pozostavajucej z fluorouracilu a irinotekanu alebo oxaliplatiny (FOLFIRI alebo
FOLFOX) ma lepsiu t¢innost’ ako monoterapia 5-FU (Stintzing, 2014). Irinotekan je
polosynteticky derivat alkaloidu kamptotecinu a inhibuje topoizomerdzu I, enzym
katalyzujuci zlomenie a opédtovné spojenie vlakien DNA pocas replikdcie DNA.
Oxaliplatina je zlicenina, ktora tvori DNA adukty, ¢o vedie ku zhorSeniu replikacie DNA
a bunkovej apoptoze (Wolpin a kol., 2007). Adjuvantna chemoterapia s 5-FU sa povazuje
za Standardnt liecbu CRC v §tadiu II a IIl. AvSak liecba 5-FU pri kolorektalnom
karcinome sposobenom mikrosatelitovou nestabilitou (Lynchov syndrom) ma mensiu
G¢innost. DalSie moznosti liecby CRC su pouzitim cielenych terapii zaloZenych
na protilatkach. Jedna sa hlavne o anti-VEGFR protilatky (Bevacizumab, Ziv-aflibercept,
Ramucirumab) a anti-EGFR protilatky (Cetuximab, Panitumumab). Pouzitie anti-EGFR
liekov u neselektovanych pacientov s CRC vykazovala znizent G¢innost’. To mohlo byt
sposobené pritomnost'ou genetickych zmien v drahe EGFR, ktoré zapri¢inuju rezistenciu
na tieto protilatky. Tento fenomén sa nazyva primarna alebo vnutorna rezistencia.
So stratou ucinnosti anti-EGFR protilatok koreluje pritomnost’ viacerych mutécii
v KRAS a NRAS. Napriek vynimo¢nému pokroku v liecbe velka Cast’ pacientov nad’alej
nereaguje na liecbu, preto su neustale potrebné d’alSie klinické vyskumy a sktusky aby sa
vSetkym pacientom zaru€ila geneticky prisposobena liecba (Martini a kol., 2017).
U niektorych pacientov moze byt ucinna vysSie zmienena imunoterapia. V klinickom
testovanti je tiez rada novych nizkomolekularnych inhibitorov. Vyber vhodné terapie bude
mozny jednak pomocou presnej genetickej charakterizacii nadorov pomocou
sekvenovania a tiezZ pomocou ex-Vivo testovani pacientskych tkaniv alebo organoidov
(DeHaan a kol. 2020).
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3.3 In vitro kultiva¢né modely

Zékladnym nastrojom Vv in vitro $tadiu nadorov su dvojrozmerné (2D) bunkové
kultiry, ktoré st pouzivané viac ako storoCie a umoziuji pochopit biologické
mechanizmy v bunkach. Vyznamne prispeli k pochopeniu karcinogenézy od bunkovej
proliferacie a migracie az po vyvoj a testovanie novych liekov. V 2D kultarach bunky
rastu ako monovrstvy, ¢o vedie k polarizovanej bunkovej adhézii a dvojrozmernému
kontaktu so susednymi bunkami. Tato fyzikalna charakteristika im umoziuje prijimat’
z média homogénne mnozstvo zivin a rastovych faktorov, ¢o vedie k abnormalnemu
roz§ireniu buniek, nerealnej distribucii receptorov bunkového povrchu a Kk vyberu
Specifickych bunkovych subpopulacii, ktoré st najlepSie prispésobené na rast in vitro
(Hoarau-Véchot a kol., 2018). Aj ked’ 2D kultiry vyznamne pomohli naSmu pochopeniu
bunkového sprévania, je dokazané, Zze 2D modely vedu k bunkovym bioaktivitam, ktoré
sa lisia v in vivo reakciach. Niektoré dolezité vlastnosti nadorovych buniek ako je ich
morfologia alebo heterogenita nadoru nie st spravne modelované v 2D kultarach. 3D
bunkové kultury pomahaju zachovat’ povodny tvar, polarizaciu, heterogenitu nadorovych
a stromalnych buniek (Obr. ¢. 2; Hoarau-Véchot a kol., 2018). Bunky pochadzajuce
z tkaniv darcov, ktoré st kultivované ako mnohobunkové trojrozmerné Struktury lepSie
simuluju architektru povodného tkaniva ako tradi¢né dvojrozmerné modely. Tato
vlastnost’ vyplyva zo spravnych interakcii medzi bunkami ainterakcii buniek
s extracelularnym prostredim. Bunky moézu prijimat’ stimuly z lokdlneho prostredia,

rovnako ako sa to deje v in vivo nadoroch (Kapatczynska a kol., 2016).
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Obr. €. 2: Schématick4 ilustracia rozdielov mezi 2D a 3D bunkovymi kultirami (upravené

podl'a Hassan a kol., 2021)
Porovnanie vyvoja buniek a ich interakcii v ramci 2D a 3D bunkovych kultur:

Proliferacia: vysSiu rychlost’ proliferacie vykazujo 2D bunkové kultary
V porovnani s 3D kultirami a to pri véc¢Sine testovanych nadorovych bunkovych liniach.
Zvysena proliferacia bunick moze byt sposobena tym, ze v 2D kultarach bunky rasta
V monovrste ¢o im umoziuje prijimat’ rovnaké mnoZstvo Zivin a rastovych faktorov
z média. V 2D kultarach dominuju prolifera¢né bunky v porovnani s 3D kultarami, kde
st bunky r6zneho typu (proliferacné, quiestentné, apoptické, hypoxické a nekrotické;
Souza akol., 2018). Pri raste sféroidov sa vytvaraju zony od povrchu do jadra, kde
prolifera¢né bunky st na povrchu, normoxické quiescentné zony v strede a hypoxické
z6ny v jadre. Hypoxické zdéna v jadre velkych sféroidov sa pri d’alSom raste moze zmenit’

na nekroticku (Thoma a kol., 2014).

Migracia: migracia buniek sa v zavislosti na type kultivacie 1isi, ¢o je potencialne
zapri€¢inené zloZitejSimi bunkovymi interakciami v 3D, ktoré spdsobuji zmeny

v pohyblivosti a aktivite buniek. Migracia v 2D kulturach sa riadi klasickou
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polarizovanou signalizdciou a mechanickymi vzormi, ktoré ¢asto nie st rozhodujuce
pre efektivnu migraciu v 3D. Okrem toho bunky kultivované 2D alebo 3D casto
neexprimuji rovnaké povrchové proteiny (Duval a kol., 2017; Hoarau-Véchot a kol.,
2018).

Extracelularna matrix (ECM): obsahuje multifaktorialne signaly sptstajice
bioaktivitu a regulujice bunkové procesy. Tieto signaly st determinované mechanicky,
chemicky alebo topograficky. Pre ¢iastoént simulaciu ECM moézu byt bunky v 2D
kultivované spolu s kolagénom alebo fibronektinom (Duval a kol., 2017). Pri kultivacii
3D modelov mozno vytvarat' nativnu extracelularnu matrix, pouzitim matrice (Ravi
a kol., 2014).

Chemoterapeuticka rezistencia: nedavne Stadie preukazali, ze sformovanie
buniek do sféroidov ich méze chranit’ pred apoptozou indukovanou chemoterapeutikami.
V 2D kultarach nie je pristup k zivinam (alebo aj cytostatikam) ovplyvneny gradientom
buniek, pretoze nekrotické bunky sa oddel’'uju od povrchu a na povrchu zostavaji iba zivé
bunky. Napriklad v agregovanych sféroidoch je najrychlejsia proliferacie na povrchu
sféroidov a vo vnutri su quiescentné a nekrotické bunky. Quiescentné bunky st menej
citlivé na lieCbu, a preto mozu slazit’ ako zarodok opitovného rastu nadorov (Duval
a kol., 2018). 3D modely lepsie reprezentuja nador a poskytuju realnej$iu odpoved
na lie¢ivo v porovnani s 2D kultirami (Hoarau-Véchot a kol., 2018; Kapalczynska a kol.,

2016; Souza a kol., 2018).
3.3.1 Charakteristika trojrozmernych (3D) bunkovych kultar

V idedlnom pripade fyzikalne, bunkové a molekulové -charakteristiky 3D
modelov znamenaju, ze zdiel'aju podobné fyziologické procesy s in vivo diferencovanym
epitelom a umoznuju biologicky relevantné interakcie bunka-bunka a bunka-matrix
(Hynds a Giangreco, 2013). Konven¢né 3D tumorové modely, zname ako nadorové
sféroidy, moézu vzniknut forméciou jednotlivych nadorovych buniek (homotypické
sféroidy) alebo ko-kultivaciou spolu s inymi typmi buniek (heterotypické sféroidy;
Abolkheyr Es a kol., 2018). Sféroidy vykazuju nizku podobnost’ s primarnymi nadormi,
napriek tomu bunky napodobiiuju metabolické a proliferacné gradienty v in vivo
nadoroch a vykazuji chemorezistenciu (Ishiguro a kol., 2017). Proces formacie sféroidov
prechéadza viacerymi §tddiami, pocinajic iniciaCnou agregaciou jednotlivych vysadenych

buniek. Vd’aka 3D tvaru vo vnutri vznika chemicky gradient, ¢o vedie k vytvoreniu zén
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z povrchu do jadra, k podobnej zonacii dochadza u rastucich nadorov in vivo. Kvoéli
difuiznemu limitu kyslika sa sféroidy v strede stavaji hypoxickymi, to mdze viest’
k nekroze u sféroidov s va¢sim priemerom. Dynamika rychlosti rastu reprodukuje tuhy
nador v in vivo charakterizovany skorou exponencialnou fazou, po ktorej nasleduje faza
poklesu rychlosti rastu spojend so zvysSenim poctu neproliferujucich a nekrotickych
buniek. R6zne sféroidné ko-kultivacné metddy nddorovych buniek spolu so stromalnymi
bunkami umoznuja $tadium heterolognych interakcii v nadorovom tkanive. NajcastejSie
sa spolu s nadorovymi bunkami ko-kultivuju imunitné bunky, fibroblasty a endotelové
bunky. (Weiswald a kol.,, 2015). Kultara buniek v 3D, poskytuje fyziologicky
relevantnejSie mikroprostredie, ktoré modze napodobnovat’ prirodzené mikroprostredie
nachadzajtce sa in vivo. To sa obvykle sklada z kolagénu, fibrinu, elastinu, kyseliny
hyaurdnovej, proteoglykanov, rastovych faktorov a cytokininov. ZloZenie a vlastnosti
materialu, v ktorom st bunky kultivované, vyrazne ovplyviiuje bunkové spravanie. Tieto
metddy mozeme Siroko kategorizovat’ do dvoch skupin a to na bezmatricové a matricové

systémy (Obr. €. 2; Fitzgerald a kol., 2015; Knight a Przyborski, 2014).
Bezmatricové metody kultivacie :

1. Metoda visiacej kvapky: pri tejto technike sa kvapky bunkovych suspenzii
nanasaju na vnatornt stranu zavesného viecka, ktoré je nasledne umiestnené
na platiiu s kvapalinou na udrzanie vlhkej atmosféry. Bunky sa koncentruji
v §pi¢ke kvapky, na rozhrani vzduch — kvapalina, spontanne agreguju
a nakoniec vytvaraju sféroidy. Tato metodda je jednoduchd a konzistentna,
umoziuje produkciu jedného sféroidu na kvapku pre rézne bunkové linie
a zachovava prirodzené bunkové interakcie.

2. Spontanne formovanie sféroidov na ne-adherentnych povrchoch (ultra low
attachment surface): v tejto metdde sa pouzivaju kultivaéné nadoby, s povrchom
pokrytim inertnym substratom ako je agar alebo poly-2-hydroxyetylmetakrylat
(poly-HEMA), ktory brani bunkam k prichyteniu sa na povrch, ¢im ich nuti
agregovat’ avytvarat sféroidy. Povlak inertného substratu je stabilny,
necytotoxicky a nedegradovatelny.

3. Suspenzné Kkultury: principom tejto metdody je vlozit bunkovu suspenziu
do nadob, kde nepretrzité mieSanie brani bunkam prilnat’ k stendam nadoby
a podpori ich medzibunkové interakcie. Pri tejto metode sa vyuzivaju rotacné

banky a bioreaktory (Hoarau-Véchot a kol., 2018).

15



Matricové metody kultivacie:

1. Matrice: Medzi najbeznejSie pouzivané matrice sa radi kolagén, fibronektin,
zelatina, lamin, vitronektin. Konkrétny typ matrice umoziuje vyvolat
pozadovanu zmenu morfologického a fyziologického spravania kultivovanych
buniek. V stcasnosti sa pouziva viac ako 100 druhov réznych matric organicke;j
I anorganickej povahy, generuju sa pomocou réznych prirodnych a syntetickych
latok. Tieto kompozicie svojou poérovitostou, permeabilitou a mechanickou
stabilitou vytvaraju nativnhu extracelularnu matrix. 3D matrice poskytuji
bunkdm Dbiologicky aktivne prostredie na proliferaciu, diferenciaciu
a vylucovanie $pecifickej extracelularnej matrix (Ravi a kol., 2014). Prikladom
prirodnych matric si matrigél alebo kolagén, ktoré umoziuju spravne
medzibunkové interakcie (Hoarau-Véchot a kol., 2018). Matrigél obsahuje
laminin, entaktin, proteoglykany, kolagén IV a znizeny obsah rastovych
faktorov (Abolkheyr Es a kol., 2018).

2. Hydrogély: hydrogély su Specifickou triedou matric s odliSnou Struktarou. St to
vodou napucané matrice, ktoré pozostavaju zo zosietovanych hydrofilnych
polymérov. Hydrogély su fyzicky slabé, ale poskytuji, biomimetické prostredie
na podporu bunkovej proliferacie a diferenciacie. Su vhodné na imitaciu
mékkych tkaniv a daji sa Tahko modifikovat' (Fitzgerald a kol., 2015).
Agardézové hydrogély st prikladom jednoduchych matric pre kultivaciu
viacerych typov buniek (Ravi a kol., 2014).

3. Decellularizovené tkaniva / organy: matrice ziskané odstranenim buniek
z tkaniv a organov sa uspeSne pouZzivaju na aplikaciu tkanivového inZinierstva.
Pre vytvorenie decellularizovanych matric sa bunky odstrania z tkaniva alebo
organu a tam zostanu iba Strukturdlne a funkéné proteiny ECM. Nevyhodou je,
ze pocas procesu odstranovania buniek moze prist’ aj k poskodeniu proteinov
ECM.

4. Medzi dalSie kultivaéné techniky patria mikrofluidné platformy alebo
bioprinting (Fitzgerald a kol., 2015; Hoarau-Véchot a kol., 2018).
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Obr. ¢. 3: Kultivacné techniky vyuzivané k vytvaraniu 3D modelov (upravené podla

Hoarau-Véchot a kol., 2018).

3.3.3 Organoidy odvodené od nadorov

Organoidy st definované ako rastica 3D bunkova Struktira z kmeniovych buniek,
ktoré su organovo Specifické a samo-organizujiice. Organoidy mézu vzniknat' z dvoch
typov kmenovych buniek: (1) pluripotentné embryotické (ES) aindukované
pluripotentné bunky (iPS), (2) organovo Specifické dospelé kmenové bunky (aSCs).
Bunky ES aiPS sa suhrne nazyvaji aj pluripotentné kmenové bunky, maji vysoky
potencidl proliferacie aj mimo tela. Naopak pri bunkach aSCs sa dlho verilo, Ze nie st
schopné vyraznej proliferacie mimo tela. Napriek tomu sa v poslednych rokoch vyvinulo
vel'a roznych rastovych faktorov imitujacich Specifické organové prostredie kmenovych
buniek (Clevers, 2016). Metddy kultivacie nadorovych organoidov odvodenych
od pacientov sa liSia v zavislosti na type tkaniva. Kultivacia je iniciovana mechanickym
a enzymatickym S$tiepenim nadorového tkaniva na malé kusky, po ktorom nasleduje
inokulacia buniek do 3D matrice (vacsinou sa jedna o Matrigel; Obr. ¢. 4). Bunkova
architektira organoidov aich spravanie sa zavisi od zlozenia matrice. Parakrinna

signalizécia je simulovand mixom r6znych faktorov Specifickych pre nadorové tkanivo.
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Medzi najbeznejsie pouzivané faktory patria Wnt3A, R-spondin-1, epidermalny rastovy
faktor a morfogenicky antagonista Noggin (Abolkheyr Es akol., 2018). Relativna
lahkost” expanzie audrzby organoidov umoznuje mnoho alternativnych spdosobov
hodnotenia reakcii na liecbu. Kvoli rozdielnym kritériam ako je dostupna velkost
biopsie, rychlost’ expanzie organoidov a pasazovanie, sa analyza mdze liSit. Organoidy
mozno jednoduchsie geneticky modifikovat’ ako xenoimplantaty alebo tkanivové rezy.
Ako mozno odvodit’ organoidy z biopsie pacienta, mozno aj potencialne predpovedat
reakciu pacienta na liecbu (Nagle a kol., 2018). Napriek tomu, Ze je znamych zhruba 12
signalnych drah, ktoré riadia tumorogenézu CRC, kazdy nador ma odlisné genetické
zmeny ako aj intratumoralnu heterogenitu, ktora definuje ako patoldgiu tak aj reakciu na
liecbu. Crevné organoidy poskytujii prileZitost’ lepsie prisposobit’ lie¢bu individualne
pacientom s CRC. Nové techniky kultivacii umoziiuja kultivaciu organoidov odvodenych
od pacienta spolu snativnymi imunitnymi bunkami vratane makrofagov, T aB
lymfocytov a NK buniek, s cielom vytvorit' precizne imuno-onkologické vysetrenia
a personalizované imunoterapeutické testy (DeHaan a kol. 2020). V sucasnosti sa
podarilo vytvorit zivé organoidové biobanky od velkého poctu jedincov, ktoré vyznamné
prispievaju k zakladnému aj klinickému personalizovanému vyskumu (Schutgens
a Clevers, 2020).

T b
Extraceluldrna Kultiva¢né médium s Ludské CRC organoidy
matrix rastovymi faktormi
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Obr. ¢. 4: Odvodenie organoidov z primarneho koléonového tkaniva a tumorového
kolonového tkaniva (a) prehlad procesu vytvarania organoidov (b) mikroskopické
snimky l'udskych CRC organoidov, horna snimka je vytvorena v svetlom poli a dolna

snimka je vytvorena v tmavom poli (upravené podl'a od Fujii a Sato, 2020).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Bunkova linia HT-29 odvodena od T'udského kolorektalneho karcindmu (ECACC:
91072201, poskytnuta od Mgr. Katetina Cizkové, Ph.D., Ustav histologie a embryologie,
LF UP). Pacientské vzorky l'udského kolorektalneho karcindmu boli spracované
v spolupraci s Mgr. Levkovou, ktora je zodpovedna za tkanivovi biobanku na Ustave
klinickej a molekularnej patologie LF UP. Pacienti podpisali informovany sthlas
a spracovanie ich tkaniv a in vitro kultivacia buniek bola schvalena Etickou komisiou

Lekarskej fakulty UP a Fakultnej nemocnice v Olomouci.

4.2 Pouzité chemikalie, sipravy a roztoky
Pouzité chemikalie

e Agardza (Serva, kat. €. 1140404)

e BD Matrigel Matrix Growth Factor Reduced (BD Biosciences, kat. ¢.
07980)

e CaCl; (Sigma, kat. ¢. C1016)

e Dispaza (gibco, kat. ¢. 17105-041)

e Dulbecco’s Modified Eagle’s medium F-12 Nutrient Mixture (DMEM/F-
12) (gibco, kat. ¢. 21041-025)

e Eosin Y disodium salt (Sigma-Aldrich, kat. ¢. MKCH4781)

e FBS (PAA The cell culture company, kat. ¢. A15-151)

e Hematoxylin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. SHBM5567)

e MTT (Serva, kat. €. 20395)

e 5-fluorouracil (Ebewe Pharma, kat. ¢. 732208-OR)

e Oxaliplatina (Ebewe Pharma, kat. ¢. 44/022/07-C)

e Primarne kralicie protilatky CDX2 klon EPR2763Y (Cell Marque, kat.c.
235R-10)

e Primarne mysie protilatky CK20 klon VKS20.8 (Dako, kat. ¢. M7019)

e Sekundarne protilatky Envision™ Dual link system-HRP (Dako, K4061)

e Premyvaci pufor (Wash Buffer 20x, DAKO, kat. ¢. K8007)

e Trypsin (gibco, kat. ¢. 12605-010)

e Trombin (Sigma, kat. ¢. T4648-1KU)
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Pouzité roztoky a ich priprava

0,5 M EDTA (pH 8): na 1 | roztoku, 186,1 g disodnej soli EDTA
rozpustenych v 900 ml ddH2O za staleho miesania. Po rozpusteni EDTA
upravené pH pomocou NaOH na mierne vyssiu hodnotu a objem doplneny
na 1l, nasledne upravené pH a roztok vyautoklavovany a uchovavany pri
+4°C.

Priprava hematoxylinu zmieSanim: 800 ml destilovanej vody s 0,8 g
hematoxylinu, 40 g siranu hlinito-draselné¢ho, 0,16 g jodi¢nanu sodného
a 0,8 g kyseliny vinne;j.

10x PBS: navazka na 2 | roztoku; 160 g NaCl, 4 g KCI, 64,2 g Na2HPO,,
4 g KH2POg4, doplnena ddH20 na 2 |, zmes rozpustena a uchovavana pri
laboratdrnej teplote.

1x PBS: riedenie na 2 | roztoku; 200 ml 10x PBS, doplnenych do 2 |
ddH20, zmes rozpustena, vyautoklavovana a uchovavana pri teplote
+4 °C.

10% Formalin

10% SDS

Priprava CRC média podl’a tab. ¢. 1:

Tab. €. 1: Priprava CRC média

Latka Objem Firma Kat.c.

N2 supplement 100 pl Gibco 17502-048
B27 supplement 200 pl Gibco 17504-044
N-acetylcystein 20 pl Sigma A9165
Noggin 10 ul Peprotech 120-10C
EGF 25 pul Invitrogen PHGO0311
*R-spondin 4 ml - -

FGF 10 10 pl Gibco PHO0204
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Pokrac¢ovanie tab. ¢. 1

*Wnt3A 2ml - -

Y-27632 2 ul Santa Cruz | SC-281642
Biotechnology

A83-01 4,21 pl Sigma SMLO0788

SB202190 3,31 ul Gibco S7067

Nikotinamid 2442 nl Sigma NO0636

(leul5)-gastrin 1l Sigma 69145

*kondiciované médium produkované bunkami HEK293T, aktivita
testovand Luciferase assay system (Promega, kat. ¢. E32940)

e Priprava kompletného médiu adDMEM: Do zakladného média DMEM/F-
12 (gibco) bol pridany HEPES (10 mM, Thermo Fisher), glutamax (2 mM,
Sigma-Aldrich), antibiotikd penicilin (1 U/ml, Invitrogen) a stretovidin

(1 U/ml, Invitrogen).

4.3 Zoznam pouZzitych pristrojov a zariadeni

e Autoklav Personal Microwave Autoclave (MICROJET)

e Centrifuga IEC CL31R Multispeed (Thermo SCIENTIFIC)
e Centrifuga 3K30 SIGMA (Laborzentrifugen)

e Centrifuga MiniSpin (eppendorf)

e Inkubator HERA cell (Heraeus)

e Laboratorna vaha (KERN ew)

e Laminarny box MSC Advantage (Thermo SCIENTIFIC)

e Mikroskop TS 100 (Nikon ECLIPSE)

e Mikroskop (Leika) s kamerou DP73 (Olympus)

e Mikroskop BX 43 (Olympus) s kamerou U-CMAD3 (Olympus)
e Spektrofotometer PowerWave XS (BIO-TEK)

e Trepacia vodna lazen (Wisd)

e Vodna lazen TWS (Julabo)
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4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Pasazovanie buniek

Po odliati média, boli bunky 3x oplachnuté roztokom 1x PBS (asi 3 ml), nasledne
bolo pridanych 500 pl trypsinu a bunky spolu s trypsinom boli vlozené na zhruba 4 min
do inkubatoru. Po vytiahnuti kultiva¢nej nadoby s bunkami z inkubatoru bolo do nadoby
pridané médium tak aby sa zo steny kultiva¢nej nadoby uvolnili bunky. Tato bunkova
suspenzia bola premiestnena do ¢istej skimavky a bola zcentrifugovana na 23°C / 250 g
/'5 min. Po centrifugacii bol zliaty supernatant a bunky boli resuspendované v 2 — 3 ml
média. Do kultiva¢nej nadoby bolo napipetovanych 5 ml média a vratenych zhruba 20%

bunec¢nej suspenzie. Kultiva¢na nadoba s bunkami bola vlozena do inkubatoru.
4.4.2 Ovplyvnenie buniek cytotoxickymi latkami

Po spasazovani buniek boli bunky spocitané v Biirkerovej komorke a vysadené
po 6000 buniek do 96-jamkovej dosky. Bunky rastli 48 hod. Nasledne boli bunky
ovplyvnené cytotoxickymi latkami o zvolenych koncentraciach, konkrétne sa jednalo
5-fluorouracil (o koncentraciach 10 mM, 1 mM a0,1 mM), oxaliplatinu
(o koncentraciach 100 uM, 10 uM a 1 uM), zmesou tychto latok a doska bola vlozena
do inkubatora. Po troch diioch bol vykonany MTT test, do 96-jamkového panelu bolo
doplnenych 10 ul MTT, ktory pdsobil priblizne 4 hod. Po 4 hod bolo doplnenych 100 pl
10% SDS. Po 24 hod bola 96-jamkova doska s bunkami spektrofotometricky zmerana pri
vlnovej dizke 570 nm a bola vyhodnotena viabilita buniek.

4.4.3 Kultivacia multicelularnych sféroidov v ,,low-attachment* nadobach

Bunky boli vysadené po 500 000 buniek/ml do ,,low-attachment kultiva¢nej
nadoby (Corning low attachment surface flask (Sigma)) v DMEM médiu bez FBS.
Po troch hodinach bolo doplnené do média FBS tak aby jeho koncetracia bola 1%, bunky
boli inkubované pri 37 °C a 5% CO.. Po 24. hodinach bola navySend koncentracia FBS

na 10% a sféroidy boli kultivované d’alsich 5 dni v inkubatore.

4.4.4 Kultivacia multicelularnych sféroidov v jamkach s 1,5% agarézou a ich

ovplyvnenie cytotoxickymi latkami

Bola pripravena 1,5% agar6za v DMEM médiu bez suplementov, zmes bola nasledne
vyautoklavovana (110 °C). Za Géelom udrzania tepla bola flasa s agar6zou umiestnena

do polystyrénovej nadoby a pomocou opakovacej pipety bola agardza rozpipetovana
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po 50 ul do 96- jamkovej dosky. Po stuhnuti agar6zy na iiu bola napipetovana bunkova
suspenzia po 10 000 buniek. Doska bola obalena parafilmom a zcentrifugovana pri 22 °C
/ 151 g / 15 min. Po zcentrifugovani bol odstraneny parafilm a doska bola vlozena do
inkubatora, kde bola inkubovana 72 hod. pokym sa nevytvorili sféroidy. Nasledné boli
sféroidy ovplyvnené cytotoxickymi latkami 0 zvolenych koncentraciach, konkrétne sa
jednalo 5-fluorouracil (o koncentraciach 10 mM, 1 mM a 0,1 mM), oxaliplatinu
(o koncentraciach 100 uM, 10 uM a 1 uM) a zmesou tychto latok, doska bola vlozena

do inkubatoru. Po troch dioch boli sféroidy vyfotené a vyhodnotila sa ich vel'kost.
4.4.5 Disociacia tkaniv

Vzorky (tumor + kontrola) boli prenesené zo saly v 50ml plastovych skumavkach
s transportnym médiom (5% FBS, 2x konc. ATB) na l'ade. Transportné médium bolo
zliate a tkanivo bolo oplachnuté 1x PBS, nasledne bolo tkanivo prenesené na petriho
misku a pomocou skalpelu bol odstraneny tuk a krvné zrazeniny. Tkanivo bolo zvazené
arozkrajané pomocou skalpelu na ¢o najmejSie Casti, takto rozkrajana hmota bola
premiestena do sterilnej S0ml skiimavky a bolo k nej pridanych 8 ml disociacného média
(8 ml HBSS, 100 °C kolagenazy, 20 ul hyaluronidazy) na 1 g tkaniva, nasledne bola
zmes inkubovana v trepacej vodnej lazni pri 37 °C a140 rpm. Po 60 min. bola
prepitovana a vratena spiat do trepacej vodnej lazne, nasledne kazdych 15 min bol
kontrolovany stupeni rozkladu tkaniva (rozklad trva 1,5 — 2 hod.). Ked’ bola zmes
uz homogénna bolo pridanych 8,3 ul DNazy na 1 g tkaniva a zmes bola inkubovana
d’alsich 10 min. K rozlozenému tkanivu bolo pridané (v pomere 1:1) 1x PBS vychladené
na l'ade a zmes bola prepipetovana. Zmes bola prenesena do 50ml konickej skimavky
(alebo mensSej, v zavislosti na mnozstve vzorky) a zcentrifugovana pri 4 °C / 340 g /
5 min. Po zcentrifugovani bol odpipetovany supernatant a pelet bol resuspendovany
v 20 ml teplého kultivaéného média s 20% FBS. Suspenzia bola 2x prefiltrovana, najskor
cez 100 um, potom cez 70 um filter a nasledne zcentrifugovana pri 22 °C /340 g / 5 min.
Nasledne bola vykonana lyza erytrocytov, zmes bola resuspendovana v 10 ml 1x PBS,
bola doliata do 40 ml ddH2O, 3x Tahko premieSana prevracanim skimavky
a zcentrifugovana pri 22 °C / 340 g / 5 min. Pelet bol resuspendovany v médiu alebo
v 1x PBS aboli spocitané bunky pomocou Biirkerovej komorky, ktoré boli nasledne
vysadené po 100 000 buniek do matrigélu. Po stuhnuti matrigélu bolo doplnenyh 500 pl

média a bunky boli vlozené do inkubatoru.
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4.4.6 Pasazovanie organoidov

Po odsiati média boli bunky premyté 1x PBS, prenesené do 50ml skaimavky, bolo
k nim pridanych 1,5 ml dispazy a suspenzia bola doplnena na 6 ml bazalnym médiom
(DMEM/F12). Suspenzia bola uzatvorena na volno, tak aby mohli pradit plyny
a prenesena do inkubatora. Po 5. minatach bol kontrolovany obsah matrigélu prevracanim
skamavky, dispaza posobila pokym nezmizol matrigél. Nasledne bol pridany roztok
EDTA (0,5 M EDTA pipetovanych 100 pl / 10 ml) azmes bola zcentrifugovana
pri 300 g / 1 min. Nasledovalo odpipetovanie supernatantu, oplachnutie 1x PBS
a centrifugovanie pri 300 g / 1 min. Po odpipetovani supernatantu bolo pridanych 500 pl
trypsinu, ktory posobil priblizne 15 min za obc¢asného prepitovania. Nasledne bola zmes
zcentrifugovana pri 23 °C / 250 g / 2 min bol odliaty supernatant. Jednotlivé bunky boli
oplachnuté v 1x PBS, spoéitané v Biirkerovej komorke a rozdelené tak aby boli vysadené
po 100 000 buniek. Po spocitani boli bunky zcentrifugované pri 23 °C /73 g/ 2 min, bol
odliaty supernatant. Pelet buniek bol resuspendovany v matrigéle, tak aby sa nevytvorili
bublinky. Bunky boli vysadené po 100 000 po 50 ul, po stuhnuti matrigélu bolo
doplnenych 500 ul CRC média a bunky boli vloZené do inkubatoru rastli d’alSich zhruba

14 dni pokym sa nevytvorili organoidy.
4.4.7 Vytvaranie trombinovych zrazenim a ich fixacia vo formaline

Bunky boli zcentrifugované pri 23 °C / 72 g / 2 min bol odliaty supernatant
a bunky boli oplachnuté v PBS a znovu zcentrifugované. Po odpipetovani supernatantu
bol pelet presuspendovany v 224 ul citratu plazmy a prenieseny do 2 ml mikroskimavky.
K bunkam bolo pridanych 5,6 pl CaCl, (nemiesat) a 23 ul trombinu (nemiesat).
Po vytvoreni zrazeniny bola zrazenina pomocou $pachtle prenesena na buni¢inu a farbena

v eozine. Po farbeni bola zrazenina preniesena na tercik a zaliata formalinom.
4.4.8 Imunohistochemické farbenie parafinom fixovanych rezov tkaniva

Podlozné sklicka s parafinovymi tkanivovymi rezmi boli najskor odparafinované:
3x 6 min v xyléne, 5 min v 96% alkohole, 5 min v 80% alkohole, 5 min v 70% alkohole
a nakoniec oplach destilovanou H20. Nasledne boli sklicka so vzorkami prenesené do PT
Linku do pufru EnVision Flex Target Retrieval Solution High pH (1x) a sklicka boli
vlozené do pristroju PT Link (Flex systém) pri 97 °C / 20 min. Po vytiahnuti z automatu
boli sklicka vychladené v PT Linku. Vychladené sklicka boli premyté premyvacim

pufrom 3x 5 min, nasledne boli oznacené miesta s tkanivom na sklickach, kde bolo
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pridanych 100 pl peroxidase-blocking reagent a sklicka boli oplachované 3x po 5 min
Vv premyvacom pufri. Po oplachnuti bolo na vzorky pridanych 100 pl primérnej protilatky
(riedena 1:100), vzorky boli inkubované 20 min min pri izbovej teplote vo vihkej
komorke, po sklepani roztoku primarnych protilatok zo skli¢ok boli vzorky premyté
premyvacim pufrom 3x po 5 min. Nasledne bolo na vzorky pridanych 100 pl sekundarne;j
protilatky a vzorky boli inkubované 20 min pri izbovej teplote vo vlhkej komorke.
Po inkubacii boli vzorky premyté premyvacim pufrom 3x po 5 min. Po premyti
nasledovalo pridanie DAB (do DAB substratu bolo pridana 1 kvapka DAB chromogénu
a roztok bol zvortexovany) a 10 min inkubovanie pri izbovej teplote vo vlhkej komorke.
Nasledne boli vzorky premyté premyvacim pufrom po dobu 5 min, oplachnuté
pod teclicov vodou a farbené hematoxylinom. Po farbeni hematoxylinom boli vzorky
diferencované v ¢pavkovej vode a bolo skontrolované nafarbenie jadier v mikroskope.
Pred nalepenim krycieho skli¢ka boli vzorky odvodnené v: 96% alkohole 3 min, acetone
3 min, aceton-xyléne (pomer 1:1) 3 min, xyléne 3 min a pertexom bolo prilepené krycie
sklicko.
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5. VYSLEDKY

5.1Vyhodnotenie viability buniek v2D kultire po ovplyvneni
cytotoxickymi latkami

Bunkova linia HT-29 bola kultivovana po 6000 buniek v 96-jamkovych platniach
podla postupu 4.4.2. Bunky boli vystavené posobeniu cytotoxickych latok,
5-fluorouracilu o koncentraciach 10 mM, 1 mM a 0,1 mM; oxaliplatiny o koncentraciach
100 uM, 10 uM a 1 uM azmesi tychto dvoch latok o koncentraciach 10mM
5-fluorouracil + 100 pM oxaliplatina, ImM 5-fluorouracil + 10 puM oxaliplatina
a 0,1 mM 5-fluorouracil + 1 uM oxaliplatina. Po 3 diioch bola hodnotena viabilita buniek

vykonanim MTT testu a néslednym spektroskopickym meranim.

Zo ziskanych vysledkov viability bolo zistené, Ze najvacsiu cytotoxicitu na bunky
vykazuje zmes oboch pouzitych cytotoxickych latok. Pri najvyssej pouzitej koncentracii
vykazovali bunky 53% viabilitu, pri strednej koncentracii bola viabilita bunick 62%
a pri najnizsej koncentracii bola hodnota viability buniek 68% (obr. ¢. 5). Porovnatel'ne
na viabilitu buniek posobila aj samotna oxaliplatina, kedy viabilita buniek pri najvyssej
pouzitej koncentracii bola 54%, pri strednej koncentracii bola viabilita 69%
apri najnizSej koncentracii bola viabilita buniek 86% (obr. ¢. 6). Viabilita buniek,
ktoré boli vystavené pdsobeniu 5-fluorouracilu, vykazovala vys$Sie hodnoty, ktoré sa
napriek rozdielnym pouzitym koncentraciam od seba vel'mi nelisili. Pri najvyssej pouZitej
koncentracii bola viabilita buniek 68%, pri strednej bola viabilita buniek 68%

a pri najnizsej koncentracii bola viabilita buniek 67% (Obr. €. 7).
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Obr. ¢. 5: Hodnotenie viability HT-29 buniek v 2D kultare metodou MTT testu,
za posobenia zmesi cytotoxickych latok 5-fluorouracilu a oxaliplatiny. Experiment bol
opakovany Styrikrat a graf zobrazuje zosumarizované vysledky zo vsetkych opakovani.
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Obr. ¢. 6: Hodnotenie viability HT-29 buniek v 2D kultire metédou MTT testu,

za pOsobenia cytotoxickej latky oxaliplatiny. Experiment bol opakovany Styrikrat a graf

zobrazuje zosumarizované vysledky zo vsetkych opakovani.
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Obr. ¢. 7: Hodnotenie viability HT-29 buniek v 2D kultare metédou MTT testu,
za posobenia cytotoxickej latky S5-fluorouracilu. Experiment bol opakovany Styrikrat

a graf zobrazuje zosumarizované vysledky zo vSetkych opakovani.

5.2 Hodnotenie cytotoxicity na multicelularne sféroidy

Multicelularne sféroidy boli vytvorené z 10 000 HT-29 buniek v 96- jamkovej platni
s jamkami upravenymi 1,5% agardzou podla postupu 4.4.4. Po 72 hod. boli sféroidy
ovplyvnené cytotoxickymi latkami, 5-fluorouracilom o koncentraciach 10 mM, 1 mM
a 0,1 mM; oxaliplatinou o koncentraciach 100 uM, 10 uM a 1 pM a zmesou tychto dvoch
latok o koncentraciach 10mM 5-fluorouracil + 100 uM oxaliplatina, 1mM 5-fluorouracil
+ 10 uM oxaliplatina a 0,1 mM 5-fluorouracil + 1 uM oxaliplatina. Po 3 dnoch boli
sféroidy vyfotené pomocou mikroskopu s kamerou za pouzitia softvéru cellSense Entry.

Velkost sféroidov bola hodnotena pomouc softvéru Imagel.

Posobenim cytotoxickych latok na sféroidy priSlo k naruseniu ich integrity,
na okrajoch sa zacinali rozpadat’, zmensovala sa ich velkost’ (Obr. ¢. 8). P6sobenim zmesi
5-fluorouracilu a oxaliplatiny s najvyssimi koncentraciami prislo k zmeseniu sféroidov
na 72% oproti kontrolnej vzorke, ich velkost bola 729 um. Velkost kontrolnej vzorky
bola 1018 um. Posobenim zmesi 5-fluorouracilu a oxaliplatiny so strednou koncentraciou
nastalo zmenSenie sféroidov na 75% oproti kontrolnej vzorke, velkost bola 766 pm,
pri najnizSej koncentracii nastalo zmenSenie sféroidov na 92% pdvodnej hodnoty,
velkost bola 933 um. Posobenim oxaliplatiny o najvySSej koncentracii prislo
ku zmenseniu na 75% oproti kontrolnej vzorke, vel'kost bola 765 pm. VVplyvom strednej

koncentracie sa sferoidy zmensili na 91% oproti kontrolnej vzorke, vel’kost’ bola 933 pm.
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Pri najnizsej koncentracii nastalo zmensenie na 96% oproti kontrolnej vzorke, vel’kost’
bola 978 pum. Vplyvom najvysSej koncentracie S-fluorouracilu nastalo zmenSenie
sféroidov na 84% oproti kontrolnej vzorke, velkost bola 858 um, pri strednej
koncentracii nastalo zmeSenie na 91% oproti kontrolnej vzorke, velkost bola 928 pm
a pri najnizsej koncentracii nastalo zmensenie na 92% oproti kontrolnej vzorke, vel'kost

bola 940 um (Obr. ¢. 9).

5-FU Kontrola

i

Oxaliplatina

Obr. &. 8: Vplyv cytotoxickych latok na multicelularne sféroidy, v poslednom stipci
je zobrazena kontrola a v riadkoch je zobrazeny vplyv cytostatik, kde zl'ava do prava
klesa koncentracia. V poslednom riadku je zobrazeny vplyv zmesi oboch pouzitych latok
v koncentraciach: 10mM 5-FU + 100 uM oxaliplatina, ImM 5-FU + 10 pM oxaliplatina
a 0,1 mM 5-FU + 1 uM oxaliplatina. Vplyv cytostatik na sféroidy bol dokumentovany
pomocou pomocou mikroskopu (Leika) s kamerou DP73 (Olympus) s pouzitim softvéru

cellSens Entry pri 100x zvacseni.
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Obr. ¢. 9: Hodnotenie zmeny velkosti multicelularnych sféroidov bunkovej linie HT-29
vplyvom cytotoxickych latok 5-fluorouracilu, oxaliplatiny a ich zmesi. Experiment bol
vykonany raz, sféroidy boli v 6 replikatoch, avSak v grafe st uvedné vysledky z jedného

replikatu, pretoze zvysné replikaty boli zaliate do parafinu.

5.3 Formalinova fixacia sféroidov a zaliatie do parafinu

pre imunohistochemicku analyzu

Prenesenie cytotoxicky ovplyvnenych sféroidov z 96 jamkovej platne na tercik
kazety pre pripravu parafinového bloku bolo netspe$né. Neuspech mohol byt
zapri¢ineny naruSenou stabilitou sféroidov vplyvom cytotoxickych latok. Tento
experiment bude v buducnosti opakovany, s cielom nafarbit’ na sféroidoch znaky
proliferacie (Ki-67) a apoptozy (cPARP) pre lepsie zhodnotenie cytotoxického ucinku
pouzitych latok. Prenos takychto sféroidov planujeme uskutocnit’ pomocou zaliata
sféroidov do agardzy priamo v 96 jamkovej doske, z ktorej budu vylapnuté a vlozené

na tercik.

Bunky HT-29 boli kultivované aj vo vacésich 3D sféroidoch v ,,low-attachment®
kultiva¢nych nadobach (Obr. ¢ 10A) pre optimalizdciu pripravy rezov
pre imunohistochemicki analyzu. Sféroidy kultivované podla postupu 4.4.3
boli nasledne prenesené na tercik kazety pre pripravu parafinového bloku. Prenesenie
sféroidov na terc¢ik (Obr. ¢. 10B) bolo uskutocnené tromi spdsobmi: (A) najvécsie
sféroidy boli vybraté pomocou laboratornej lyzicky priamo z,low attachment
kultiva¢nej nadoby. (B) bol vytvoreny pelet centrifugéciou sféroidov. (C) sféroidy boli

imobilizované v trombilnove] zrazenine vytvorenej podla postupu 4.4.7. Sféroidy
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Vv kazete boli fixované vo formaline a zaliate do parafinu. Rezy tenké 5 pum boli
histochemicky farbené hematoxylinom  (Obr. ¢. 11) a potom aj imunohistochemicky
s protilatkami proti CK20 a CDX2 proteinom (Obr. ¢. 12).

Obr. ¢. 10: Pomocky pre kultivaciu 3D modelov a ich zaliate do parafinu (A) ,,low
attachment  kultivaéna nadoba na  kultivaciu  sféroidov  (prevzaté  z:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/) (B) ter¢ik s eozinom zafarbenou

trombinovou zrazeninou.

Obr. ¢. 11: Hematoxylinom vizualizované multicelularne sféroidy, ktoré boli prenesené
na ter¢ik tromi spdsobmi. (A) najvicsie sféroidy boli vybraté pomocou laboratornej
lyzi¢ky priamo z,low attachment* kultivaénej nadoby. (B) bol vytvoreny pelet
centrifugaciou sféroidov. (C) sféroidy boli imobilizované v trombinovej zrazenine
vytvorenej podla postupu 4.4.7. Sféroidy v kazete boli fixované vo formaline a zaliate
do parafinu. Snimky su fotené pri 100x zvac¢Seni pomocou mikroskopom BX43

(Olympus) s kamerou U-CMAD3 (Olympus) s pouzitim softvéru cellSens Dimension.

Snimky hematoxylinom farbenych multicelularnych sféroidov (Obr. ¢. 11)
preukazuju, ze nie je rozdiel v sposobe prenosu. Nie je teda potrebné sféroidy predom
imobilizovat’ pomocou trombinovej zrazeniny aby bunky zostali stabilné pocas procesu

zaliatia do parafinu. Snimky imunohistochemického farbenia sféroidov protilatkami
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proti CDX2 aCK20 proteinom vykazuju pozitivitu u oboch pouzitych protilatok
(Obr. €. 12).

Trombinou zrazeninou

Priamy prenos

Obr. ¢. 12: Imunohistochemickd analyza parafinom fixovanych rezov sféroidov
farbenych protilatkami CK20 a CDX2. Horna dvojica obrazkov predstavuje sféroidy
zaliate do parafinu formou trombinovej zrazeniny. Dolna dvojica obrazkov predstavuje
sféroidy, ktoré boli prenesené na tercik kazety pre zaliatie do parafinu priamo z ,,low
attachmnet kultivacnej nadoby. Dvojica obrazkov vlavo si sféroidy farbené
protilatkami proti CDX2 proteinom. Dvojica obrazkov vpravo su sféroidy farbené
protilatkami proti CK20 proteinom. Snimky st fotené pri 10x zvacSeni mikroskopom
BX43 (Olympus) s kamerou U-CMAD3 (Olympus) s pouzitim softvéru cellSens
Dimension.

5.4 Imunohistochemicka analyza organoidov a tkaniv

Imunohistochemicky analyzované boli organoidy odvodené od pacientskych
nadorov, ktoré boli kultivované v matrigéli (Obr. ¢. 13) spolu so Specifickym CRC
médiom a pasazované podla postupu 4.4.6 (tato kultivacia bola vykonavana v spolupraci
s Mgr. Levkovou, ktora je zodpovedna za tkanivovi biobanku na Ustave klinickej
a molekularnej patologie LF UP). Organoidy boli nasledne zaliate do parafinu v podobe
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trombinovych zrazenin podla postupu 4.4.7. Spolu s organoidmi boli farbené i tkanivové
rezy povodnej pacientskej vzorky. Proces imunohistochemického farbenia bol vykonany
podla postupu 4.4.8. Na samotné imunohistochemické farbenie boli zvolené protilatky
proti CK20 a CDX2 proteinom, ktoré su Specifické pre bunky nadorov hrubého éreva.
Tkanivové rezy pochadzajuce z povodného tkaniva pacienta vykazovali pozitivitu
u oboch pouzitych protilatok (Obr. ¢. 14), pricom CDX2 (sustredeny v bunkovych
jadrach) bol intenzivnejsie a homogénnejsie zafarbeny, narozdiel od CK20 (ststredeny
skor v cytoplazme buniek), ktory bol pritomny iba v niektorych bunkach. Farbenie CDX2

bolo pritomné aj vo vSetkych bunkach normalného tkaniva aj pri 3D kultivacii.

Obr. ¢. 13: Organoidy odvodené od pacientov kultivované v matrigéli, fotené pri 100x
zvacSeni pomocou mikroskopu (Leika) s kamerou DP73 (Olympus) s pouzitim softvéru
cellSens Entry.
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Nadorové tkanivo

Organoidy

Obr. ¢. 14: Imunohistochemicka analyza formalin-fixovanych rezov tkaniv a organoidov.

Horna dvojica snimkov zobrazuje imunohistochemicky farbené zdravé tkanivo a dvojica
snimkov V strede zobrazuje imunohistochemicky farbené rezy nadorového tkaniva.
Dolna dvojica snimkov zobrazuje imunohistochemicky farbené rezy organoidov.
Na dvojici snimkov vlavo je farbeny protein CDX2 ana dvojici snimkov vpravo je
farbeny protein CK20. Snimky su fotené pri 200x zvdcSeni mikroskopom BX43
(Olympus) s kamerou U-CMAD3 (Olympus) s pouzitim softvéru cellSens Dimension.
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6 DISKUSIA

Nase vysledky hodnotenia vplyvu cytotoxicity na monokultaru HT-29 ukazuja,
ze najvacsi ucinok na bunky vykazovala zmes oboch pouzitych cytostatik
(5-fluorouracilu v kombinacii s oxaliplatinou). Bunky ovplyvnené samotnym
5-fluorouracilom vykazovali niz$iu citlivost’ nez bolo v pripade oxaliplatiny. Virgone-
Carlotta a kol. (2017) vo svojej stadii uvadzaji rovnako zniZenu citlivost’ na 5-FU
pre bunkovu liniu HT-29 v porovnani s bunkovymi liniami HTC116 a SW48, taktiez
odvodenymi od CRC. Dalej uvadzaji, e tato rezistencia moze byt spdsobena
kohezivnymi vlastnostami buniek HT-29. V préci sa taktiez uvadza, ze 3D kultury
vykazujt vaésiu rezistenciu vo¢i 5-FU v porovnani s 2D Kkultarami pri vSetkych pouZzitych
bunkovych linidch. Rovnako zvySena rezistencia voci chemoterapeutickym latkam v 3D
kultarach bola potvrdena v praci Galateanu a kol. (2016). V tejto praci porovnavali vplyv
5-FU, kyseliny folinovej a oxaliplatiny na 2D kultaru bunkovej linie HT-29 a 3D
sféroidy. Ich tidaje preukazali, Ze v 3D kulttre boli potrebné ovela vysSie koncentracie
na usmrtenie polovice bunkovej populacie v porovnani s 2D kultivaénymi modelmi.
V nasej praci bol vplyv cytostatik ~ na 2D kultiry hodnoteny viabilitou buniek zatial’ ¢o
3D kultary boli vyhodnotené zmensenim velkosti sféroidov oproti kontrolnej vzorke.
Presné porovnanie 2D a 3D kultiry teda nie je mozné vyhodnotit’, avsak kombinacia
najvyssich koncentracii cytostatik sposobila iba 28% pokles verkosti sféroidov, ale 47%
pokles viability adherentnych buniek. Hoffmann akol. (2015) vo svojej praci
prostrednictvom metabolickej aktivity analyzovali sféroidy odvodené od CRC s cielom
vyhodnotenia ich odpovede na 5-FU v kombinacii s oxaliplatinou alebo irinotekanom.
Zistili, Ze sféroidy bunkovej linie Caco-2 st citlivé na obe kombinacie Standardnych
chemoterapeutickych latok, pricom vyssiu citlivost’ vykazuju na 5-FU s oxaliplatinou.
Sféroidy bunkovej linie DLD-1 a COLO 205 boli identifikované ako Ciasto¢ne citlivé,
zatial’ ¢o sféroidy bunkovej linie HT-29 a HCT-116 boli chemorezistentné vo¢i obom
zmesiam latok. Prihodnoteni cytotoxicity na multicelularne sféroidy HT-29, sledovanim
zmenSenia velkosti anaruSenia integrity okrajov, sme uUplni chemorezistenciu
nepotvrdili. Vzhl'adom na nejednoznacnost’ chemorezistencie bunkovej linie HT-29 voci
sledovanym cytotoxickym latkam, budeme experiment opakovat spolu s hodnotenim
proliferacie a apoptézy pomocou imunohistochemického farbenia sféroidov zaliatych

do parafinu.
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Naprieck tomu, ze 3D bunkové kultury vykazuji vysSiu rezistenciu
na chemoterapeutické latky oproti 2D bunkovym kultiram, mozu presnejsie predpovedat’
pozadovanu davku lie¢iva u pacientov. Zang a kol. (2016) v praci preukazali, Ze pouzitie
5-FU ma vysSiu ucinnost’ pri usmrtovani rakovinovych buniek hrubého creva v 3D
mnohobunkovych modeloch ako gemcitabin. Co suhlasi aj s klinickymi vysledkami
ukazujucimi nizku ucinnost’ gemcitabinu oproti 5-FU Vv lie¢be rakoviny hrubého Creva.
Naproti tomu bunky HT-29 v 2D kultire nespravne naznacovali, Ze gemcitabin je
ucinnej$i v lieCbe rakoviny hrubého ¢reva ako 5-FU. Podobnost’ progresie bunkového
cyklu v 3D kultarach s Tudskym tkanivom bola v praci Zang a kol. (2016) dokazana
imunohistochemickym farbenim biomarkerov Ki-67 (antigén pritomny v proliferujucich
bunkach) a p27KP! (inhibitor cyklin-dependentnych kinaz, ktory moze indukovat
zastavenie rastu, diferencidciu a apoptozu). Imunohistochemicka analyza tychto znakov
v 3D kultarach potvrdzuje, Ze sféroidy nepozostavaju iba z proliferujucich buniek,

ale i z quiescentnych buniek, podobné ako je to i v in vivo nadoroch.

Definicia organoidov a sféroidov je v literatiire nejednoznacnd. V naSej praci su ako
organoidy povazované 3D bunkové kultiry odvodené od pacientskych vzoriek
a kultivované v matrici (napr. Matrigél), zatial' ¢o sféroidy su 3D kultary odvodené
od imortalizovanych bunkovych linii (HT-29) a kultivované volne Vv médiu
Vv Specifickych nadobach, modifikovanych tak, aby sa zabrénilo prisadnutiu buniek
na povrch. Pre lepSie zhodnotenie 3D modelov je vhodné ich zaliatie do parafinu, ktoré
umoziuje imunohistochemicku analyzu vybranych proteinov, ako aj sledovat’ vzajomné
interakcie medzi bunkami. Tieto vzorky mozu byt’ veI'mi malé, a preto sme pouZili tzv.
ter¢ikové kazety, ktoré su v patologickej praxi vyuZzivané pre zaliatie minimalnych
tkanivovych vzoriek. Priprava rezov je nasledne efektivna, pretoZe vzorka je pritomna
iba v tizkej oblasti parafinového bloku. Pre lepsiu orientaciu pri krajani na mikrotome je
vzorka pred zaliatim zafarbena eozinom. V nasej praci sme porovnali tri sposoby prenosu
multicelularnych sféroidov: (A) najvacsie sféroidy boli vybraté pomocou laboratornej
lyzicky priamo z,low attachment* kultivacnej nadoby, (B) bol vytvoreny pelet
centrifugaciou sféroidov, (C) sféroidy boli imobilizované v trombilnovej zrazenine
na ter¢ik kazety pre pripravu parafinového bloku. Histochemické farbenie bolo
porovnatel'né a bunky teda nie je potrebné predom imobilizovat’ v trombinovej zrazenine.
Imunohistochemickym farbenim CK20 a CDX2 biomarkerov sme preukézali, ze sféroidy

vykazuju vlastnosti kolonového tkaniva.
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Avsak pri porovnani zafarbenych vzoriek sféroidov a organoidov odvodenych
z pacientskych tkaniv je vidiet, ze v parafinovych blockoch organoidov je nizsi pocet
bunieck. To mohlo byt zapri¢inené pouzitou technikou =zaliatia organoidov
do parafinovych blokov. Tato technika pozostava z prvotného natravenia matrigélu
prostrednictvom dispdzy, ¢o mohlo viest’ k naruSeniu Struktur organoidov. Tuto techniku
je mozné zdokonalit’ zaliatim celych organoidov do parafinu vratane matrice, ¢o by mohlo
poskytnit’ imunohistochemické snimky s va¢sim poctom buniek. I napriek menSiemu
po¢tu buniek v parafinovych rezoch organoidov sme pozorovali pozitivitu u oboch
sledovanych biomarkeroch, ¢im moézeme potvrdit zachovanie vlastnosti povodného
kolonového tkaniva v kultare. Homogénne farbenie bolo pozorované predovsetkym
pre protein CDX2. Schopnost’ zachovania vlastnosti kolénového tkaniva u organoidov
odvodenych od pacientov potvrdili v praci Engel a kol. (2020), kde porovnavali expresiu
CDX2 v primarnom nadore aorganoidoch odvodenych od primarnych nadorov
nuklearnym farbenim. Pozorovali pozitivitu u CDX2 u vSetkych primarnych nadoroch
rovnako ako i u organoidoch, ¢im potvrdili, Ze sa v kultire udrzuje pévod ¢revnych
adenokarcinomov. Rovnako zachovanie vlastnosti povodného tkaniva potvrdili i Yao
a kol. (2020) analyzou expresie Ki-67, CDX2, B-katenin, CK20 a pan-cytokeratininov.
Pre vyber uc¢innej terapie v ramci personalizovanej mediciny bude potrebné otestovat
pacientské organoidy aj na pritomnost nadorovych markerov. Organoidy si musia

zachovat’ rovnaky geneticky aj expresny profil ako nadorové tkanivo.

Ziskané vysledky naznacuju, ze v porovnani so standardnou 2D kultivaciou su 3D
modely vhodnejSie pre Stadium bunkovej odpovede na chemoterapeutické latky.
Komplexnejs$i obraz buniek v primarnych nddoroch poskytuju organoidy odvodené
od pacientov, ¢im sa stavaju relevantnej$imi in vitro modelmi pre $tiidium heterogenity
bunkovej populacie. Tieto 3D modely moZzu byt vyuZité pre testovanie novych
protinadorovych lie¢iv, ako aj pre vyber vhodnej terapie pacientov s pokrocilym

ochorenim.
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7 ZAVER

Bakalarska praca sa zaoberala porovnanim 2D a 3D kultivacii bunkovych modelov
kolorektdlnemu karcinomu ako aj analyzou pacientskych vzoriek v ramci
personalizovanej mediciny. V praci sme sa bliz§ie venovali i organoidom odvodenych

od pacientskych vzoriek a ich moznému prinosu v personalizovanej medicine.

Prvym z ciel'ov bolo spracovanie literarnej reserSe Studovanej témy, kde sme sa
zaoberali metddami pouzitelnymi V ramci personalizovanej mediciny. BlizSie sme sa
zamerali na imunohistochemické metddy, ktoré sme pouzivali v praktickej casti. V d’alsej
Casti literarneho prehl'adu sme sa venovali problematike kolorektalneho karcinomu, jeho
diagnostike a lieCbe, ktora napriek neustalemu pokroku nie je dostacujica. V poslednom
rade spracovania literaneho prehl'adu sme sa venovali sposobom kultivacie buniek, najma
konvenénym 2D bunkovym kultiram v porovnani s 3D modelmi. V ramci tejto kapitoly
sme sa venovali i problematike organoidov, ktoré by mohli byt chybajicou cast'ou
in vitro kultiva¢nych modelov pre §tidium chordb ako aj pre vyber vhodnej terapie

pre jednotlivych pacientov.

V praktickej Casti sme sa V prvej fazy venovali kultivacii 2D a 3D bunkovych kultar
odvodenych od kolorektalneho karcinomu. Konkrétne sme pracovali s bunkovou liniou
HT-29 a chemoterapetickymi latkami, bezne pouzivanymi pri liecbe kolorektalneho
karcinomu. Tieto bunky boli v2D kultare ovplyvnené 5-fluorouracilom
(0 koncentraciach 10 mM, 1 mM a 0,01 mM), oxaliplatinov (o koncentraciach 100 uM,
10 uM a1 pM) aich zmesou. Dalej sme sa zamerali na vytvaranie multicelularnych
sféroidov z buniek linie HT-29. Sféroidy boli kultivované v 96-jamkovej doske, ktorej
povrch bol oSetreny agardzou. Tieto sféroidy boli nasledne vystavené cytotoxickému
ucinku chemoterapeutik 5-fluorouracilu, oxaliplatiny aich zmesou o rovnakych
koncentraciach ako boli pouzité pri 2D kultarach. Na vytvorenie 3D kultar sféroidov boli
taktieZ pouzité ,,low attachment™ nadoby s prispdsobenym povrchom, aby sa zabranilo
bunkdm sadnut’ na dno kultiva¢nej nddoby. Takto kultivované sféroidy boli pouzitim
roznych sposobov prenasané na terCik kazety pre zaliate do parafinu. Najskor boli
parafinové rezy sféroidov farbené hematoxylinom pre hodnotenie metéd prenosu
sféroidov na ter¢ik a nasledne boli imunohistochemicky sledované proteiny CK20

a CDX2, markery kolonového nadorového tkaniva.
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Dalsim cielom bola disociacia tkaniv a kultivacia organoidov v Matrigéli (tento
bod praktickej Casti bol vykonany v spolupraci s Mgr. Levkovou, ktora je zodpovedna
za tkanivovu biobanku na Ustave klinickej a molekularnej patolégie LF UP). Organoidy
boli nasledne zaliecte do parafinu a spolu s pdvodnym pacientskym tkanivom boli

imunohistochemicky sledované biomarkery CK20 a CDX2.

Vysledky naSich experimentov potvrdili, ze v 3D kulturach su zachované
vlastnosti pdvodného kolonového tkaniva. Hoci bol potvrdeny vyznam 3D kultar v $tudiu
protinadorovych lickov, pre vyber liecby pre daného pacienta, bude vhodné
v organoidoch overit’ expresiu alebo mutacie nadorovych markerov aby bolo potvrdené

zachovanie genetického profilu primarneho nadoru.
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