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ABSTRAKT

Karcinom pankreatu je solidni, zhoubny nador s velice nepfiznivou
progndézou. V Ceské republice se nachazi na druhém misté s incidenci 19/100 000
obyvatel za rok. Jde o onemocnéni, které je zfidkakdy vylécitelné. Diky odbéru
nadorovych bunék z resekovanych nador( pacientd je moznost kultivovat
trojrozmérné nadorové organoidové kultury, které mohou simulovat piné
spektrum pacientova tumoru. Diky organoidiim se mliZze vyznamné usnadnit prace
pri potvrzovani ¢i vyvraceni aktualnich poznatk( o mechanismech patogeneze, a
taktéZ maji podstatnou roli pfi vyvoji novych léka, vakcin ¢i jinych terapeutickych
prostredkll. Tato prace si ve své praktické ¢asti klade za cil Uspésné zvladnuti
kultivace primarnich kultur nadorovych bunék karcinomu pankreatu, které mohou
v budoucnu hrat vyznamnou roli pfi specifické protinddorové lécbé a pfi testovani

potencionalnich terapeutickych cild.

KLICOVA SLOVA:

Pankreas, nador, primokultury, organoidy, kultivace, Afamin, Wnt-draha



ABSTRACT

TITLE: The cultivation of primary lines of pancreatic carcinoma
AUTHOR: Bc. Aneta Kridvova
DEPARTMENT: Laborator Ristovych Regulatort

SUPERVISOR: prof., MUDr. Jiti Ehrmann, Ph.D.

Pancreatic cancer is a malignant tumor with a very unfavourable prognosis.
In the Czech Repubilic, it is in second place with an incidence of 19 / 100,000
inhabitants per year. It is a disease that is rarely curable. Thanks to the sampling of
tumor cells from resected patients' tumors, it is possible to cultivate three-
dimensional tumor organoid cultures that can simulate the full spectrum of a
patient's tumor. Thanks to organoids, we can confirm or refute the current
knowledge about the mechanisms of pathogenesis which can be significantly
helpful. They can also play an essential role in the development of new drugs,
vaccines or other therapeutic agents. In its practical part, this work aims to
successfully master the cultivation of primary lines of pancreatic cancer cells,
which may play an important role in future specific anticancer treatment and

testing of potential therapeutic targets.

KEY WORDS: Pancreas, tumor, primary lines, organoids, cultivation, Afamin,

Whnt signal pathway



1 UvOoD
1.1 Nadorové onemocnéni

Nadory jsou onemocnéni, ktera jsou zde pritomna jiz nékolik milion( let. O
tom se mUzZeme presvédcit diky technologiim, jez byly schopny odhalit zmény
souvisejici se vznikem nadorového bujeni ve zbytcich kostry dinosaura. Nador je
geneticky podminény uUtvar, typicky svou klonalni proliferaci, ktera se vymknula
kontrole. Nadory mizeme rozdélit na zakladé jejich biologického chovani benigni,
intermediarni a maligni (Povysil et al, 2001). Nékteré typy malignich nador( se

vyskytuji ¢asto, jiné mohou naopak byt velmi vzacné.

Benigni neboli nezhoubné nadory jsou typické pomérné pomalym a
expanzivnim rlstem, pficemz stlacuji okolni tkané bez jejich podstatnéjsiho
poruseni. Definuji se homologni stavbou. Nadorovy parenchym je podobny tkani,
ve které vznikl. Tvofi pouzdro, které se vyviji z vlastniho nadorového stromatu,
nebo tlakem atrofované okolni tkané. Diky tomuto pouzdru mohou byt pomérné
snadno chirurgicky odstranény z organismu. Nezhoubné nadory nemetastazuji

(Povysil et al., 2001).

Intermediarni neboli semimaligni nddory maji bunécny charakter zhoubného

nadoru, avSak rostou vyrazné pomaleji a netvofi metastazy (www.linkos.cz).

Maligni nadory jsou chorobnym stavem, ktery je charakterizovan
nekoordinovanym ristem abnormalnich bunék a jejich naslednym Sifenim do
ostatnich tkani, do mizniho a krevniho systému, a nakonec postizenim vzddalenych
organll — metastazovanim. Rlst téchto abnormalnich bunék probiha autonomné,
bez zasah( a regulace organismu, a déje se tak na Ukor energetickych a nutri¢nich

potifeb jeho normdlnich bunék (Konopdsek, Petruzelka 2003).

1.2 Vznik nadorového onemocnéni

1.2.1 Molekularni mechanismy vzniku nadorové premény

Z hlediska molekularni onkologie jsou dllezité predevsim geny kédujici

proteiny zucastnéné v regulacnich pochodech udrzujicich tkdnovou homeostazu.


http://www.linkos.cz/

Geny, které v pripadé poskozeni vedou k vzniku nadorové transformace muizeme
rozdélit do 3 skupin. Kromé onkogenu (protoonkogen() jde také o tumor

supresorové geny (antionkogeny) a geny, které reguluji apoptdzu.

Protoonkogeny se nachdzeji v genomové DNA a jejich fyziologickou ulohou je
zejména regulace bunécné proliferace. Za normalnich okolnosti tyto geny nemaji
bezprostfedni vztah ke vzniku nadorového procesu. K rozvoji nddorového klonu
dochazi az poté, co tyto geny mutuji nebo jsou jinym zplsobem aktivovany
v nevhodnou dobu a vznikd promitoticky signal. U protoonkogent staci pro vznik
aktivniho onkogenu mutace jen v jedné alele z celkového poctu dvou, a onkogen je
schopen nadorové transformace. Takovy genotypovy projev onkogenl je

oznacovan jako dominantni.

Opacnou roli hraji nadorové supresory, jejichz produkty jsou negativni
regulatory bunécného déleni a inhibuji nadorovou transformaci. Mdze vsak dojit

k jejich inaktivaci, a to v pfipadé Ze jsou vyrazeny jejich obé funkéni alely.

Na rlistu nadorovych bunék maji velky podil také burnky, které ¢aste¢né nebo
Uplné ztratily schopnost sebedestrukce neboli apoptdzy/programované bunécéné

smrti a nyni dochazi k jejich nekontrolovatelné proliferaci.

Mimo tyto zminéné tfi skupiny gen(, které reguluji vznik a zanik bunék, maji
dllezitou roli v procesu kancerogeneze také reparacni geny. Jde o geny, které maji
schopnost opravovat zmény v poskozené DNA. Jejich selhdani umozniuje rozvoj
aberaci DNA zodpovédnych za vznik nddorovych heterogennich bunécnych
populaci. Nddorova transformace predpoklada nevratnou ztratu kontroly nad
bunéénym délenim na zakladé opakovanych poskozeni klicovych gen( pfi selhani

DNA reparacnich mechanismU (Petruzelka, Konopdsek 2003).

1.3 Kancerogenni faktory

Kancerogenni faktory jsou faktory zevniho prostredi, které se podileji na
vzniku zhoubnych nadord. Jde o latku nebo faktor, ktery vyvolava nebo vyznamné
zvysuje riziko zhoubného bujeni a schopnost vyvolat zmény v DNA — mutace.

Zhoubné nadory jsou vysledkem nékolika po sobé jdoucich mutaci a cely proces je



vicestupnovy. Dale do skupiny kancerogennich faktord mlizeme zaradit
kokarcinogeny, tzv. promotory, které schopnost vyvolavat zmény v genetické
informaci DNA nemaji, avSak jsou schopny prohlubovat jiz existujici genetické
zmény a zrychlit priibéh vzniku nadoru. Na rozvoji nadorového onemocnéni se
muze podilet celd rfada faktord zevniho prostredi. Tyto faktory mizeme rozdélit dle
jejich vlastnosti na fyzikalni, chemické a biologické. Dle odhad{i, by snizeni
expozice karcinogennim faktorim vedlo az 33 % poklesu Umrti na nadory

(Petruzelka, Konopasek 2003).

1.3.1 Fyzikalni kancerogeny

Mezi nejvyznamnéjsi fyzikalni faktory patti predevsim ionizujici zareni a
ultrafialové zareni (Klener, 2002). Vliv ionizujiciho zareni byl prokazan po objeveni
rentgenovych paprskd, predevsim diky zvySenému narudstu leukémii a koznich
nadoru. Zvyseny pocet leukémii byl zjistén také u lidi, kteri byli delsi dobu
ozafovani. Pomérné nedavnym piikladem maze byt havarie Cernobylské jaderné
elektrarny (1986). Kancerogenni Ucinky ma také UV zareni. Zde vsak hraje
podstatnou roli vinova délka, kterd urcuje intenzitu kancerogennich ucinkd. Mezi
zareni s nejslabsimi ucinky patfi UVA. VIinova délka UVA je 320 — 400nm a je dana
tvorbou kyslikovych radikald. PoSkozeni DNA UVA zarenim je druhotné. Oproti
tomu UVB s vinovou délkou 290 — 320nm a UVC s vinovou délkou 240 — 290 nm
ma schopnost pfimo poskozovat DNA. Dlsledkem je vznik bodovych mutaci. Ty
mohou aktivovat vybrané onkogeny a alterovat supresorové geny. M(ze také
negativné ovliviiovat nddorovou imunitu (Klener, 2002). Bylo prokazano, ze
nékterd spektra ultrafialového zareni jsou zodpovédna pfi dlouhodobé i
kratkodobé expozici za vznik rliznych koznich malignit a pigmentovych nadort —

melanom( (Petruzelka, Konopasek, 2003.)

Mechanismus ucinku vychazi z pfenosu energie ionizaci atomU a molekul, véetné
podrazdéni nukleotidovych bazi v DNA, coZz ma za ndasledek pfimé poskozeni
(Klener, 2002). Nejcastéji je toto poskozeni ve formé chromozomalnich zlomq,

pfipadné muze dochdzet k ionizaci, coz ve vodném prostredi buriky znamena



vytvoreni hydroxylovych a vodikovych radikal(, které nasledné mohou vyvolat

neprimé poskozeni — mutace, zlomy (Petruzelka, Konopasek, 2003).

1.3.2 Chemické kancerogeny

Kancerogenni ucinky chemickych latek byly popsany jiz v 18. stoleti
chirurgem P. Pottem, ktery si vSiml zvySeného vyskytu karcinomu varlat u
kominikd, ktefi byli vystaveni ptisobeni koufovych zplodin (Petruzelka, Konopasek,
2003.) Dnes existuje vice nez pUl milionu chemickych latek tvoficich soucast
Zivotniho prostredi a asi u osmi set z nich byl prokdzan karcinogenni ucinek

(Koutecky, 1989).

Ke karcinogenim zevniho prostredi zarfazujeme predevsim tézké kovy, arsen
a polycyklické aromatické uhlovodiky. Pravé polycyklické aromatické uhlovodiky
Nachazeji se predevsim v tabakovém koufi, dehtu, vyfukovych plynech, priimyslu

ale i napfiklad v uzeninach (Klener, 2002).

Neméné vyznamné jsou i nitrosaminy, které jsou obsazené v uzenych a
smazenych potravinach (Petruzelka, Konopasek, 2003). Kromé pfimého vstupu do
organismu je zdsadni predevsim jejich sekundarni tvorba. V Zaludecni $tavé se
uvoliuje z dusitanu sodného kyselina dusita a ta reaguje se sekundarnimi aminy
v potravé. Vysledkem této reakce jsou pravé nitrosaminy. Z této skupiny je
vyznamna predevsim nitrosomethylurea, ktera zpusobuje nadory traviciho Ustroji
u zvifat. Chemickou obménou poté vznikaji nddory i v jinych tkanich a orgdnech

(Koutecky, 1989).

Alifatické karcinogeny jsou skupinou, z niz nejvyznamnéjsi yperit a jeho
derivaty, uretan, vinylchlorid, DDT, jsou také schopny vyvolat nadory rizného
druhu (Koutecky, 1989). Kancerogenni uc¢inek ma i cela rada prvkd, které jsou
soucdsti anorganickych latek — Cd, Be, Ni, Cr, Co. Plsobeni Ni a Cr se uplatiuje
predevsim pfiinhalaci prachu. Prikladem muze byt zpracovani rud, ¢i dalSich

pracovnich ukonech (Koutecky, 1989).



Podstatné je vSak zminit, Ze zatimco u zvitat byl karcinogenni ucinek vyse
zminénych latek ovéren, u ¢lovéka existuji pouze nepfimé dikazy vychazejici
z rliznych epidemiologickych studii (Petruzelka, Konopdsek 2003.) Lidsky
organismus obsahuje fadu reparacnich mechanismu, které jsou schopny do urcité
miry poskozeni opravit. Disledkem oslabeni téchto mechanism, pfipadé kumulaci
genetickych zmén muze tedy dochazet k projevim chemickych karcinogend.
Nasledné projevy u pacientll se mohou lisit, dlsledkem odlisSné doby latence mezi
vlivem karcinogenu a vznikem nadorového bujeni. Existuje také rada endogennich
karcinogen(l. Mezi né mizeme zaradit napfiklad steroidni hormony — predevsim
estrogeny a androgeny, které maji vliv na rtst nador(, které jsou hormonalné
vazané. Prestoze hormony maji vliv na kancerogenezi, nebyly vSak u nich

prokdzany mutagenni Ucinky (Klener, 2002).

1.3.3. Biologické kancerogeny

Prikladem biologickych karcinogentd mohou byt produkty rliznych plisni.
Napriklad Aflatoxin, ktery je produktem plisné Aspergillus flavus, muze pfi
Spatném uloZeni kontaminovat potraviny a mizZe byt zodpovédny za vznik nadoru
jater. Nejvice postizeni jsou lidé Zijici v oblastech Ciny a Afriky (Petruzelka,

Konopasek 2003).

Avsak do skupiny biologickych karcinogen( patfi predevsim viry. Pfestoze
DNA a RNA viry nejsou sice schopny pfimo vyvolat nddorovy proces, podileji se na
jeho vzniku, a to aZ v patnacti procentech. RNA viry s nddorovym ucinkem radime
mezi retroviry (Klener, 2002). Nadory vyvolané retroviry jsou zna¢né rozsirené —
postihuji jak ptaky (predevsim kur domaci), tak i savce (hlodavce, kocky, primaty,
...). Nadorové bujeni ma nejcastéji podobu leukémie ¢i malignich lymfom(
(Koutecky, 1989). Pokud dojde ke kontaktu eukaryotické burnky a onkogenniho
retroviru, dochazi ke vniknuti virové Castice do bunky a k uvolnéni virové RNA. Tato
informace je ndsledné prepsana pomoci virové reverzni transkriptazy do
komplementdrni DNA, ¢emuz se fika provirus. Provirus je poté transportovan do
hostitelskych chromozomui pomoci DNA polymerdzy, diky niz také doslo k syntéze

dvouvldknové DNA. Provirus muze zUstat v burice rdzné dlouhou dobu v tzv.



latentni fazi, nez dojde k jeho aktivaci. Retroviry mlizeme rozdélit podle jejich
schopnosti vyvolat nddorové onemocnéni, a to na pomalu transformuijici retroviry
a rychle transformujici retroviry, pficemz se od sebe lisi odliSnymi typy genovych
sekvenci (Klener, 2002). DNA viry maji karcinogenni ucinek také diky onkogen(im,
onkogeny vsak nejsou odvozeny od normalnich bunék. Principem onkogend DNA
virll je kddovani specifickych proteinu, které reaguji s regula¢nimi molekulami

(Klener, 2002).

V soucasnosti jsou jednoznacné prokdzané vazby mezi virovou infekci a
nadorovym onemocnénim patfi zejména viry: HTLV-I (human T-cell Leukemia
Virus) u T-bunécné leukemie dospélych, HBV, HCV (Hepatitis B Virus, Hepatitis C
Virus) u hepatocelularniho karcinomu, EBV ( Epstein-Barr Virus) u Burkittova
lymfomu a HPV (HumanPapiloma Virus) u karcinomu délozniho Cipku (Petruzelka,

Konopdsek 2003).

Dale se mezi biologickymi karcinogeny mlizeme setkat s bakteriemi a
parazity. Co se tyCe nadorovych onemocnéni, které jsou vyvolané bakteriemi,
dochazi k nim spiSe vzacnéji. Jednim z priklad mazZe byt HelicobacterPylori. Tato
bakterie plsobi pfi vzniku malignich lymfomU Zaludku a pfi karcinomu Zaludku. U
parazitl se mUzeme setkat s krevnickami, jejichz metabolismus produkuje skodlivé
nitrézoslouceniny. Ty mohou nasledné zplsobovat karcinomy mocového méchyre

(Klener, 2002).

1.4. Karcinom pankreatu

Karcinom pankreatu je vysoce zhoubny, nador, ktery ma velice nepfiznivou
progndzu. Nejcastéji jde o solidni adenokarcinom (CaP) (Ryska et al, 2015). Vétsina
CaP se vyviji v oblasti hlavy slinivky, a to az v 70 %. V téle slinivky se potom nachazi
priblizné 15 %, a zbyvajicich 5 % pfipada na oblast ocasu slinivky. Velmi ojedinéle
se mUzZeme setkat s nddorovym bujenim postihujicim celou oblast pankreatu
(Zeman et al, 2001). Morfologicky se nachazi ve formé skirhotické a medularni.
Mikroskopicky potom jde o tubuldrni nebo solidni adenokarcinom a ¢asto prorlsta

jak do Zlu¢ového systému, tak i do cév (Maratka, 1999). Karcinom hlavy slinivky



muze tak byt nékdy velmi tézko rozliSitelny od karcinomu vychazejiciho ze

Zlu¢ového systému.

1.4.1. Incidence karcinomu pankreatu

Ceska republika se v Evropé nachdazi na druhém mist&, co se tyce vyskytu
karcinomu pankreatu (Www.mou.cz). V zdpadnim svété dosahuje priimérna
incidence kolem 8/100 000 obyvatel za rok. V Ceské republice se incidence
pohybuje kolem 15 az 19/100 000 obyvatel za rok. Pocet lidi postizenych nadorem
slinivky bfiSni neustdle roste a mortalita se prakticky rovna incidenci, jelikoz
pétileté preziti pacientl je mensi nez 5 %. Hlavni pric¢inou nepftiznivé progndzy je
fakt, Ze toto onemocnéni je v dobé diagndzy generalizované aZz u 85 % pacientl(
(Lowenfels, 2006). Kazdym rokem je u nas zaznamenano pres 2000 novych
pripadd. Vice postiZzenymi jsou muZi, a to v poméru 2:1 se Zenami. Primérny vék

onemocnéni je 60 let (https://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2010/06/03.pdf).

Pomérné vzacné se vyskytuje karcinom pankreatu u mladsich jedinca. Incidence
dosahuje maxima v populaci starsi 75 let, kde bylo zjisténo vice nez 100 pfipadu
onemocnéni na 100 000 obyvatel (Maratka, 1999). Po nadorech plic a tlustého
stfeva je karcinom pankreatu na tfetim misté v pficindch smrti mezi 35 — 54 roky
Zivota (Reber, 1998). Obecné je potom na 4. misté v nejcastéjSich nadorovych
onemocnénich. Odhaduje se, Ze primérné na toto onemocnéni umird kazdy rok

250 000 pacientl (Lowenfels, 2006).

* epidemiologie nddorovych onemocnéni je samostatny védni obor, ktery sbird a
provddi analyzy udaju, které se tykaji incidence a umrtnosti na maligni ndadory ve
velkych populacnich skupindch. Jejim cilem je ukdzat na rozdily v jednotlivych
zkoumanych parametrech, ddle pomdhat v hleddni pricin soucasné situace a
odhadovat budouci vyvoj a progresi choroby. Dalsi dileZitou soucdsti

epidemiologie je mozZnost zhodnotit efektivitu Ié¢by (PetruZelka, Konopdsek, 2003).

1.4.2. Faktory vzniku

1.4.2.1. Vék

Karcinom pankreatu se vyskytuje predevsim u starsich lidi. U osob mladsich

30 let se toto onemocnéni vyskytuje velmi ojedinéle. V Ceské republice incidence


https://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2010/06/03.pdf

ve vékovych skupindch narlsta se zvySujicim se vékem az do hodnoty 1,47 u
pacientl ve véku do 40 let. U osob mladsich 60 let je to az k hodnotam 22,3.
Nejvyssiincidence dosahuje ve vékovych skupindch starsich 60 let. V USA je

median u pacientl ve véku 71 let (Kollarova et al, 2006).

1.4.2.2. Pohlavi

Existuji studie, které poukazuji na to, Ze karcinom pankreatu je vice bézny u
muzského pohlavi nez u Zenského. Prikladem jsou vysledky studie z USA, které
ukazuji vysledky mezi muzi a Zenami ve vékové skupiné 40 az 59 let, kde pomér byl
1,7:1,0. U skupiny pacientl s vékem na 70 let byl tento pomér 1,3:1,0. Podobné
vysledky jsou i v Ceské republice, kde se karcinom pankreatu vyskytuje ¢astéji u
muzu. Existuji vSak i studie, které vliv pohlavi na toto onemocnéni vyvraceji

(Kollarova et al, 2006).

1.4.2.3. Dédic¢né faktory

Prestoze vliv hereditarnich faktorl jesté neni zcela objasnén, existuji studie,
které na jejich vliv poukazuji. Pfi vyskytu tohoto onemocnéni u pribuznych prvniho
stupné se predpoklada az trojnasobné riziko vzniku v 5 % pfipadU. Karcinom
pankreatu vSak muize byt i soucasti rliznych syndromd, jako je napftiklad
autozomdlné dominantné dédicna hereditarni pankreatitida, Li-Fraumeni syndrom,

hereditarni syndrom nador( prsu nebo Lynchiv syndrom (Kollarova et al, 2006).

1.4.2.4. Zivotni styl

Zivotni styl mGzeme zafadit mezi rizikové faktory ovlivnitelné. Jeden
z nejvyznamnéjsich faktor( této skupiny je urcité koureni. Vyse rizika se pohybuje
v zavislosti na délce kourfeni a poctu vykourenych cigaret. Bylo zjisténo, Ze koureni
dymky a doutnikl toto riziko zvysSuje az dvojnasobné. Koureni produktl z konopi az
trojndsobné. Koureni patfi mezi jediny prokazany rizikovy faktor, ktery se na
zakladé rliznych studii podili na vzniku karcinomu pankreatu az u 20 % (Kollarova,

2006).

Dalsim rizikovym faktorem je nezdrava vyZiva. Vyznamny je predevsim

vysoky prijem Zivocisnych tuk( a cholesterolu, jeZz maji za nasledek zvyseny



energeticky ptijem. Podle japonské studie bylo zjiSténo, Ze vysoky pfijem masa
mUze zvysit riziko vzniku karcinomu pankreatu, pficemz je také dban diraz na
zpUsob tepelného zpracovani. Smazeni, ¢i grilovani masa mlze potencionalné
zvysit riziko vzniku karcinomu, jelikoZ pfi tomto druhu zpracovani dochazi

k pyrolyze bilkovin, kterd ma za nasledek vznik latek, které jsou povazovany za

karcinogenni.

Dal$im zminénym faktorem je naptiklad konzumace kavy a alkoholu.
Prestoze konzumace kavy se neprokazala byt vyznamnym rizikovym faktorem,
v kombinaci s kourenim muze dochazet k zvysenému vyskytu karcinomu
pankreatu. Naopak prokazatelné skodlivym faktorem je alkohol. V nékterych
studiich se zvysené riziko vyskytovalo predevsim u pacient(, ktefi za den
zkonzumovali vyssi pocet alkoholickych napoju, tzn. vice nez 6 napojl za den

(Kollarova et al, 2006.)

1.4.2.5. Pracovni prostredi

PrestoZe pracovni prostredi jako rizikovy faktor neni pfilis vyznamny, nékteré
vysledky studii vykazuji vyssi vyskyt karcinomu pankreatu u profesi v chemickém
pramyslu, ve stavebnictvi, v textilnim primyslu, v gumarenském pramyslu, pfi
zpracovani difeva nebo v zahradnictvi pfi praci s herbicidy. V nékterych pfipadech
byl narlst zaznamenan i v automobilovém primyslu, a to pfedevsim u

automechanik(, ktefi byli exponovani krokydolitu.

vrve

1.4.3. Molekularni a genetické pficiny vzniku karcinomu pankreatu

Karcinom slinivky bfisni je z molekularniho hlediska primarné genetické
onemocnéni — protoZe v pribéhu onkogeneze dochazi k akumulaci alteraci
v onkogenech, tumorsupresorovych genech a genech udrzujicich neporuseny
genom (Wilentz et al, 2000). Vice nez desetina karcinom( pankreatu vznika
v dlisledku vrozené predispozice. Za tu odpovidd fada genl — BRCA2, CDKN2A,
LKB1 a PRSS1. Podobné jako ostatni karcinomy vznikd nador slinivky postupnou
progresi z neinvazivnich prekurzord, které jsou nazvany PanIN (Pancreatic
Intraepithelial Neoplasia). Tyto prekurzory spolec¢né s IPMN (Intraductal Papillary

Mucinous Neoplasms) a MCN (Mucinous Cystic Neoplasms) tvoti skupinu lézi



s malignim potencidlem. Vedle znamych mutaci v genech K-ras, CDKN2A, p53 a
DPC4 je velmi vyznamna i studie role gend signdlni drahy Fanconiho anémie (viz.
nize). Znalost specifickych genetickych alteraci hraje vyznamnou roli v stanoveni

v&asné diagnostiky a nasledné aplikaci cilené terapie (Hucl, Spi¢ak 2009).

1.4.3.1. Gen K-ras

Nejc¢astéji mutovanym onkogenem je KRAS2. Somatické mutace v genu
KRAS2 se objevuji az u 95 % pacientl s duktalnim adenokarcinomem pankreatu
(Hucl, Spi¢ak 2009). Jeho produktem je GTP vazajici protein, ktery je asociovany
s bunéénou membranou a zprostfedkovava prenos v systému proteinkindzovych
kaskad. Tato signalni cesta ma vliv na rychlost BC. Mutaci genu v exonu 12, kterou
zpUsobi zaména AMK glycinu za valin ¢i aspartat, dochazi ke ztraté GTP-azové
funkce proteinu, a protoze je protein neustale aktivni, tak pfenasi signal. Bunka je

tudiz neustale stimulovana k ristu a déleni (www.wikiskripta.eu).

1.4.3.2. Gen p16

CDKN2A gen (p16) je inaktivovan u vsech adenokarcinomt mutacemi,
homozygotnimi delecemi ¢i utlumenim transkripce metylaci promotoru (Schutte et
al, 1997). K inaktivacim dochazi jiz v ¢asnych stadiich karcinomu pankreatu.
Produkt tohoto genu je protein schopny regulovat BC v G1 fazi, ¢imz cyklus zastavi.
Jeho absence tudiz vede k nekontrolovatelnému bunéénému ristu

(www.wikiskripta.eu).

1.4.3.3. Gen p53

Gen p53 je mutovany u 50-75 % (Pellegata et al, 1994). Poskozeni tohoto
tumorsupresorového genu se vyskytuje az v pozdéjsich stadii karcinomu
pankreatu. Jeho proteinovy produkt ovliviuje BC tak, Ze pokud je poSkozena DNA
bunécny cyklus zastavuje az do jejiho opraveni. V pfipadé, Ze oprava neni mozna,
navozuje apoptdzu. Poskozeni p53 ma za nasledek jeho nadmérnou expresi

(www.wikiskripta.eu).



1.4.3.4. Gen DPC4

U genu DPC4 je typicka delece v pozdéjsim stadiu vyvoje karcinomu.
Proteinovy produkt se podili na fizeni signalnich drah rlstovych faktor( TGF-B. Ty
reguluji BC tak, Ze jej tlumi, az dojde k jeho zastavé, pripadné apoptdze. Pfi absenci

tohoto produktu dochazi tedy k nadorovému bujeni (www.wikiskripta.eu).

1.4.3.5. Gen HER2

U onkogenu HER2 ¢asto dochazi k jeho amplifikaci a nasledné zvysené
expresi produktu EGF. EGF je transmembranovy glykoproteinovy receptor s vlastni
tyrosinkinazovou aktivitou. U karcinomu pankreatu se projevuje predevsim

zvysenym mnozstvim ligandd pro tento receptor (www.wikiskripta.eu).

1.4.3.6. Fanconiho anémie

Fanconiho anémie je onemocnéni na némz se patogeneticky podili
minimalné 13 genld. Mutace v téchto genech maji za nasledek vzacnou recesivni
chorobu charakterizovanou abnormalitami skeletu. Poskozeni nékterych z téchto
genl se muzZe vyskytovat také u solidnich nadorl v bézné populaci — konkrétné
geny FANCC a FANCG z této skupiny jsou mutovany u karcinomu pankreatu.
Mutace v genu BRCA2/FANCD1 je pritomna taktéZ u pacientl karcinomu

pankreatu, ale také prsu, ovarii a dalSich organ(
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Obr. 2. Signdinl draha Fanconiho anémie
Fig. 2. Fanconi anemia signaling pathway

Obr. 1 - Fanconiho anémie. Dostupné z: https://www.csgh.info/cs/clanek/molekularni-

patogeneze-karcinomu-pankreatu-377

1.4.4. Pfriznaky onemocnéni

Klinické priznaky zdavisi predevsim na lokalizaci nddoru a na jeho velikosti.
Casna stadia karcinomu jsou vétsinou bez vétsich priznakd, a pokud se néjaké
symptomy objevi, jsou vétSinou atypické a pacient je mize chybné povazZovat za
dietni chybu (Klener, 2002). V pocatecnim obdobi u karcinomu hlavy pankreatu lze
pozorovat nechutenstvi, odpor k jidlu, nevolnost, nebo zvraceni. Castym p¥iznakem
je poté bolest. Ta byva nezdvisla na pfijmu potravy a muize byt velmi intenzivni. M4
trvaly raz, a k jejimu zhorseni dochazi predevsim v poloze na zadech, propaguje se
do levého podbfisku anebo do zad. Pokud dojde k utlaku choledochu disledkem
rostouciho nddoru, objevi se ikterus neboli Zloutenka. Ten mlze byt doprovazen
svédénim - pruritem, popripadé klinickym obrazem zanétu Zlu¢ovych cest -

cholangitidy. Muze dojit k zvétSeni Zlu¢niku, jater, poptipadé se vytvofi ascites,
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ktery je vétSinou jiz projevem metastazovani. Karcinom téla a ocasu pankreatu
provazi velké bolesti. Vzacné se v pozdéjsim obdobi mliZze objevit i Zloutenka
(Koutecky, 1989). Ta byva doprovazena nechutenstvim, navaly na zvraceni,
jilovitou stolici, tmavé hnédou moéi a nékdy i svédénim pokozky. Casty je Ubytek
hmotnosti, a to i v priméru 10 kg (Skdla, online). Castéjsi byvaji komprese velkych
cév rostoucim nadorem, které mohou zpUsobit trombdzu slezinné a portalini Zily.
Nasledkem muzZe byt az vznik syndromu portalni hypertenze, ktery mlze byt
zdrojem fatalniho krvaceni. U cca 20 % pacientl muZeme sledovat i pfidruzeny
diabetes mellitus. Pfi fyzikalnim vySetieni Ize témér u 50 % pacientl zjistit
Curvoisierovo znameni (charakterizovano Zloutenkou s hmatatelnym zlu¢nikem). V
laboratornim vysetrenim lze nalézt vysokou sedimentaci, u pokrocilych nador( je
v séru zvysen karcinoembryondlni antigen (CEA), pfi cholestaze vyvolané nadorem
Ize pozorovat zvySeny bilirubin, alkalickou fosfatazu a GGTP v séru (Koutecky,

1989).

1.4.5. Diagnostické vysetieni

Karcinom pankreatu lze vysetfit predevsim ultrazvukovym vysetienim a CT.
Omezenim ultrasonografického vysetieni je rozliSitelnost casnych lézi velikosti 1 —
1,5 cm a citlivost tohoto vySetreni dosahuje 70 %. AvSak v sou€asné dobé se
upfednostiuje predevsim spirdlni CT vySetieni. To umoZniuje 3D rekonstrukci
véetné zobrazeni cév. Podobnych vysledk(l je mozné dosahnout pfi pouZiti
endoskopické ultrasonografie. Komplementarni vySetfenim je potom ERCP, neboli

endoskopickd retrogradni cholangiopankreatografie.

Obecné je vsak v€asna diagndza karcinomu slinivky pomérné vzacnd, a to
predevsim kvili dlouhému asymptomatickému pribéhu. Vétsinou jde o ndhodné
zachyceni nez o vysledek primarné cileného vysetreni (Petruzelka, Konopasek,
2003). Karcinom pankreatu tak nesmime totiz chdpat jako ,,pouhé” lokoregionalni
onemocnéni, ale jako onemocnéni systémové protoze v dobé stanoveni diagndzy
ma jiz vice jak tfetina pacientl rizné jaterni sekundarity, tfetina pacientt
projevuje znamky angioinvaze a desetina pacient( diseminaci na peritoneu. Nador

se Sifi nejen lymfaticky, ale i perineuralné (Lowenfels, 1999).



1.4.6. Lécba

Karcinom pankreatu je onemocnéni, které je jen velmi obtizné vylécitelné.
Nejvétsi Sanci maji pacienti, u kterych je karcinom lokalizovany pouze v pankreatu.
Avsak toto stadium je bohuzel zachyceno u méné nez 20 % pripadl. (Denemark,
2005). Jedinou potenciondlné kurativni [éCebnou metodou u adenokarcinomu je
radikalni chirurgicka resekce se standartni lymfadenektomii s pfidruzenou
chemoterapii (Alexakis et al, 2004). Ale i u resekovanych pacientd se vSak median
pohybuje mezi 11 az 26 mésici s pétiletym prezitim 15-25 %po
pankreatoduodenektomii a 8 — 14 % po levostranné resekci. U neoperovanych
pacientl je to pouze tretina této doby (Carrato et al, 2015). U méné casnych
lokalizaci v téle a ocase pankreatu je vétSinou potreba pouzit jiného pfistupu.
Jelikoz je zde provedena diagndza jiz v pokrocilém stadiu, neni obvykle radikalni
vykon proveditelny. Namisto toho se vétSinou provadi pouze paliativni chirurgicky
vykon, ktery odstranuje ty nejzavaznéjsi obtize, a to predevsim bilidarni obstrukci
nebo obstrukci duodena. Dalsim velmi tcinnym opatienim je zprdchodnéni

ZluCovych cest zavedenim stenu.

Dalsi moznou lécbou je vyuzZiti radioterapie nebo chemoterapie. U lokalné
pokrocilych karcinoml muzZe radioterapie pfinést komplexni efekt (Petruzelka,
Konopasek, 2003). Radioterapii je mozné vyuzit u nddor( slinivky bfisni v
adjuvantni, neoadjuvantni i paliativni indikaci. Okrajové se vyuZiva intraoperacni
radioterapie (IORT), pfi které je ozafovano pfimo lGzko tumoru ihned po resekci pfi
laparatomii a tato davka zareni se doplni pooperacni konformni 3D zevni
radioterapii. Limitujicim faktorem pro radioterapii je vSak uloZeni pankreatu v
tésné blizkosti radiosenzitivnich organ( (tenké stfevo, Zaludek, jatra, ledviny a
micha) (Haldmkova et al, Remedia, 2011).U¢&innost chemoterapie je potom
z hlediska lokalniho U¢inku mensi nez radioterapie (Petruzelka, Konopasek, 2003.)
To predevsim z toho dlivodu, Ze karcinom pankreatu je chemorezistentni
onemocnéni, a prestoze je chemoterapie doporucovana, ma v tomto pripadé
pomérné maly efekt. Pfesto i pfes svoji chemorezistenci je u nadoru slinivky
chemoterapie doporuéovana, a to hlavné pro pacienty, ktefi prosli kompletni

resekci (Haldmkova et al, Remedia, 2011). PfestoZe je regrese tumoru minimalni,



Ize alespon dosahnout zkvalitnéni Zivota pacienta. Nejcastéjsi chemoterapeutika
byla doneddvna vyuzivana kombinace 5-fluorouracilu s leukovorinem (FUFA), nyni
se vSak do popredi dostava predevsim gemcitabin (Konopasek, Petruzelka, 2003).
U pacientl s lokalné pokrocilym ¢i s metastatickym karcinomem pankreatu bylo na
zakladé studie a metaanalyzy, Ze se pozitivné jevi kombinace GEMCAP
(gemcitabin/kapecitabin) (Cunningham et al, 2009). U lokalné pokrocilych
karcinomU je poté mozné vyuzit i kombinaci radiochemoterapie (Petruzelka,

Konopdasek, 2003).

V poslednich letech se vSak velmi osvédcuje tzv. cilena l1écba, nékdy také
oznacovana jako biologicka IéCba. Je specificky mifend proti nékterym
molekularnim reakcim v bunce. Tyto reakce jsou vétSinou nutné k spusténi a
udrZeni nadorového rastu. Biologicka IéCba je vsak velice ekonomicky nakladna,
proto se jeji indikace vzdy peclivé zvazuje s ohledem na pfinos pro daného

pacienta (Halamkova et al, 2003).

1.5. BUNECNE KULTURY

1.5.1. Historie vzniku kultivace bunécnych linii

Prvni pokusy kultivace probéhly roku 1885, kdy se zoologovi Georgeovi
Rouxovi podafilo ve fyziologickém roztoku udrzet Zivé kufeci embryonalni buriky.
Pfesto vSak nebyl schopny udrzet buriky tak, jak to Ize nyni v podminkach in vivo.
Na konci 19. stoleti probéhl pokus, béhem néhoz se podaftilo bunky zmrazit a
nasledné rozmrazit. To nasledné naslo uplatnéni u inseminaci dobytka. Tkanové
kultury byly vSak objeveny aZ na pocatku dvacatého stoleti a nasly vyuZiti jako
metody pro studium chovani Zivocisnych bunék. Tato technika byla nejprve
provedena s drobnymi fragmenty tkani. AvSak vzhledem k tomu, Ze tkané nebyly
dostatecné natravené, rGst bunék byl znaéné omezeny a dochazelo pouze
k migraci bunék z kousick( tkané. Tato technika se nasledné pouzivala vice jak 50
let (Freshney, 2005). Na prelomu 19. a 20. stoleti se R. Harrisonovi povedlo
z nervové tkané z zabich embryi, které uzaviel do komarky s lymfou zaby,
vykultivovat nové vytvorené axony (wikiskripta.eu). Touto technikou vzbudil zajem

o kultivaci in vitro. V roce 1912 se povedlo francouzskému lékafi a laureatovi



Nobelovy ceny A. Carrelovi vloZit do Zivného média kus kufeciho srdce. Buriky ze
srdce vydrzeli v kultiva¢ni nadobé 27 let (Vejrazka, 2005). Nasledné se pozornost
upnula spiSe k savclim. Jejich tkané v kulturach dobfre rostly a byly snadno
dostupné. Dalsi vyhodou téchto tkani byla jejich schopnost poskytnout bunééné
linie, které mohly neomezené proliferovat (Freshney, 2005). Vyznamnym
milnikem byl pocin dvou védcu L. Hayflicka a P. Moorheada, kterym se v roce 1961
povedlo Uspésné provést experiment s délenim lidskych fibroblast( kultivovanych
in vitro a nasledné zastavit jejich mitotickou aktivitu (Hayflick, Moorhead 1961).
Pozdéji byly provedeny podobné experimenty na dalSich typech bunéc¢nych kultur.
Lidské nenadorové buriky mohou prodélat v priiméru az 50 bunécnych cykld v in
vitro prostredi a toto omezeni bunécéné proliferace in vitro dostalo nazev Hayficklv
limit. Oproti tomu nadorové buriky je mozné kultivovat neomezené dlouhou dobu
- dlilkazem mohou byt linie bunék Hela, které se udrzuji kultivaci jiz pres 60 let

(wikiskripta.eu).

1.5.2. Vyznam bunécnych kultur

Bunécéné kultury jsou dnes jednim z hlavnich nastroju, které vyuzivaji prirodni
védy v zakladnim i aplikovaném vyzkumu ¢i vyrobé. Ve vyzkumu maji své uplatnéni
predevsim jako zdroj materidlu pro pokusy. Vyznamné postaveni maji napfiklad
hybridomové kultury, a to konkrétné pfi vyrobé monoklonalnich latek. VyuZiti
bunécénych kultur je vSak uplatiovano i pfi dalSich procesech, napftiklad pfi vyrobé

bilkovinnych molekul ¢i peptida (Davis, 2002).

1.5.2.1. Vyznam v experimentalni biologii

Co se tyce vyuziti kultur v experimentalni biologii, existuje zde rada vyhod
v porovnani s jinymi biologickymi modely jako jsou tfeba laboratorni zvifata nebo
izolované organy a tkané. Mezi tyto vyhody patfi napriklad i to, Ze pokusy probihaji
na jednom, dobre charakterizovaném bunécném typu a vysledky nejsou ovlivnény
interakci s jinymi tkanémi ¢&i organy. Dalsi vyhodou je také fakt, Ze mnoho
bunécnych linii Ize velmi snadno kultivovat a béhem kratké doby lze ziskat velké
mnozstvi pfesné definovaného homogenniho materidlu, coz byva vétsinou

v porovnani s jinymi biologickymi modely obtizné. V rdmci experimentalni biologie



byvaji tyto vykultivované burky vyuzivany i k pokustim, pfi kterych dochazi k jejich
zniceni — tim se Ize elegantné vyhnout etickym problémuam, které by mohly nastat
v pfipadé takovych pokust na zvitecich modelech ¢i lidech (Davis, 2002),

(Freshney, 1992).

1.5.3. Limitace ve vyuziti bunécnych kultur

Vyuzivani bunécnych kultur ma vSak na druhou stranu i fadu omezeni, ktera je
limituji. JelikoZ se kultivované bunky péstuji v umélém kultivaénim médiu za
nefyziologickych podminek, postradaji obvykly tkanovy kontext. Umélé médium
totiz neumoznuje vytvorit presné stejné vnitini prostredi jako v organismu.
Kultivovanym bunkam tudiz chybi prfitomnost jinych bunécnych typa, se kterymi by
mohly komunikovat in vivo a vyménovat si s nimi latky. DalSim problémem muze
byt absence extracelularni matrix, jez mGze mit na bunky vyznamny vliv.
Dasledkem maze nastat to, Ze kultivované buriky mohou zménit svij fenotyp a tim
padem se mohou zménit i jejich vlastnosti. MUZe dochazet k zménam
morfologickym, ¢i zménam v expresi genl. Dalsim vyznamnym omezenim muze
byt pfimo prizplsobeni prace s nimi. Bunécné kultury se musi péstovat ve
specialnich laboratofich, které ¢asto obsahuji nakladnou specializovanou
pristrojovou techniku. Zapotrebi je i specidlni jednorazovy material a pomucky.
Chemikalie a roztoky pro kultivaci musi byt zbaveny veskerych kontaminant(, jako
jsou napftiklad prechodné kovy ¢i rzné toxiny. V neposledni fadé je také velmi
dllezité proskoleni personadlu, ktery se v laboratofi nachazi, jelikoZ prace
s bunécnymi kulturami je ndro€na na Cistotu, presnost a soustfedénost (Davis,

2002), (Freshney, 1992).

1.5.4. Rozdéleni bunécnych lidskych kultur

Mezi kultury bunék Zivocisnych se radi i kultury bunék lidskych. Ty mizeme dle

stafi rozdélit do tfi skupin:

1) primarnilinie

2) bunécné kmeny

3) bunécné linie



Primarni kultury se skladaji z bunék, které byly pfimo odebrané z organismu,
nejcastéji laboratorniho zvifete ¢i ¢lovéka (Kocarek, 2006). Prvni kultura
izolovanych bunék se poté nazyva primarni kultura nebo primokultura (Davis,
2002). Tento typ kultury ma vSak velmi nizkou Zivotnost. Ta trva pouze par dni a
poté je potieba burky prevést do nového média tzv. pasazovanim (Kocarek, 2006).
Poté co se bunky naredi a prenesou do novych kultivaénich nadob vznika tzv.
sekundarni kultura — subkultura. V sekundarni kulture se bunky péstuji do té doby,
nez vznikne dostate¢né mnozstvi materialu, ktery se mlze nasledné pouzit pro
dalsi vyzkum. V primarnich kulturach dochazi tedy hlavné k selekci bunék —
prezivaji ty, které jsou lépe prizplsobeny kultivacnim podminkam. Primarni kultury
muzeme rozdélit dle jejich plivodu — na normalni a nddorové. Nadorové buriky se
od téch normalnich lisi predevsim tim, Ze se daleko lépe mnozi a obecné snaze
kultivuji. Kultury normalnich bunék maiji daleko vice omezenou Zivotnost, po
nékolika pasazich dochazi k ,,zestarnuti“ kultury a buriky bud zméni své vlastnosti

nebo se prestanou délit (Davis, 2002).

Bunécné kmeny jsou tvoreny z bunék, které jiz byly jednou pasazovany. Jde o
kulturu normalnich diploidnich bunék, ¢imz se lisi od bunécnych linii. Jejich

Zivotnost je v priméru 50 déleni a nasledné zanikaji.

Bunécné linie jsou skupiny bunék, které se vyznacuji prakticky neomezenou
schopnosti délit se. Tento typ kultury vznika z bunéénych kmen( procesem, ktery
se nazyva transformace. Dal$im zplsobem, jak mohou vznikat je izolovanim z Zivé
tkané. Prikladem bunécénych linii jsou napriklad Hela buriky, které pochazeji

z karcinomu délozniho hrdla (Kocarek, 2006).

1.5.4.1. Vyuziti primarnich nadorovych linii

Jiz nékolik desetileti pfedstavovaly bunééné nadorové linie pfistupnou a
snadno vyuZzitelnou sadu biologickych modeld pro vyzkum biologie (mechanismu?)
rakoviny a potencionalnich Gcinkd protinadorovych 1ék(. Cetné studie viak
naznacuji, Ze bunééné linie nepredstavuji dostate¢né sloZitost a rozmanitost
tumorl. Ne vSechny rakovinné bunécéné linie maji stejnou hodnotu jako nddorové

modely. Oproti tomu si naopak ziskavaji daleko vice pozornosti primarni linie



bunék a jejich kratkodoba kultivace ze solidnich nadoru, predevsim co se tyce v
personalizované terapii. Preklinické studie s primarnimi kulturami poskytuji
uzite¢né informace potrebné k vytvareni novych strategii pro chemoprevenci,
chemoterapie, cytotoxinové terapie, radioterapie, a tak dale (Gillet et al, 2013).
Primarni linie jsou velmi jedineénym zdrojem. Jsou ziskdvany z nadorové tkané od
pacientl. Tento vzorek vyzaduje okamzité zpracovani — je potfeba ihned
identifikovat buriky vhodné pro kultivaci. Neddvné publikace o vyuZiti primarnich
bunécénych linii zdlraznuji jejich potencial a podil na vyvoji Iékd od zhodnoceni cile
po kombinovany design a vysoce vykonny screening potencionalnich

protinadorovych latek a I1ékd (Cree et al, 2010).

1.5.5. Tkanové banky

Tkanové banky vznikaji odbérem a naslednym zpracovanim riznych druh(
tkani. Velmi dulezZity je zde zpUsob skladovani a konzervace z diivodu mozné
distribuce a dalsiho vyuziti tkani pfi transplantacich. Tkanové banky spolupracuiji
pfi odbérech s vybranymi oddélenimi a informace Cerpaji z Narodniho registru
darcC tkani a organd. V Ceské republice o vzniku tkariovych bank rozhoduje
Ministerstvo zdravotnictvi CR. Zfizeni téchto zafizeni je mozné v nemocnicich,

které poskytuji specializovanou zdravotni péci (zakon ¢. 285/2002 Sb.).

Lidské tkarové banky jsou velmi dilezité v ramci rlznych vyzkum a hraji
zasadni roli pti aplikaci celé fady novych technologii — tzv. ,,omics”, které jsou
dalezité pfi nachazeni/vyzkumu a validaci novych molekularnich vzorct
onemocnéni a pfiimplementaci novych biomarker( pfi klinickych studii.
Objevovani novych biomarker( a jejich validace je velmi dllezitd pfi biologickych a
Iékarskych vyzkumech a analyzach ex vivo - pokladaji zaklady pro vyzkum novych
cilenych terapii a pro vyzkum léciv (Bevilacqua et al, 2010). Za poslednich 20 let se
zakladani tkanovych bank stalo vyznamnym fenoménem, jak v rdmci
biomedicinského vyzkumu, tak i v rozvoji personalizované mediciny (Riegman et al,
2007). Tkanové banky, tzv. biobanking, obsahuji celou fadu typud vzorkt
rozmanitych organisma a jejich moznosti odbér( — od populacnich tkanovych

vzorku zdravych jedincl ve velkych epidemiologickych kohortach az po specifické



biobanky ,,nemocnych” tkani ziskanych v pribéhu klinickych intervenci (Pukkala et
al, 2007). Ziskani tkanovych vzorku je vicestupriovy proces, ktery zacina
informovanim pacientt a ziskanim jejich informovaného souhlasu (v zavislosti na
mistnich pozadavcich). Ddle zahrnuje ziskavani dat, odbér tkané, anotaci,
konzervaci, uskladnéni, kontrolu kvality, katalogizaci, zpracovani a distribuci. Pti
zakladani tkanovych bank jsou rovnéz zapotiebi odborné znalosti v oblasti
kryobiologie, znalosti v pravnich/etickych aspektech, v fizeni projekti ¢i

v administrativé (Bevilacqua et al, 2010).

,Patologické archivy” predstavuji specialni typ tkafiovych bank a mohou
pomahat pri vytvareni novych tkanovych bank, predevsim jako zdroje pfi vyzkumu.
Primarni roli téchto archivi je dokumentovat diagnostiky, ale mél by byt vytvoreny
takovym zplsobem, aby mohly byt uplatnény i pfi vyzkumu (Bevilacqua et al,

2010).

1.5.5.1. Nadorové tkanové banky

Nadorové banky obsahujici hluboce zmrazené (kryokonzervované) vzorky
nadorovych tkani poskytuji rozvoj novych diagnostickych postup(, které jsou
zaloZené na metoddch molekuldrné-biologickych a genetickych analyz. Nadorova
tkanova banka umoznuje sbér a evidenci odebranych naddorovych tkarnovych
vzorku, které jsou pripraveny k dal$im diagnostickym postuplm. Odbér nadorové
tkané a nasledna kryokonzervace se provadi u nemocnych pacientt vétsinou jiz
v pokrocilejsim stadiu. Od pacienta je ziskan informovany souhlas. Pro transport
odebranych vzorkd se musi dodrZovat celd fada standartnich podminek — transport
do laboratofi musi byt proveden co nejrychleji, jelikoz mze pomérné rychle nastat
autolyza tkané. Pro transport se vyuziva bud' nizka teplota, nebo rlizné stabilizacni
roztoky. Po archivaci zmrazené tkané se vzorky uchovavaiji pfi teplotach -80 stupnu
Celsia v hluboce mrazicich boxech &i v mrazicich pfistrojich na tekuty dusik
s teplotou -140 stupnl Celsia. Kazdy vzorek s tkani je oznacen technickymi,

demografickymi a klinickymi daty a je anonymizovan. (Filipova et al, 2013).

(V zavislosti na staté ¢i v rdmci politiky jednotlivych klinik mizZe dochazet

k opakovanym purifikacim ziskanych tkani, které jsou nasledné vyuzivany



k vyzkumu na zakladé souhlasu pacienta. V nékterych zemich ztraci pacient
kontrolu nad svou tkani bezprostfedné po operaci nebo po urcité dobé, kdy je
materidl klasifikovan jako lékarsky odpad. Mnoho akademickych a instituciondlnich
biobank neumoznuje presun vzorkl do jinych vyzkumnych instituci a nastava
problém chronického nedostatku onkologickych vzorkd k dalSim vyzkumuim.
Dostupnost vzorku je také dale znesnadnéna standardnim klinickym oSetfenim a

chemickym osSettenim, které probéhne bezprostfedné po stanoveni diagndzy. )

Pfesné uchovavani tkané a dokumentace udajl o pacientech, a dobfe
definované koncepty dlouhodobych prospektivnich studii jsou nezbytné pro vyvoj
cennych biorepozitar, které prispivaji k progresivnimu translaénimu vyzkumu a
vyvoji jednotlivych modell predpovédi rizik a klinické inovace. Samoziejmé,
zaméreni na etické aspekty je silné zastoupeno v celé oblasti vyzkumu
strukturou lidskych biobank, bude nutnost tuto skute¢nost etickych otazek

v budoucnu vyresit (Budimir et al, 2011).

1.6. Organoidy

1.6.1. Charakteristika organoidi

Organoidy jsou in vitro trojrozmérné bunécné kultury, které mohou in vivo
pfipominat organy nebo tkané (Hynds, Giangreco, 2013). Vyvoj technik, které by
umoznily konstrukci organoidd zapocal jiz kolem roku 1900, kdy byla pfedevsim
snaha dosahnout simulace organogeneze v kultivacnich podminkdach za vyuziti
fragmentd tkdni (Burrows, 1910). Pojmu organoid vsak byly dlouhou dobu
pfisuzovany rlizné charakteristiky. Ve 20. stoleti tak byla naptiklad pojmenovana
bunécna strukturni ,,organela” a v onkologii mél pojem ,,organoid” vyznam jako
karcinom nebo teratom (Heller, 1991). K pojmu, pod jakym zname organoid dnes
pfispél pfedevsim objev embryondlnich kmenovych bunék v roce 1981. Zasluhou
védcl Takahashiho a Yamanaka nésledovala indukce pluripotentnich bunék
z bunék somatickych v roce 2006 (Takahashi, Yamanaka 2006). Kombinaci znamych
metod s témito novymi objevy mohly vznikat prvni mysi mini organy a pozdé;ji

nasledovaly i lidské (Kretzschmar, Clevers 2016).



Mezi vlastnosti organoidovych kultur patfi jejich schopnost strukturné
organizovat buriky tak, aby byly schopny napodobit konkrétni organ. Dalsi
dllezZitou vlastnosti je také ¢astecny vykon funkce daného organu (Lancaster,
Knoblich, 2014). Organoidové kultury jsou idedlnim nastrojem pro vyzkum tkani in
vivo, jelikoz napodobuiji jejich komplexni strukturu a morfologii a Ize s nimi
pomérné lehce manipulovat. Vyhodou je také fakt, Ze jejich rlst a vyvoj probiha

rychleji nez u skute¢nych orgadna (Shamir, Ewald, 2014).

Mezi nevyhody organoidnich tkani patfi napfiklad druhova diverzita a
odlisSnost podminek in vivo oproti lidskému prostredi. Oproti ostatnim modelim
jsou také pomérné dost financné narocné. Mezi dalsi nevyhody mizZeme zaradit i
skutecnost, Ze nemaji nékolik zakladnich slozek, které dovytvafri epitel daného
organu (napf. cévni nebo lymfaticky systém). Limitovana velikost je

pravdépodobné nasledkem nedostatku krevni podpory (Rossi a kol. 2018)

Vyzkum a pouziti organoidl hraje klicovou roli pfi vytvareni simulaci in vitro,
které se podobaji prostiedi in vivo. Diky nim jsou védci schopni potvrzovat Ci
vyvracet aktualni poznatky o mechanismech patogeneze a maji podstatnou roli pti
vyvoji novych Iéka, vakcin ¢i jinych terapeutickych prostfedk(. Dalsi vyvoj této
aplikace mUze vést aZ k ziskani novych metod pro personalizovanou Iécbu rlznych
druh( rakoviny. Organoidy jsou také schopny zaplnit mezeru mezi in vitro
vyzkumem novych |éCiv na 2D bunécénych kulturach a klinickymi studiemi

(www.optixs.cz).

1.6.2. Nadorové pankreatické organoidy

Pankreatické nddorové organoidy jsou nddorové modely individualnich
lidskych pankreatickych duktalnich adenokarcinom( (PDA), které mohou byt rychle
generované z chirurgicky resekovanych nadord. Organoidy mohou simulovat plné
spektrum pacientova tumoru, véetné stroma elementd, u kterych se predpoklada,
Ze mohou byt zodpovédné za rezistenci |écby béhem chemoterapie. Na rozdil od
xenograftl odvozenych od pacient(, které vyzaduji relativné velké mnozstvi
nadorové tkané a u kterych muze trvat nékolik mésic(, neZ se spoji s hostitelskym

organismem. Lidské PDA organoidy mohou byt vytvareny rychleji a z mensiho



mnozstvi materialu. Organoidy mohou byt poté pouzity k specifické protinddorové
lécbé, pomoci testovani potencionalnich terapeutickych cil(i. Vétsina pacientt

s podezielymi tkdnémi pankreatu podstupuji diagnostiku EUS-FNA (EUS guided
fine-needle aspiration) nebo EUS-FNB (fine needle biopsy) odebraného vzorku
pomoci malé jehly. Diagnostika EUS-FNB ma teoretickou vyhodu nad FNA v tom, Ze
poskytuje vétsi mnozstvi tkani se zachovalou strukturou, ¢imz se zvysuje
pravdépodobnost pocatecni pozitivni diagnostiky PDA. Nicméné predeslé klinické
testy, které srovnavaly oba tyto typy odbéru tkdné mély protikladné vysledky.
Soucasna meta-analyza ukazala, Ze FNA a FNB odbér vzork( poskytuje podobnou
diagnostiku, pricemz FNB vyZzadovala méné odbérl pomoci jehly. Pfi odbéru
vzorkd nadorové tkané pankreatu je vyZzadovan nizky pocet odbérli pomoci jehly, a
to z toho ddvodu, aby bylo mozné potencionalné ziskat dalsi biopticky vzorek pro
pridruzené molekuldrni testovani, aniz by se zvysil celkovy risk akutni
pankreatitidy, ktera by mohla vzniknout nasledkem této procedury. Schopnost
vytvaret lidské PDA organoidy jinymi prostiedky, nez resekci tkané, nebyla
dosavadné prozkoumana. Vyuziti FNB odbéru vzorkd pro kultivaci organoidd hned
na zacatku diagnézy ma potencionalni vyhodu v tom, Ze poskytuje presné lécebné
moznosti pro vSechny pacienty s touto nemoci, a ne jen pro téch par, ktefi se

rozhodnou pro chirurgickou resekci (Tiriac et al, 2018).



1.6.3. Kultiva¢ni podminky

1.6.3.1. Kultivace a barveni organoid(

Collect sample Isolate 3D culture Pancreatic
ducts ECM + Culture medium Organoids

Transition of pancreactic ductal fragments into pancreatic organoids

Day 1 Day 7

Pancreatic g 100pm
duct

Pancreatic ’
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Obr.2 — Pankreatické kandly mohou byt kultivovdny in vitro a expandovdny jako pankreatické

organoidy (Prior et al, 2020).

Technologie organoidd umoznuje kultivaci nadorovych bunék pacientt
s mnohem vyssi Ucinnosti nez klasické 2D bunécéné linie. Organoidy odvozené od
nadory se kultivuji z biopsie resekovaného lidského nadoru (Sander et al, 2019).
Poté se umisti do 3D extraceluldrni matrix, ktera funguje jako 3D leSeni (Prior et al,
2020). Tato dulezZita slozka pfi tvorbé organoidd, tzv. matrigel, je matrix bohata na
laminin a kolagen vytvarejici vhodné podminky a mimikujici prostfedi organismu.
Matrigel umoznuje rlist a vyvoj vznikajici tkané (Sander et al, 2019). Aby byl tento
proces Uspésny, je nutné vyvinout kultivaéni médium, které obsahuje veskeré
signalni a rlstové faktory potfebné ke vzniku organoidu a udrZzeni jejich dlouhé
kultiva¢ni doby. Také je dllezité vyvinout protokol ke zmrazeni prebytecné tkané,
ktera potom muze do budoucna poslouzit jako tkanova banka (Prior et al, 2020).
Zajimavym aspektem organoidd odvozenych z nadoru je jejich schopnost zachovat
heterogenitu nadoru, jak je pozorovano in vivo, a to i pfi dlouhodobé expanzi, coz

je hlavni vyhoda oproti tradi¢nim bunécnym liniim (Sander et al, 2019).

Jako kultivaéni médium se pouzivda médium o nasledujicim slozeni: jako

zakladni médium je pouzito kompletni médium adDMEM/F12, ke kterému je



pridan Afamin/Wnt3a kondiciované médium (50 %, JSR Life Sciences), gastrin |
(10nM, Sigma-Aldrich), N-acetylcystein (1ImM, Sigma-Aldrich), B27 supplement (2
%, Thermo Fisher Scientific), EGF (50ng/ml, Invitrogen), noggin (100ng/ml,
PeproTech), A83-01 (500nM, Tocris Bioscience), prostaglandin E2 (Tocris), FGF10
(100ng/ml, PeproTech), nicotinamid (Sigma-Aldrich), R-spondinl kondiciované
médium (10 %) ( Tiriac et al, 2018).

Barveni organoidl na preparatech lze provést nékolika zpUsoby:

1) Barveni hematoxylin-eosin

Barviva, kterd se v histologii vyuzivaji k barveni tkani, se déli na barviva zasadita
(bazicka) a barviva kyseld. Barviva kysel3, taktéz nazyvana plazmaticka, barvi
cytoplazmu bunék a v histologii se nejcastéji pouziva barvivo eozin. Zasadita
barviva barvi jadra bunék a nejpouzivanéjsim barvivem je hematoxylin. Diky
barveni hematoxylin eosin jsou odliSena jadra bunék tmavé modre, kolagenni

vazivo ruzoveé, svalstvo Cervené a chrupavka modre (Vacek, 1996).

2) PAS - Periodic Acid Shift

PAS reakce se vyuZiva pro prikaz polysacharid(l. Podstatou této reakce je
oxidace latek s blizkymi glykolovymi skupinami nebo jejich amino nebo
alkylaminoderivaty s kyselinou jodistou za vzniku dialdehyd(, které se spoji se
Schiffovym ¢inidlem za vzniku nerozpustné purpurové slouceniny. Pouziva se pro
formalinovou fixovanou tkan a cytochemii enzym(; lze pouzit pro zmrazené fezy
s Upravami. Barvi bazalni membranu (normalni a v nddorech), glykogen, nékteré
muciny a mukopolysacharidy. Také barvi rGzné inkluze, téliska, granule a sekrece

sloZzené z mukopolysacharidli nebo mucin (www.pathologyoutlines.com).

3) Hale — Modifikace dle Mullera

Toto barveni se pouziva k prlkazu kyselych mukopolysacharid(. Kyselé
mukopolysacharidy jsou soucasti riznych hlenovitych sekret(, jako je napftiklad
kyselina hyaluronovad, heparin ¢i chondroitinsulfat. Mukopolysacharidy obsahuiji

sacharidovou a bilkovinnou slozku.



4) Imunohistochemické barveni CK7

Imunohistochemické barveni umoziuje znazornit pfitomnost jedné konkrétni
latky pomoci specifickych protilatek. V imunohistochemii rozeznavame dvé
zakladni metody: pfimou a nepfimou. Pfima metoda nachazi vyuziti predevsim
v elektronové mikroskopii (na svételnou neni dostatec¢né citliva). Dochazi zde
k navazani primarni protilatky, ktera je znacena néjakou znackou. Znacka muze byt
fluorescencni, enzymaticka ¢i se mlze jednat o navazany kov. Protilatky poté
pfisedaji na cilovy antigen, proti kterému byly vyprodukovany. Tento typ barveni

se hojné vyuziva jako nastroj pokrocilé diagnostiky v patologii (Jirkovska, 2009).

Pouziti protilatky CK 7 (Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 7), umoznuje
patologiim bliZe specifikovat primarni misto novotvaru. CK7 se silné a difuzné barvi
u nadorul slinnych zlaz, plic, mlééné Zlazy, ovaria, endometria, mocového méchyre
a thymu, mezoteliomu, neuroendokrinnich nadort a adenokarcinomu pankreatu a

ZluCovych cest (Dabbs, 2006).

1.6.3.2. Signalni kaskada Wnt

Kanonicka signalni drdha Wnt hraje dualezitou roli v regulaci, bunécné
proliferaci, embryonalnim vyvoji a polarité kmenovych bunék a pfi vyvoji rakoviny.
Napomaha také udrzovat homeostazi tkani (Logan, 2004). Sebeobnova kmenovych
bunék v organoidech vyzaduje aktivaci Wnt drahy. V mysich organoidech je toho
dosazeno napfiklad pomoci amplifikace endogennich signaldi Wnt pomoci
potencidtoru Wnt-R-Spondin (proteiny R-Spondin jsou rodinou molekul, které silné
posiluji signalizaci Wnt/beta-katenin). Lidské organoidy vSak vyZaduji dalsi Wnt
ligandy, které Ize ziskat z média obsahujici sérum kondiciované bunéénou linii
produkujici Wnt3a.Toto médium v$ak obsahuje nedefinované komponenty, které
indukuji diferenciaci nezadouci pro diagnostické testy nebo jiné klinické aplikace.
Proto je pro terapeutické a diagnostické vyuziti preferovana nahrada Wnt3a

kondiciovaného média purifikovanymi faktory (Tuysuz et al, 2017).

Rovnéz bylo zjisténo, Ze signalni drdha Wnt hraje dllezitou roli pfi rdstu a

udrzbé téchto procesll. Ukdzalo se, Ze Wnt3a je nezbytny specializovany



komponent pro udrzeni proliferace Lgr5-pozitivnich kmenovych bunék

v intestindlnich epitelovych burkach a uziva se pfi kultivaci rdznych organoid
traviciho Ustroji, jako je tenké stfevo, tlusté stievo, zaludek, pankreat a jatra.
Presto, zZe jde o protein rozpustny v tucich a tvori agregaty v bezsérovych médiich,
a proto nemuze dostatecné vykonavat svoji aktivitu, byl Wnt3a konvencné uzivan
pro kultivaci stfevnich organoid(. V roce 2016 bylo zjisténo, Ze vysoka aktivita
Wnt3a muiZe byt zachovana formovanim komplext s Wnt3a Afaminem, co? je
jedna ze sloZzek tohoto média. Navic uzitim Afaminu a Wnt3a komplexu pro
organoidni kulturu umozni dlouhodobou kultivaci organoid(l. Toto nové médium

zajistuje vyssi Uspéch pfi kultivaci organoidd (Mihara et al, 2016).

Signalizace Wnt je zahdjena navazanim ligandu Wnt na transmembranovy
receptor Fz (Frizzled) a koreceptor LRP (Webhrli et al, 2000). Na vnitini strané
membrany je pomoci tohoto receptoru aktivovan prostrednik, ktery inhibuje 3-
proteinovy komplex GSK3/axin/APC. Po jejich inaktivaci dojde k preruseni
fosforylace Beta-kateninu, ktery se za¢ne nasledné kumulovat v cytoplasmé
v nefosforylované formeé (wikiskripta.org). Nasledné se presune do jadra, kde se
spoji s transkripcnimi faktory rodiny TCF nebo LEF. Tyto transkrip¢ni faktory
v komplexu s beta-kateninem aktivuji expresi cilovych gent signalni drahy Wnt
(MacDonald et al, 2009). Mezi tyto geny patti naptiklad ty, co zahajuji bunéény
cyklus, ¢imzZ je spusténa bunécna proliferace kmenovych bunék (Reya, Clevers,

2005).
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Obr.3 — Schéma kanonickeé signalni kaskady Wnt (Logan et al, 2004).

1.6.3.3. Wnt3a/Afamin

Afamin, taktéz znam jako a-albumin, je plazmaticky glykoprotein, ktery patri
k proteinlim rodiny albuminu. Afamin je pritomen v krvi dospélého clovéka v
mnozstvi 10-30 pg/ml. Je také transportnim proteinem vitaminu E (Mihara et al,
2016).V roce 2016 bylo zjisténo, Ze vysoka aktivita Wnt3a mUzZe byt udrzovana
vznikem komplext s Wnt3a Afaminem. ProtoZze Afamin mUzZe také solubilizovat
Wnt5a, Wnt3 a mnoho dalSich podtyp Wnt, laminova komplexace poskytuje
zpUsob, jak podrobit rlizné Wnt ligandy a jejich signalni mechanismy dlkladné
biochemické kontrole, kterd byla roky obtizna. Afamin muze také specificky
interagovat s nékolika proteiny Wnt a umoznit jim zUstat rozptyleny ve vodném
roztoku a taktéZ zabranit jejich inaktivaci/agregaci béhem skladovani. Navic uZitim
Afaminu a Wnt3a komplexu pro organoidni kulturu umozni dlouhodobou kultivaci
organoidl. Toto nové médium zajistuje vyssi Uspéch pfi kultivaci organoidu

(Mihara et al, 2016).



2 CiL PRACE

Cilem této prace bylo zrealizovat Uspésnou kultivaci primarnich linii
karcinomu pankreatu od konkrétnich pacientd, ktera by mohla vést k ziskani

vhodného materidlu pro budouci potteby tzv. ,tailored” predikce vhodné lécby.



3 MATERIAL A METODIKA

3.1. Pristroje, reagencie a kultiva¢ni material

3.1.1. Pristrojové vybaveni

Centrifuga MR22i, Jouan

e Flow-Box s vertikalnim proudénim vzduchu MSC-Advantage,

ThermoScientific

e |[nkubator CO2 Heracell, ThermoScientific

e Stolni centrifuga MiniSpin, Eppendorf

e Svételny mikroskop Eclipse TS100, Nikon

e Vodnilazen TWS, Julabo

Vodni lazen s tfepackou, Julabo

3.1.2. Laboratorni pomticky

Zkumavky 50ml, Zkumavky 50ml, 15ml (TPP), mikrozkumavky (Eppendorf), pipety a
Spicky (Eppendorf), Petriho misky 6cm, 2cm (TPP), pinzety, skalpely, filtry 70 um

(MyltenyiBiotec), Burkerova kom{rka, 4-jamkovy kultiva¢ni panel

3.1.3 Reagencie a sloZeni pouzitych médii

adDMEM (Gibco), fetalni bovinni sérum (Invitrogen), Glutamax (Gibco), MycoZap
(Eastport), BD Matrigel (BD Biosciences, kat. ¢. 07980),dispdza (Gibco), trypsin-EDTA
0,25% (Sigma-Aldrich), DMSO (Sigma-Aldrich)

sterilni fosfatovy pufr (PBS), Hepes 1M, EDTA 0,5M (findIni konc. 0,005M),

plasma-citrat, CaCl2, trombin, eosin, 10% formaldehyd

Disociacni médium — kolagendaza, DNAse | (10 pug/mL), Y-27632 (10.5 uM)

Kompletni médium adDMEM - Bylo pouZito zdkladni médium ad DMEM/F12
(Gibco), do kterého byl pfiddn HEPES (10mM, ThermoFisher), Glutamax (2mM,



Sigma-Aldrich) a antibiotika penicilin(1 U/ml, Invitrogen) a streptomycin (1 U/ml,

Invitrogen)

Transportni médium adDMEM - Bylo pouzZito kompletni médium adDMEM s 5%

fetdlni bovinni sérum (FBS, Invitrogen)

Kultivaéni médium - Jako zdkladni médium bylo pouzito kompletni médium
adDMEM/F12, ke kterému byl pfidan Afamin/Wnt3a kondiciované médium (50 %,
JSR Life Sciences), gastrin | (10nM, Sigma-Aldrich), N-acetylcystein (ImM, Sigma-
Aldrich), B27 supplement (2 %, Thermo Fisher Scientific), EGF (50ng/ml,
Invitrogen), noggin (100ng/ml, PeproTech), A83-01 (500nM, Tocris Bioscience),
prostaglandin E2 (Tocris), FGF10 (100ng/ml, PeproTech), nicotinamid (Sigma-
Aldrich), R-spondinl kondiciované médium (10 %) ( Tiriac et al, 2018).

Zamrazovaci médium - Bylo pouzito kultivacni médium s 10% DMSO (Sigma-

Aldrich).

3.2. Probandi

Probandi, ktefi byli vybrani pro tento experimentbyli jiz v pokrocilém stadiu
nemoci rakoviny pankreatu a byl u nich proveden jeden z typ( chirurgické
intervence, pfi které doslo k ¢aste€nému nebo Uplnému odstranéni pankreatu.
Tento zakrok byl proveden na I. Chirurgické klinice LF UP a FN Olomouc. VSichni
pacienti byli pfed operaci pouceni a poskytli informovany souhlas, ktery byl
schvalen Etickou komisi FN v Olomouci. Pro tento experiment bylo pocitano s cca
10 pacienty, avsak kvali svétové pandemii, ktera vypukla na za¢atku roku 2020 byl
tento pocet redukovan na polovinu z dlivodu prozatimniho omezeni téchto operaci
a omezenému provozu v laboratofich. Mezi témito péti probandy byly 3 Zeny a 2

muzi.

3.3. Odbér bunééného materialu

Cerstvé nadorové tkané byly odebrany béhem planovanych chirurgickych

zakrok( pfi odstranéni nadoru pankreatu u pacient(. Bezprostfedné po operaci a



vyjmuti pankreatu z téla byla patologem urcena ¢ast tkané, kterd byla nejvice
zasazend nadorem. Tato tkan byla patologem opatrné odkrojena a po peclivém
vySetreni vzork( nddoru pankreatu s patologem byly do experimentu zahrnuty
pouze vzorky jednoznacéneé diagnostikované jako adenokarcinom pankreatu.
Operace s naslednym odbérem materidlu probihaly v rozmezi od podzimu roku

2019 do zimy roku 2020. Celkové bylo odebrano 5 vzorkd materialu.

3.4. Postup zpracovani nadorové tkané pankreatu

Nadorova tkan byla prenesena z operaéniho salu na Supinovém ledu v 50
ml zkumavce, kterd obsahovala transportni médium s antibiotiky. Po prichodu do
laboratore se pracovalo ve sterilnim prostfedi v laminarnim flowboxu. Transportni
médium bylo odsato pomoci pipety a byl dvakrat proveden oplach tkané pomoci
sterilniho PBS. Nasledné byla tkan prenesena na Petriho misku, zvaZzena a pomoci
skalpelu byla rozkrajena na co nejmensi ¢asti o velikosti cca 0,5 mm. Takto
upravena hmota byla prenesena do sterilni konické zkumavky o objemu 15 ml.
Bylo pfidano predem pfipravené disociacni médium (8 ml média na 1 kg tkané) a
nasledné byla inkubovana v tfepaci lazni pri 37°C a 1400rpm. Po hodiné byla smés
resuspendovana pipetou o objemu 1 ml a poté vracena zpét na tfepaci vodni
lazen. Nasledné byl kazdych 15 minut kontrolovan stupen rozkladu, dokud nebyla
tkan homogenni. K rozloZzené smési byl poté ptidan, v poméru 1:1, PBS vychlazeny
na ledu a obsah zkumavky byl nasledné nékolikrat zprudka resuspendovan pipetou
o objemu 5 ml. Poté byla provedena centrifugace pfi 22°C a 1400 rpm po dobu 5
minut. Po skonéeni centrifugace byl supernatant odsat a peleta resuspendovana
v 10 ml adDMEM kompletnim médiu, ke kterému bylo pfidano fetalni bovinni
sérum (FBS, Invitrogen) ve vysledné 20 % koncentraci (v/v), ohfaté na 37°C. Tato
bunécna suspenze byla prefiltrovana pres 70um filtr a centrifugovana pfi 22°C a
1200 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl opét odsat a peleta byla
resuspendovana v PBS. Nasledné bylo odebrano 10 ul suspenze, ktera byla
aplikovédna do Burkerovy komurky, kde byly buriky spocitany. Za ucelem vyseti
bunék do matrigelu bylo odebrano 200 000 bunék do Eppendorf zkumavky a
prebytecné bunky byly zamrazeny do zamrazovaciho média (Prochazkova et al,

2020).



3.5. Kultivace organoidu

3.5.1. Vyseti organoidu

Dostatec¢nou dobu predem byl na Supinatém ledu rozmrazen alikvot
matrigelu a v mrazdku vychlazena krabicka se sterilnimi sefiznutymi 200 pl
Spickami. 4-jamkovy panel byl umistén prfedem do termostatu pro jeho dostatecné
nahrati. Nasledné byla centrifugovana suspenze bunék v poctu 200 000 pfi 22°C a
1200 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl odsat a peleta v Eppendorf zkumavce
umisténa na led. Poté bylo pomoci sterilné sefiznuté Spicky nabrano 100 pl
matrigelu a v ném byla resuspendovéna peleta s dostatec¢nou opatrnosti a
rychlosti. Suspenze v matrigelu byla nanesena v mnozstvi 50ul do 2 jamek
v nahiatém panelu. Takto naplnény panel byl ihned umistén do termostatu a
inkubovan po dobu 10 minut pfi 37°C. Po ztuhnuti matrigelu bylo do kazdé jamky
pridano 500 pl teplého kultivacniho média a panel byl opét vlozen do termostatu a
inkubovan pti 37°Ca 5 % CO2. Vyména média byla provadéna 2x az 3x tydné
(Strnadel et al, 2018).

3.5.2. Pasaz organoidu

Pomoci pipety bylo odsato kultivaéni médium z jamky. Matrigel s organoidy
byl prenesen do falkony s konickym dnem o objemu 15 ml. Nasledné bylo pridano
5 ml roztoku dispdzy a zkumavka byla umisténa do inkubatoru na 30-60 minut.
Pribézné byl kontrolovan stupen rozkladu matrigelu jemnym prevracenim a
zatfepanim obsahu zkumavky. Po rozloZzeni matrigelu (prestal byt viditelny proti
svétlu), se organoidy uvolnily z matrigelu a na dné zkumavky vznikl sediment.
Enzymatickd reakce byla zastavena pridanim 50 pl 0,5M EDTA (findIni koncentrace
0,005M) a zkumavka byla centrifugovana pfi 22°C a 1200 rpm po dobu 1 minuty.
Pro rozloZeni organoidl byl odsat supernatant a pfidan 1 ml 0,25 % trypsin-EDTA,
peleta byla lehce resuspendovana, prenesena na 2 cm Petriho misku a nasledné
inkubovana 10 minut v inkubdtoru. Stav rozkladu organoidd byl po 10 minutach
kontrolovan pod mikroskopem, a to kazdé 2 minuty. Po rozloZeni byla suspenze
prenesena do zkumavky s konickym dnem o objemu 15 ml, kde bylo poté pfidano
10 ml PBS a zkumavka byla centrifugovana pfi 22°C a 1200 rpm po dobu 2 minut.
Tento krok s promytim PBS byl opakovan (Strnadel et al, 2018).



3.5.3. Zamrazeni organoidi

Organoidy mohou byt zamrazeny bud' jako jednobunécna suspenze po
pasazi organoidl (priprava pomoci rozkladu dispazou a trypsinem), nebo jako celé
organoidy (uvolnéné z matrigelu pomoci dispdzy). Buriky v mnozstvi od 500 000 do
2 000 000, nebo organoidy z jedné jamky panelu byly resuspendovany v 1 mi
zamrazovaciho média s 10 % DMSO a nasledné umistény v zamrazovaci zkumavce
do polystyrenové zamrazovaci krabi¢ky do hlubokomraziciho boxu ( -80 °C).
Nasledujici den byly tyto zkumavky pfeneseny do Dewarovy nadoby s tekutym

dusikem (Strnadel et al, 2018).

3.6. Vyroba parafinového bloku a tkanovych rezl

Peleta organoidd v Eppendorf zkumavce byla promyta PBS. Nasledné byla
peleta resuspendovana v 112 ul plazmé-citratu a prenesena do Eppendorf
zkumavky o objemu 2 ml pro pozdéjsi kvalitnéjsi manipulaci se srazeninou. Poté
bylo pfidano 2,8 pl CaCl2 a 11,5 ul trombinu. Zhruba po 2 minutach byla vytvorena
srazenina a bylo pfidano 0,5 ml eosinu. Po 1 minuté byla peleta z eosinu vyjmuta
do kazetky a byla provedena fixace 10 % formaldehydem. Takto pfipravena
zafixovana peleta organoidl byla prfedana zdravotnickym laborantkam v bioptické
laboratofi, kde byl pomoci automatu vytvoren parafinovy blok a tkanové fezy na

sklech, které byly pozdéji pouzity pro histologicka a imunochemicka barveni.

3.7. Histologické barveni preparatu
3.7.1. Zakladni barveni hematoxylin-eozin

PFi barveni organoidi hematoxylin-eozinem byl pouZit rlznymaterial a
roztoky: xylen, aceton, HCl, montovaci médium, destilovand voda, reagencie a

fixatory (10% formol, Bakerova tekutina, Lowyho roztok).

Dale bylo zapotiebi laboratorni vybaveni a pomucky: tkanovy blok,
mikrotom, mikrotomovy nGz, mikroskop, laboratorni sklo, kryci sklo a coverslipping

film.

Pracovni postup:




V prvnim kroku se pfed samotnym barvenim zbavily fezy parafinu. K tomu se
pouzil xylen a sestupnd alkoholova fada. Jako prvni se nechal po dobu 10-ti minut
pusobit xylen. Poté se pridal 96 % alkohol B po dobu 3 minut. Nasledoval 80 %
alkohol B po dobu 2 minut a v poslednim krokuse pouZil 70 % alkohol B po dobu 2

minut. Nasledné se fezy propraly ve vodé po dobu 5 minut.

Nasledovalo vlastni barveni odparafinovanych a zavodnénych rezl. Jako
prvni se provedla diferenciace v kyselém 1 % alkoholu po dobu 10 s. Poté
nasledovalo5-ti minutové proprani ve vodé. Nasledovalo barveni eosinem po dobu
1 minuty a po skon&eni oplach vodovodni vodou. Rezy se opét odvodnily v 96 %
alkoholu B po dobu 1 minuty a nasledné se pridala smés acetonu a aceton-xylenu.
V xylenu doslo k projasnéni rezll. Poslednim krokem bylo montovani do

kanadského balzamu, pertexu nebo entellanu.

3.7.2. PAS - Periodic Acid Schiff — prlikaz polysacharid

K barveni se vyuzivaji roztoky a Cinidla: xylen, aceton, barvici roztoky,
alkohol B, voda, montovaci médium (pertex, kanadsky balzam, entellan), glycerin-

bilek, fixatory (10 % formol, Lowyho roztok, Bakerova tekutina).

Dalsi pouZzity laboratorni material a pomUcky: tkdanovy blok, mikrotom,

mikrotomovy n(z, mikroskop, laboratorni sklo, podloZni a kryci sklo, bunicita vata.
Pracovni postup:

V prvnim kroku probéhlo odparafinovani vzorkd pomoci xylenu po dobu 10
minut. Po rozpusténi parafinu se preved| preparat do vody a nasledné se pouzila
alkoholova sestupna fada za pouziti alkoholu B (96 %, 80 %, 70 %) po dobu 3,2 a 2
minut. Nasledovala oxidace v 0,5 % kyseliné jodisté po dobu 10 minut. Poté se
preparaty oplachly nejprve vodovodni vodou a poté destilovanou vodou.
Nasledovalo barveni v Schiffové roztoku po dobu 10 minut a po skonéeni proprani
ve vodé. Dalsim krokem bylo jiz barveni pomoci Weigertova hematoxylinu.
Nasledovala diferenciace pomoci 1 % kyselého alkoholu (70 % alkohol B + kyselina

solna konc.) a poté proprani ve vodovodni vodé po dobu 10 minut. Rezy se poté



odvodnily v 96 % alkoholu B a projasnily ve dvou xylenovych [azni. Poslednim

krokem bylo opét montovani.

3.7.3. Hale — modifikace dle Mullera — prukaz kyselych mukopolysacharidt

K barveni byly pouzity roztoky a Cinidla: xylen, aceton, barvici roztoky,
alkohol B, montovaci médium (pertex, kanadsky balzam, entellan), destilovana

voda, glycerin-bilek, fixator (10 % formol) a voda.

Dalsi pouzity materidl a vybaveni: tkanovy blok, mikrotom, mikrotomovy

naz, mikroskop, laboratorni sklo, podlozni a kryci sklo, bunicita vata.
Pracovni postup:

Prvnim krokem bylo odparafinovani fezi pomoci xylenu po dobu 10 minut
a nasledné pomoci alkoholové rady (96 %, 80 %, 70 %). Nasledoval oplach
v destilované vodé a barveni Mullerovym roztokem po dobu 10 minut. Poté
probéhl dalsi oplach a barveni pomoci okyselené Zluté krevni soli po dobu 10
minut. Dalsi barveni probéhlo za vyuziti jadrové c¢ervené po dobu 10 minut a
nasledoval dalsi oplach. Poslednim barvivem byla Saturnova cerven F3B po dobu
10 minut. Dal$im krokem bylo odfiltrovani fezt a odvodnéni pomoci alkoholu B (96

%) a acetonu. Na zavér se fezy projasnily v xylenu a ndsledné probéhlo montovani.

3.7.4. Imunohistochemické barveni

Pracovni postup — protilatky s demaskovanim epitopu antigenu v pfistroji PT Link

(Flex systém):

V prvnim kroku se preparaty zasadily do drzaku a prenesly se do PT Linku do
pufru EnVision FLEX Target Retrieval Solution High pH (1x). Preparaty byly
nasledné zahrivany po dobu 20 minut pfi 97 stupnich Celsia. Preparaty se poté
nechaly vychladit v PT Linku. V dalSim kroku se preparaty promyly ve FLEX pufru (3
x 5 minut). Rezy se oznacily specialnim perem pro IHC nebo tuhym parafinem a
pomoci Peroxidase-Blocking reagentu se zrusila aktivita endogenni peroxidazy.

Nasledné se preparaty promyly ve FLEX pufru ( 3x 5 minut).



Pracovni postup Il - Protilatky s demaskovanim epitopu antigenu v PT Linku a

protilatky po pouziti metanolového peroxidu:

Na sklo bylo nakapano cca 100um naredénych primarnich protilatek a
nasledné probéhla inkubace ve vihké komUrce po dobu 20 minut. Po inkubaci se
sklepla primarni protilatka ze skla do buniciny a skla se promyla ve FLEX pufru (3x 5
minut). U nékterych protilatek se aplikovala zesileni z FLEX Kitu a nasledné
probéhla inkubace po dobu 15 minut. Cinidla se sklepla do buni¢iny. Skla se
promyla ve FLEX pufru (3x 5 minut). Na pfipravené sklo se aplikovalo cca 100 um
sekundarni protildtky z FLEX kitu. Nasledovala inkubace po dobu 20 minut ve vlhké
komlrce pti pokojové teploté. Po skonceni se opét sklepla sekundarni protilatka
do buniciny a skla se promyla ve FLEX pufru (3x 5 minut). V dal$im kroku se
pripravil DAB z FLEX kitu. Na sklo se nakapal DAB ze skla do buniciny a skla se poté

oplachla ve FLEX pufru. Poté se skla proplachla pod tekouci vodou.

Barveni hematoxylin-eosin slouzilo k histologické identifikaci bunék
organoid(, barveni PAS a HALLE pak k identifikaci a prikazu hlenu — tedy produktu
bunék Zlazek pankreatu a barveni CK7 pak prokazuje ptvod ve tkani pankreatu —
jde tedy o histologickou, histochemickou a imunohistochemickou verfikaci plvodu

bunék organoidu z exokrinniho pankreatu/adenokarcinomu pankreatu.



4 VYSLEDKY

Proband ¢. 1

U probanda €. 1 byla ziskana tkan o hmotnosti 0,33 g. Z ni byl nasledné
vytéZzen cca 1 mil. bunék, které byly poté nasazeny do dvou jamek s matrigelem po
100 tisic burikdch na jamku. Dale byla také zamrazena 1 ampule s 800 tisici

bunkami.

24.2.2020 - 24.2. 2020
Zvétseni 10x = 1 Zvétseni 20x

Obr.4 — Organoidy 5. den po kultivaci — nejvétsi organoid md 50 um.

Sedmy den kultivace byla provedena pasaz organoidl. U prvni jamky nedoslo
k disociaci organoidu a nasledné prevedeni do nového matrigelu dopadlo
neuspésné. U druhé jamky probéhla pasdaz s disociaci organoidu a nasledné byly
nasazeny dvé nové jamky. Po pasdzi bunky dale nerostly, a proto byl vzorek

vyfazen.



27.2.2020
Zvétseni 20x
[Tsoum |

Obr.5 — Organoidy 7. den kultivace — velikost 100 um

6.3.2020 6.3.2020
Zvétseni 10x ZvétSeni 20x

Obr.6 — Organoidy 14. den kultivace / 7. Den po pasdzi



9.3.2020
Zvétseni 20x

Obr. 7 - Organoidy 16. den po kultivaci/ 9. den po pasdZzi.

Proband ¢. 2

U probanda €. 2 byla ziskdna tkan o hmotnosti 0,11 g. Z ni bylo vytéZzeno 376
tisic bunék. Ty byly nasledné nasazeny do dvou jamek s matrigelem, pficemz

v kazdé z nich bylo 100 tisic bunék. Také byla zamrazena 1 ampule s burikami.

\
o 4.3. 2020
Y momml|  ZvetSeni 20x

Obr. 8 — Organoidy 2. den kultivace — velikost organoidi 10 um.



6.3.2020 6.3. 2020
 ZvétSeni 10x . Zvétseni 20x

Obr. 9 — Organoidy 4. den kultivace — velikost organoidi 20-30 um

9.3. 2020
Zvétseni 10x

Obr. 10— Organoidy 7. den kultivace — velikost organoidd 100 um.

Desaty den kultivace byl z prvni jamky vytvoren parafinovy blok, u druhé

jamky probéhla pasaz. Po pasazi organoidy jiz nerostly a vzorek byl vyfazen.



12.3.2020

ZvetsSeni 2,5x
—r—

Obr. 11 — Organoidy 10. den kultivace — velikost organoidi 200 um.

16.3. 2020
ZveétsSeni 10x
[~ 100um |

Obr. 12 — neuspésny rist organoidd 4. den po pasdzi.



Obr. 13 — Barveni organoidi hematoxylin-eosin.

Obr. 14 — Barveni organoidi Periodic Acid Schift

Obr. 15 — Barveni organoidd Muller



Obr. 16 — Imunohistochemické barveni organoidi (CK7).

Proband ¢. 3

U probanda €. 3 byla ziskdna tkan o hmotnosti 0,57 g. Z ni byl ziskan vytézek
cca 3 mil. bunék, které byly nasledné nasazeny do dvou jamek po 100 tisic burikach
na jamku. Také byly zamrazeny 3 ampule po 1 mil. bunék. Bylo zde pouZito nové
médium s Afaminem. Nasledné probéhla kultivace i ze zamrazenych bunék, které

se podafilo Uspésné dvakrat zpasaZovat a nasledné vytvofrit histologické preparaty.

Obr. 17 - RozmraZeny vzorek s organoidy (zvétseni 4x).



Obr. 18 — Organoidy po pasadZi (zvétseni 2,5x).

Obr.19 — Rozmrazené organoidy po prvni pasdzi (zvétseni 10x).



Barveni Periodic Acid Shift

Obr. 20 — Obarvené organoidy PAS barvivem z rozmrazeného vzorku.

Barveni hematoxylin-eosin

T

Obr. 21 — Obarvené organoidy hematoxylin eozinem z rozmrazeného vzorku.



Imunohistochemické barveni

Obr. 22 — Obarvené organoidy pomoci imunohistochemického barveni z rozmrazeného vzorku.

Proband ¢. 4

U probanda €. 4 byla ziskdna tkan o hmotnosti 0,18 g. Z ni byl ziskan vytézek
cca 600 tisic bunék, které byly nasledné nasazeny do dvou jamek po 100 tisic
bunkach na jamku. Zamrazeny byly 2 ampule bunék. Opét zde bylo pouzito

médium s Afaminem.

31.8.2020 31.8.2020
Zvétseni 2,5x Zvétseni 10x

Obr. 23 — Organoidy 7.den kultivace — velikost organoidd 50-100 um.



4.9.2020 4.9.2020
ZvétsSeni 2,5x . Zvétseni 10x

Obr. 24 — Organoidy 11. den kultivace— velikost organoidi 150-200 um.

7.9.2020
Zvétseni 2,5x
|~ so0pm |

Obr. 25 — Organoidy 14. den kultivace— velikost organoidi 500 um.

Po 15. dni kultivace byl z prvni jamky vytvoren parafinovy blok. U druhé
jamky byla provedena pasdz a nasledné po ni byly vytvoreny dvé nové jamky. Do 7
dnU po pasazi, se v prvni jamce vytvofil prvni vétsi organoid a ve druhé jamce

vznikly 3 organoidy, které byly vétsi nez 200 um.



15.9.2020 15.9.2020
ZvétsSeni 2,5x _ ZvétSeni 10x

Obr. 26 — Organoidy 7. den po pasdZi — velikost organoidd 200 um.

Nasledné byla rozmrazena prvni ampule, ze které byla vytvorena nova jamka.
Zde nasledné vznikly 3 velké organoidy a po 18. dnech byl z této jamky vytvoren

parafinovy blok, avsak nepodafily se z néj vytvofit kvalitni preparaty.

29.9.2020 29.9.2020
ZvétSeni 2,5x Zvétseni 10x

Obr. 27 — Organoidy vzniklé 18. den z rozmrazeného vzorku.



3.11.2020
ZvétSeni 2,5x
o0,

Obr. 28 — Organoidy vytvorené z rozmrazeného vzorku.
Proband ¢. 5

U probanda €. 5 byla ziskdna tkan o hmotnosti 0,10 g. Z ni byl ziskan vytézek
cca 966 tisic bunék, které byly nasledné nasazeny do dvou jamek po 100 tisic

bunkach na jamku. Zamrazeny byly 2 ampule po 400 tisici burikach.

Obr. 29 — Organoidy vzniklé 6. den po kultivaci.

Po 14. Dnech kultivace byl z jedné jamky vytvoren parafinovy blok. Preparat

vsak nebyl reprezentativni, proto byl z druhé jamky vytvoren dalsi parafinovy blok.



Barveni hematoxylin-eosin

Obr. 30— Obarvené organoidy hematoxylin-eosinem.

Imunohistochemické barveni

| i —T—

Obr. 31 —Imunohistochemicky obarvené organoidy.
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Barveni Muller

Obr. 32 - Barveni organoidi barvivem Muller.

Barveni Periodic Acid Shift

Obr. 33 — Barveni organoidd Periodic Acid Shift (PAS).



5 DISKUZE

Kultivace organoid( z resekovanych nadorovych tkanich je komplikovany
proces, ktery vSak mize mit obrovsky pfinos. Na zacatku jsme méli vytyéeny cil, a
to zvladnout Uspésné kultivaci organoidd z nadorovych tkani karcinomu pankreatu.
Tohoto cile se nam podafrilo dosahnout, prestoZe ne ze vsech vzorkl se podafrilo
vykultivovat organoidy a nasledné vytvorit parafinové bloky. V priibéhu tohoto
experimentu jsme fesili nékolik problém{. Nedlouho po zahajeni, na podzim 2020,
vypukla celosvétova pandemie onemocnéni Covid-19, kterd do znacné miry
zkomplikovala odbér nadorovych tkani. Naplanované operace karcinomu slinivky
byly z tohoto dlivodu ¢asto zruseny, nebo prelozeny, tudiz jsme nakonec misto
pavodnich 10 vzorkd ziskali pouze 5. S dalsSim problémem jsme se potykali v dalSim
kroku, a to béhem kultivace. Na zacatku experimentu viceméné jesté neexistoval
Zadny 100 % osvédceny postup nebo protokol pro kultivaci organoidd z nadorové
tkané pankreatu, tudiz jsme ze zac¢atku pouzili médium pro postup pfi
kolorektalnim karcinomu. Ndsledné jsme nasli ¢lanek, kde méli Uspéch v kultivaci
s médiem s Afaminem. Caste¢né jsme vychazeli ze ¢lanku Tiriac et al z roku 2018,

ktery mél 87 % uspésnost pfi kultivaci pankreatickych organoida.

U prvniho vzorku od probanda €. 1 jsme méli problém praveé s rlstem bunék,
jelikoZ zde nedoslo k disociaci organoidu a vzorek byl prakticky nepouzitelny. U
vzorku druhého sice jiz organoidy narostly, avSak po pasazi byl opét problém
s jejich rastem, a proto byl vzorek vyrazen. U tretiho vzorku jsme proto pouzily
nové specialni médium s Afaminem, které mélo zarucit dlouhodobéjsi kultivaci a
tim padem i vétsi Uspéch po pasazich. Avsak organoidy ziskané od probanda ¢. 3
taktéz po kultivaci nerostly, zfrejmé z dlivodu nevhodného vzorku. S dspéchem
jsme se setkali u vzork( 4 a 5, kde uz kultivace byla natolik optimalizovan4, Zze jsme
byli schopni z téchto vzork( vytvofit i parafinové bloky. Rlst organoidi se také u
vzorkud od kazdého pacienta lisil, tudiz jsme vyménu média i pasaz museli

prizpUsobit ke kazdému vzorku zvlast, tak aby kultivace byla co nejvice efektivni.



Béhem prlibéhu naseho experimentu vysel v prosinci 2020 ¢lanek
s protokolem (Establishment of pancreatic organoids from normal tissue and
tumors, Driehuis et al, 2020) pro kultivaci pankreatickych nadorovych organoidd,
jehoz zavérem bylo, Ze pfi dodrzeni jejich protokolu mohou byt organoidni kultury
vytvoreny z primarniho materidlu pacienta s uc¢innosti vyssi nez 70 %. Autordm
této studie se podafilo Uspésné vykultivovat 30 vzork( s organoidy, které byly
nasledné pouzity k prozkoumani translacniho potencidlu technologie organoidd, a
to dvéma zpUsoby. Nejprve byly zavedené organoidy a odpovidajici primarni tkan
histologicky hodnoceny a porovnany s ohledem na molekuldrni charakteristiky.
Zadruhé, po genetické charakterizaci byly organoidy vystaveny radé terapeutickych
¢inidel k identifikaci terapii, které Gcinné usmrcovaly nddorové burky pankreatu.
V protokolu mimo jiné popisuji, Ze se jim organoidy objevily jiz po 2-4 dnech od
prvotniho nasazeni, coz mGzeme potvrdit i u nasi kultivace. Rozdilem vsak bylo to,
Ze provadeéli pasaz bunék az po 14-20 dnech, kdezto my jsme vzorku pasazovali
v priiméru po 10-14 dnech. Dalsim rozdilem také bylo to, Ze my jsme pouZivali
médium s Afaminem, kdeZto v jejich protokolu bylo pouzito jejich vlastni
pfipravené nadorové selektivniho médium branici kontaminaci normalnimi
bunkami. Naopak, taktéz jako my, ve své praci uvedli, Ze rlist kazdého vzorku byl
individualni a lisil se od pacienta. Oproti dalSim pracim jsme také provedli

histologické barveni, jez slouZilo k pfesnéjsSimu priikazu a specifikaci organoid(.



6 ZAVER

Tato prace shrnuje poznatky v oblasti tvorby orgdnovych struktur
z nddorovych bunék, které mohou byt potenciondlné vyuzity pfi Ié¢bé nddoru
pankreatu, a popfipadé dalSich nadorovych onemocnéni. S vyuzitim znalosti, jak
organoidy spravneé kultivovat, jsme schopni vytvofit prostiedi in vitro, které je
potom velmi podobny prostiedi in vivo téchto nador(/organi a mohou zde byt do
jisté miry zohlednény i jejich funkce. Diky témto trojrozmérnym strukturam, které
jsou schopny simulovat plné spektrum pacientova tumoru, ndm umoznuji studium
od raznych biologickych proces(, pres modelovani onemocnéni, az po aplikaci
novych lécebnych postupll pfi personalizované terapii. Organoidy tedy predstavuji
slibny a unikatni model pro budouci, a nebo navazujici studium mechanism

kancerogeneze.

Obrovskou vyhodou organoidu je nejen to, Ze jsou pomérné rychle
generované z chirurgicky resekovanych nador(, ale i to, Ze jsme schopni je
vykultivovat z pomérné malého mnozstvi nadorové tkané pacienta, tudiz nam
poskytuji obrovsky zdroj materialu pro rtiizné pokusy nejen v experimentalni
biologii. Nalezeni optimalnich postup( a spravnost kultivace je v tomto ptipadé
esencialni, o ¢emZ jsem se sama mohla presvédcit v laboratofi, kdy se postupy i
pouZitd média optimalizovaly za pochodu, tak aby vysledna kultivace organoid
byla co nejvice efektivni. PtfestoZe je jejich pfiprava pomérné ndrocna, organoidy
si urcité zaslouzi nejen nasi pozornost, ale i dalsi studium, jelikoZ jejich potencial
jako nadorovych modell je urcité velky a do budoucna by tyto postupy mohly byt

zavedeny tfeba i do klinické praxe.
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