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Abstrakt
Nador se sestava z heterogenni masy bun¢k, které Ize - podobné jako zdravé organy a
tkan¢ lidského téla - rozd¢lit dle morfologickych, funkénich ¢i expresnich hledisek na
jednotlivé bunécné populace. Populaci bun¢k, kterd dava vznik vSem témto bunénym
liniim, oznacujeme jako nddorové kmenové bunky (CSC). Tyto CSC nejen Ze maji
vlastnosti béZznych kmenovych bunék, tj. schopnost sebeobnovy a dat vzniku heterogenni
populaci diferencujicich se bunék, ale jsou zpravidla také nejodolnéjsi subpopulaci
Vv nadoru, kterd je vysoce odolnd viici 1écbe a zplisobuje rezidudlni nemoc. Znalost CSC
biomarkert jednotlivych typt nddort vyznamné zvysi ucinnost 1é¢by, kterd mize byt
skrze tyto biomarkery lépe zacilena. Hledani unikatniho genového otisku pro CSC
jednotlivych nadorovych onemocnéni je umoznéno diky tak zvanym —omickym
pristuptim, zvlasté charakteristice povrchového proteomu bunék, jehoz prostiednictvim
buiika komunikuje s okolim. Dnes je zndmo, ze CSC karcinomu moc¢ového méchyie
exprimuji ve vysokych mnozstvich CD44, CD90 a CDA49f, které jsou pouzivané
K identifikaci téchto bunék, mezi ostatnimi znaky jest¢ jmenujme molekulu CD47

s imunosupresivni funkei.

Abstract
Tumor is composed of a heterogenous mass of cells. Similar to normal healthy organs
and tissues, these can be divided into individual cellular subpopulations according to
morphology, function and expression patterns. A subpopulation of cells that are able to
give rise to all of these cellular lineages is referred to as cancer stem cells (CSC). CSCs
have the capabilities of normal stem cells such as the self-renewal and the ability to give
rise to a heterogenous population of differentiated cells. Usually, this is the most resistant
subpopulation within a tumor, highly non-responsive to therapy. Doing so, they are the
cause of residual disease. Characterisation of CSC markers of individual tumor types is
beneficial since it enables higher therapy efficacy via targeting this cell population. The
-omics approaches to characterisation of the surface proteome bring a broader view into
the field when searching for a unique gene signature of specific cancer stem cell types. It
has been found that these cells can be identified based on the high expression levels of
CD44, CD90 and CD49f. Among other markers, CD47 is an important marker for its

immunosuppressive function.



1 Uvod
Rakovina je celosvétove jednou z Castych ptic¢in umrti, zv1asté v rozvinutych zemich [1].
Podle tkang, ve které se nador utvofil, rozliSujeme nékolik druhii rakovinnych

onemocnéni, mezi nimi naptiklad karcinomy jako nadory epitelidlniho ptivodu.

Karcinom mocového méchyie (BCa, z angl. ,,bladder carcinoma®) patii mezi nejcastejsi
onkologicka onemocnéni na svété. Dle progrese jej lze rozdélit na papilarni neinvazivni
karcinom - NMIBC (asi 80 % piipadi) a svalovinu napadajici karcinom - MIBC (zbylych
20 % ptipadun) [2].

Nador je komplexni heterogenni masa bun¢k, které nesou alespoii n¢které ze zakladnich
znakt. Mezi né patii pietrvavajici signalizace k proliferaci, angiogenezi, unikani
rastovym inhibi¢nim faktoriim, umoznéni neomezeného poctu bunéénych cykll, zvysena
rezistence k bunééné smrti a schopnost bunék se §itit organismem a zpUsobit metastaze.
Dale maji nadory schopnost zménit svilj metabolismus - pfepnout na aerobni glykolyzu
(Warburgtiv efekt). Nestabilni genom produkujici velké mnozstvi mutaci jim poskytuje
rizné strategie Giniku pfed kontrolou imunitnim systémem a schopnost jim manipulovat.
Nédorové builky vytvaii ve svém okoli mikroprostfedi specifické pravé pro
transformované bunky [3]. V bufice, ktera prochazi nadorovou transformaci, dochazi
k mnoha procesiim a zménam na molekularni Grovni, pfedev§im se jedna o ptestavbu
cytoskeletu bunky, ktery je zodpovédny za jeji morfologii a motilitu, ptikladem takového
procesu miize byt tzv. epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT), pfeména pivodniho
epitelu na mesenchymalni buiky, které jsou rezistentni vii¢i pro-apoptotickym signaliim
a schopné invaze [4]. EMT je jednim z moznych zpisobi vzniku nadorovych kmenovych

bungk [5], [6] nebot’ béhem né&j burika piechazi do ,,vice kmenového* stavu.

Morfologie nadorovych bunék i jimi specificky exprimované molekuly ukazuji, Ze nador
napodobuje stavbu zdravé tkang, z niZ je odvozen. To znamena, Ze se nejedna o uniformni

hmotu, ale o heterogenni, organizovanou populaci [7] [8].

Jiz v 70. letech potvrdili Mackillop a kol. [7] a Buick a kol. [9], Ze karcinom je tvoien
subpopulacemi bun¢k s odliSnymi charakteristikami. Pouze frakce nadorovych bun¢k
byla schopna na agarovych a methylcelul6zovych substratech vytvoftit kolonie. Schopnost
rustu téchto bunék bez adheze k povrchu, ktera je prokazana formaci sferoidui a je znakem
jejich kmenovosti, potvrdila platnost teorie nadorovych kmenovych bunék (CSC) i pro

BCa. CSC jsou bunky, které maji schopnost asymetrického déleni — daji vznik jak
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kmenové bunce, tak bunce, ktera se bude dale diferencovat do riznych nadorovych

bunéénych subtypt. CSC jsou zodpoveédné za komplexitu nadoru [10].

CSC diky své odolnosti piezivaji konvenéni radioterapii a chemoterapii [11], napiiklad
diky expresi ABC (ATP Binding Cassette) transportért, které buiiku zbavuji toxinii. Tyto
buiiky jsou izolovany jako tzv. ,,side-population®, soubor bun¢k, které se dokazi zbavit

barviva Hoechst 33342.

CSC svou rezistenci zpusobuji opakované nalezy nadort u tychz pacienti. Studium
povrchového fenotypu CSC si klade za cil odhalit unikatni molekuldrni biomarkery pro
CSC u konkrétnich typ nadorti, coZ umozni zvysit ucinnost 1écby skrze cileni na tyto
bunécéné populace. U BCa se miize naptiklad jednat o blokovani povrchové molekuly

CDA47, které umozni zneSkodnéni CSC imunitnim systémem [12].

Pti znalosti specifickych znakl lze izolovat CSC tfidénim fluorescen¢né znacenych
bunék na zakladé exprese téchto biomarkert, nebo lze izolovat CSC pravé jako ,,side
population®. Nasledn¢ je potieba ovEfit tumorigenni potencial ziskané populace. Nejlepsi
test schopnosti indukovat nador je implantace do imunokompromitovaného in Vvivo

modelu, u BCa nejcastéji do NSG mysiho kmene.

Celogenomové studie snaslednym statistickym zpracovanim dnes umoznuji plos$né
studovat povrchové i intracelularni charakteristiky bunék a zaznamenavat trendy
objevujici se s postupem onemocnéni. Studie transkriptomu, proteomu a expresnich
V soucasnosti zname expresni profily riiznych druhli karcinomu mocového méchyie, na
jejichz zakladé dokazeme predpovidat vyvoj onemocnéni [15], subpopulace CSC u
tohoto onemocnéni vSak jeSté€ neni komplexné charakterizovana. Ta by méla byt popsana
pomoci genového otisku (z anglického ,,gene signature®), tedy souboru geni, které svou

expresi odliSuji tuto populaci od ostatnich.

Povrch kazdé bunky je po celou dobu jeji existence spolu se sekretomem vyznamnym
mistem komunikace buniky s prostfedim. Molekuly prezentované na povrchu bunky
podavaji zasadni informaci buiikdm imunitniho systému. Jejich pfipadna aktivace ¢i
tolerance je urCovéana timto signidlem. Tok informaci pfes membranu vSak bézi
obousmérné. Membrana obsahuje receptory, Casto spojené s intracelularnimi kinazami
nebo fosfatazami, které jsou soucdsti signalizac¢nich kaskad ptfenaSejicich piijatou

informaci az do jadra [16].



Povrch bunky je proto nesmirn¢ cennym zdrojem informaci o buiice jako takové a o
déjich, které v ni probihaji. Zaroven je jako jeji vnéjsi vrstva nejptistupnéjsi ¢asti jak pro
vyzkum, tak pro lécebné ucely. Znalost povrchového fenotypu CSC je proto pro dalsi

vyvoj novych 1é¢ebnych postupti a prostiedka zasadni [14] [17].

V soucasné dobé se vyzkumu BCa CSC, tedy kmenovych bun¢k karcinomu mocového
méchyte, vénuje mnoho vyzkumnych tyml. Mezi nejvyznamnéjsi patii skupina ze
Stanfordské univerzity (USA), vjejimz d&ele stoji Irving Weissman, dale tym
z Medicinského centra John Hopkins v Baltimore (USA) pod vedenim Xiaobing He a
skupina pod vedenim Garret Dancik z University of Colorado. Z evropskych center
jmenujme Laboratot klinické biochemie na univerzité v Aarhus (Dansko), kterou vede

Lars Dyrskjet.

2 Heterogenita bunék lidskych nador(

Inspirovan studiemi normdlnich a leukemickych kmenovych bun¢k provadél R. N. Buick
a kol. v sedmdesatych letech pokusy s butikami z biopsii a vyplachti mocového méchyie
pacientl trpicich karcinomem. Prokézal, Ze frakce nadoru je schopna rist bez ptichyceni
k pevnému podkladu [9]. Bunky takto vybavené jsou mobilni a mohou se dostat

vaskulaturou do krve jako tzv. cirkulujici nadorové buriky.

Dle morfologie 1ze rozdélit buiiky zdravého urotelu na malé kulaté bunky nasedajici na
bazalni laminu, podlouhlé buiiky, u kterych nebyla zjisténa aktivni alkalickéd fosfataza,
tvofi stfedni vrstvu polygonélnich bun¢k (cca 60 % bunék), a nejvétsi bunky tvofici
superficium urotelu, tzv. umbrella cells (viz Obr. 1). Asi 10 % bazéalnich bunck lze
klasifikovat jako kmenové bunky. Mezi jejich nejvyznamnégjSi biomarkery patii

integrin f4, KRT 14 a p63 [18].

,Umbrella® buiiky — [

Intermedidlni buniky

Bazalni bunky




V neoplastickém urotelu byly v souladu s pfedchozim zjistény dva typy bunék —malé
kulaté, obsahujici aktivni alkalickou fosfatazu (stejn¢ jako kmenové builkky normélniho
urotelu), a velké podlouhlé, které mély nepatrné odliSnou morfologii od zdravého urotelu
(podlouhlejsi). Velké superficidlni buiiky byly nalezeny jen v malém mnoZzstvi a jejich
charakteristika se neshodovala se znaky zdravé tkan€. Vzorky neoplastického urotelu
vysazené na plotny opét mély na rozdil od zdravé tkan¢ schopnost tvofit kolonie bez
ptilnuti k podkladu [7], coz znamena, Ze buiiky jsou mobilni a schopné tvofit metastaze.
7da se tedy, ze nador mimikuje stavbu normalni neposkozené tkané [20] [8]. Naptiklad
cytokeratiny jsou rodina proteini, na zaklad¢ jejichz exprese Ize stratifikovat zdravy i
nadorem postizeny urotel. Zastoupeni ruznych druhii cytokeratind v proteomu je pro
rakovinné bunky charakteristickym a stalym znakem, ¢asto dochazi k vzajemné vylu¢né
expresi jejich riznych druhi [14]. Zatimco pro bazalni vrstvu bunék je charakteristicka
exprese KRT 17, ktery je u nadorovych bun¢k navySen a vyskytuje se u 60 % z nich,
v superficialni ¢asti urotelu je exprimovan KRT18 [21]. KRT 20 je také znakem
,umbrella cells“. Exprese KRT20 je vzéjemné vylucna s expresi KRTS, ktery je naopak

pravé biomarkerem bazalnich bunék urotelu [14].

Nador se sklada znadorovych kmenovych bun¢k a znich odvozenych bunék
diferencovanych. Stupen diferenciace nadoru je dilezitym prognostickym znakem, nebot’

Z n¢j lze usuzovat na jeho pokrocilost a stadium [22].

Mimo tyto typy bunck se v nddoru vyskytuji charakteristické fibroblasty, tzv. CAF
(cancer associated fibroblast), které maji podil na vytvateni lokalniho prostfedi vhodného
pro rist nadoru. Zatim ne uplné zndmymi mechanismy kooperuji s nddorovymi bunikami,

predevs§im s CSC, které dokazi atrahovat, a podporuji jejich rist a invazi [23].

Nadorové mikroprostredi je vytvareno vedle CAF také tak zvanym nadorovym stroma,
tedy buitkami v tésném okoli nadoru. Ty mohou produkci chemokinii do mista nadoru
pfitahovat buniky imunitniho systému. Infiltrace imunitnich bunék je asociovana se
Spatnou prognozou a vysokou navratnosti onemocnéni jak u BCa, tak naptiklad u

karcinomu prsu [24] [16].

2.1  Onkogenni teorie a vlastnosti nddorovych bunék
Navzdory Sirokému spektru buné€k interagujicich v naddoru lze charakterizovat vlastni
nadorové bunky nékolika zdkladnimi vlastnostmi (viz Obr. 2). Zpravidla dokazi

produkovat rastové faktory, které parakrinné ¢i autokrinné stimuluji jejich povrchové



wrwve

receptory pro tyto molekuly. Proliferacni aktivita téchto buné€k je zpravidla zaptic¢inéna i
mutantnimi variantami signalnich drah. Podobné dokazi ovlivnit okolni zdravé bunky a
donutit je fungovat k prospéchu nadoru. Ptikladem je produkce SHH, ktera je bézna ve
zdravém urotelu a ¢asnych fazich nadoru. Okolni bunky pfijimaji tento signal a jako
odpovéd’ produkuji diferenciacni faktory. U invazivnich forem BCa se hladina SHH
snizuje a urotel se nediferencuje. Je prokazano, ze zablokovanim odpovédi na Shh

signalizaci dojde ke zhor$ené prognoze onemocnéni u mysich modela [25].

Pretrvavajici Odoldvajl
signal k spoustécim
proliferaci apoptézy
Replikaéni Unikéni
imortalita ristovym
\ f inhibitoriim
Sireni do Deregulace
tkania P > energetiky
metastaze burikv
'Nes‘tabilm’
Zanétlivé
genom,
mikroprostfedi ﬂ mutace
Unik Indukuji vznik

pred IS vaskulatury

Déle Hannahan a Weinberg popisuji schopnost metabolického obratu na aerobni
glykolyzu (tzv. Warburgiiv efekt) a schopnost vyhybat se atakiim imunitniho systému.
Obé tyto unikatni vlastnosti vyznamné pfispivaji k vytvareni nadorového mikroprostiedi

a tak k zajisténi vhodnych podminek pro jeho rozvoj [3].

2.2 EMT

Mezi ostatnimi znaky se vénujme sniZeni exprese ¢i inaktivujici mutaci E-kadherinu,
které jsou v karcinomech bézné. E-kadherin je zékladni zprosttedkovatel bunécné adheze,
jehoz absence umoziuje nezavislost na piilnuti k podkladu (bazalni lamin€) a umoziuje
tak pronikani do novych tkéni. Tyto zmény jsou soucésti procesu zvaného epitelidlng-
mesenchymalni tranzice (EMT), ktery je ¢astym doprovodnym znakem nédoru. Tento

transdiferenciac¢ni proces se bézné v téle odehrava pfi hojeni, kdy dochézi ke zméné

wrwe



jako naptiklad TGF-B. Déle dochazi ke zvySeni produkce vimentinu, fibronectinu a N-
kadherinu. Naopak snizena produkce E-kadherinu umozni buiice rozruSeni adherens
junctions a zménu morfologie. U BCa se mesenchymalni fenotyp vyskytuje hlavné
u MIBC. EMT je jeden z moznych zptusobu vzniku CSC (viz 4.1 Pavod CSC) [26] [27].
Transdiferenciaci v mesenchymalni typ bunky se také zvySuje jeji motilita a vznika

migratorni BCa CSC, coz umoznuje Sifeni BCa CSC v téle a vznik metastazi [28].

3 Karcinomy

Nadorova onemocnéni nejriiznéjsi klasifikace jsou ¢astou ptricinou umrti v rozvojovych i
ve vyvinutych zemich. Podle celosvétovych statistik bylo v roce 2002 zaznamenano 10,9
milionu novych pfipadii a 6,7 milionu téchto onemocnéni bylo fatalnich [29]. V roce 2012
doslo k nariistu na 8,2 milionu tmrti a bylo odhadovano 14,1 milionu novych ptipada
rakoviny [30]. Pro srovnani, dle Svétové Zdravotnické Organizace (WHO) byla v témze
roce nejéastéjsi pricinou smrti ischemicka choroba srde¢ni, zodpovédna za 7,4 milionu
umrti, tedy méné, nez nadorova onemocnéni v souhrnu [1]. Nadory jsou stale aktualni
hrozbou a jejich vyzkum je prioritou mnoha center po celém svété. Ackoliv 57 %
nadorovych onemocnéni se ve svétovém meétitku vyskytuje v rozvojovych zemich,
V pfepoctu na obyvatele hrozi vyssi riziko rakoviny v zemich rozvinutych. Se zvySujici
se zivotni urovni a prodluzujici se délkou zivota lze ocekavat nartst vyskytu rakoviny i

Vv méné rozvinutych zemich. Rizikové skupiny jsou vSak specifické pro jednotlivé typy

nadori [30].

3.1 Karcinom mocového méchyre

Tato prace se zabyva pfedevsim karcinomy, zejména karcinomem mocového méchyie.
Vyskyt BCa je nejhojnéjsi predevsim ve vyspélych castech svéta, tj. v Evropé, Severni
Americe, zapadni Asii a severni Casti Afriky. V roce 2012 pribylo 429 800 piipadu,
165 100 bylo fatalnich. V porovnani se statistikami z roku 2002 ma ptibytek BCa
Vv pritbéhu let rostouci tendenci. Rizikovou skupinou jsou kutéci, navic se BCa vyskytuje

piedevsim u muza [30].

3.1.1 Molekularni charakteristika BCa
Projekt The Cancer Genome Atlas (TCGA) stanovil na zdklad¢ analyzy DNA a RNA,
expresnich hladin proteinti a epigenetickych zmén 12 zékladnich druhti rakoviny dle

tkang, ve které doslo k rozvoji onemocnéni. Tyto druhy jsou déleny do dalSich subtypt.



Charakteristika rakoviny zavisi nejen na tkani ptivodu, ale také na vlastnostech bunék, ze
kterych je nador odvozen. Jako vSechny tkan€ je nddorova hmota odvozena z kmenovych
bun¢k (CSC). Pravé jejich charakterizace a studium jsou nezbytné, abychom ziskali
komplexni pohled na interakce, které se v nadoru odehravaji. Proto Hoadley a kol. v roce
2014 piedstavili novou klasifikaci nadorovych onemocnéni opirajici se (spiSe nez o tkan
pivodu) o genomické rysy (mutace, snizena ¢i zvySend exprese jistého znaku). Byly
provedeny genomické studie 3527 vzorkli, mezi nimiz bylo zastoupeno vsech 12
puvodnich typi onemocnéni. Naslednd statisticka zpracovani byla provedena tak, aby
brala v potaz nasobné analyzy genomu vzorki, které dale fadila do skupin dle nalezenych
shod. Studie byla provedena na zaklad¢ tzv. COCA Kklasifikace (Cluster Of Clusters
Assignment), tedy ndsobné analyzy, ktera jako data pro druhou analyzu pouziva vysledky
ziskané z prvniho roztfidéni nddorli a na jejich zdklad€ pieorganizovdva plvodni
klasifikaci. COCA umozZiiuje porovnat vystupy ziskané z analytickych studii
sestavujicich klasifikaci na zaklad¢ riznych typt dat (mRNA-Seq, miRNA-Seq, DNA
methylace, pocet kopii DNA, proteinova exprese, somatické bodové mutace). Takto bylo
urceno 11 typil nadort, z nichZ pouze 5 odpovidalo piivodnimu TCGA déleni. Ostatnich
6 skupin obsahuje nadory zruznych tkani (konverguji), nebo jsou naopak subtypy
puvodni TCGA Kklasifikace zaraditelné do vice COCA skupin (diverguji) [31].

Jako ptiklad konvergence slouzi skupina skvamoéznich nadord mocového méchyie
(BLCA), hlavy a krku (HNSC) a karcinom plic (LUSC), které tvoti dohromady jednu
obsahlou COCA skupinu oznacovanou jako C2-skvamoézni. Tato onemocnéni sdili fadu

spole¢nych molekularnich znaki (mezi nimi zvySenou expresi TP63, PIK3CA a SOX2),
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Cl- C2- C3- C4- C5- C6- C7- C8- C9- Cl10- Cl1 12 Cl13-
LUAD | skvamézni | BRCA, | BRCA, | KIRC | UCEC | COAD/READ | BLCA ov GBM AML
luminalni | bazalni
BLCA BLCA BLCA | BLCA | BLCA | BLCA BLCA BLCA | BLCA | BLCA | BLCA | BLCA | BLCA

.g§ | BRCA BRCA BRCA | BRCA | BRCA | BRCA BRCA BRCA | BRCA | BRCA | BRCA | BRCA | BRCA
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E HNSC HNSC HNSC | HNSC | HNSC | HNSC HNSC HNSC | HNSC | HNSC | HNSC | HNSC | HNSC
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:g GBM GBM GBM GBM | GEM | GBM GBM GBM | GBM | GBM | GBM GBM | GBM
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Naproti tomu nejvyssi diverzita byla zjisténa u BCa, ktery byl zastoupen v 7 z 11 skupin,
ale spada predevsim do 3 COCA skupin: C2 skvamoézni, dale do skupiny plicnich
adenokarcinomi C1 a nejcetnéjsi skupiny C8 nadorti vyskytujicich se pouze v mocovém
meéchyfi. U skupiny C8 je vétSinové zvysSend exprese transmembranového receptoru
HER?2, ktery je vyznamnym proonkogennim regulatorem bunécného cyklu. Naproti tomu
C2 BCa se vyznaCuji znaky EMT - nizka hladina E-kadherinu, vysoka hladina
fibronektinu a N-kadherinu (viz 2.2 EMT) [31]. Inverzni exprese téchto adhezivnich
molekul a receptoru HER2 je podle mého nazoru voditkem poukazujicim na odlisny
puvod téchto subtypt BCa a tudiz i jejich odlisny vyvoj. Probihajici EMT v kategorii C2
je moznym zdrojem BCa CSC, zatimco v jinych skupinach nebyly tyto znaky nalezeny a

jejich BCa CSC tak pravdépodobné vznikaji jinym procesem (viz 4.1 Piivod CSC).

Ac se COCA Kklasifikace od tissue-of-origin lisi jen v 10 % piipadd, jeji zohlednéni pfi

analyze klinickych dat umoznuje ptesnéjsi predikci vyvoje karcinomu [31].

Dalsi studie (NBS, network-based stratification, tedy metoda umoziujici ¢lenéni nadora
na zakladé podobnosti mutovanych oblasti) z roku 2015 pracuje s 3299 vzorky z 12

TCGA typt [32]. Za cil si vytycila uspofadat nadorova onemocnéni do skupin na zakladé



molekularni podoby a poctu pfezivsich pacientli, coz autofi shledali jako nedostate¢né
zohlednéné u Hoadley a kol. [31]. Na zakladé¢ pritomnosti hypermethylace, zmény poc¢tu
kopii ¢i somatické mutace byly nadory rozdéleny do 3 zékladnich skupin. Dale byly
déleny druhy genetickych a epigenetickych zmén podle toho, co ovliviiuji (fosforylace,
bunécna adheze, remodelace chromatinu) a aplikaci NBS na tato data byly nadory
rozdéleny do 9 skupin, které nezohlednuji tkan ptvodu nadoru. Tyto skupiny jsou
vzhledem k TCGA klasifikaci vice heterogenni. Ackoliv skupina 4 se sklada predevsim
ze zastupci BRCA a skupina 5 z KIRC, ostatni skupiny zahrnuji zéstupce vice TCGA
typt. BLCA je nejhojnéji zastoupen ve skupinach 1 (11 %), 3 (22 %), 7 (33 %) a 9 (14 %),
ve skupiné €. 5 neni zastoupen vubec [32], coZ je rozdilné oproti zjisténi Hoadley a kol.,
kde je BLCA zastoupen ve stejné skupiné jako KIRC (viz Tab. 2). Na druhou stranu
podobné jako v Hoadley a kol. je zde BLCA asociovan ve skupiné ¢. 7s HNSC a LUSC.
Pojitkem této skupiny je delece na chromozomu 9p21, kvili niz dochazi mimo jiné
k deleci tumor-supresorovych cyklin-dependentnich kinaz 2A a 2B.

Tab. 2. Srovnani COCA a NBS klasifikace s ohledem na tkan ptvodu.

Tabulky ukazuji TCGA subtypy, barevné jsou v nich rozliSeny skupiny nalezené Liu a kol.
(horni graf) a Hoadley a kol. (spodni graf).

The 9 pan-cancer subgroups =1 52 =3 54 =5 =6 af =8 =8

79992288882

BLCA BRCA COAD ey HNSC KIRC LAML LUAD LUSC OV UCEC

¥ 8

198282283

The subtypes in Hoadley efal. wf =2 =3 w4 u5 26 =7 =28 =9 =10 =11 =12 =13
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Tato NBS klasifikace se vice 1isi od puvodni TCGA klasifikace nez COCA Kklasifikace
(viz Tab. 2). Ptesto se ¢lenéni podle NBS shoduje s klinickymi daty. Proto mtize byt
takova klasifikace uzite¢na pifi hledani genomickych a epigenetickych zmén béhem
kancerogeneze, nebot’ vice zohlednuje molekularni podstatu, a¢ nezanedbava klinicky
vystup. Specificky pro BCa mi pfijde tato klasifikace vyznamna proto, ze déli BCa do 8
kategorii (na rozdil od COCA, kde je BCa zastoupen sice v 7 skupinach, ale 2 z nich byly
pro nizky pocet reprezentantii vyrazeny) a zohlednuje tak vysokou heterogenitu BCa.

Pomoci NBS klasifikace tak dokédzeme rozeznat vice subtypt onemocnéni BCa.

Jind studie provedend Zhong a kol. porovnavala vysledky ziskané celo-exomovym
sekvenovanim s témi z analyzy pouze setu genti (kombinované s NBS). Ukézalo se, ze
analyzou mén¢ dat, tedy geni v setech FoundationOne (240 genti), PanCan (127) and
TruSeq (48), Ize ziskat ptesnéjsi informace pro predikci dalsiho vyvoje, bereme-li v potaz
i klinickd data [33], coz je pfistup odlisny od ptedchozi COCA Kklasifikace, ktera
shromazd’uje data z5 -omickych platforem. Bohuzel Zhong a kol. zkoumal vyznam
téchto setd gentll jakozto predikénich biomarkerti pouze pro CRC, HNSC, KIRC, LUAD
a UCEC, jeho platnost pro BCa tedy neni ovéiena. Tento objev ma piinos ptedevsim pro

Kliniku.

O ptvodni TCGA Kklasifikaci se také opira studie z roku 2015 Martinez-Ledesma a kol.,
ktera stanovila sadu genl, na zaklad¢ jejichz exprese lze predikovat fatalnost
onemocnéni. Kombinaci NBS s Coxovym testem autoii vyty¢ili soubor 41 gent
s predikéni hodnotou. Bohuzel je tento nastroj aplikovatelny na nékteré druhy nadord
pouze somezenou platnosti, statisticky mald shoda mezi charakteristickou expresi
zjiSténych biomarkert a klinickym vystupem byla nalezena naptiklad u OV. Naproti tomu
pro BCa a COAD/READ byly tyto biomarkery (SMAD2, RUNX2, ABTB1, ST5,
CEBPB, SETDBI1, CEBPG) zjistény jako velmi prediktivni. Tzv. C-index poslednich
dvou jmenovanych byl téméf roven 1, coZ znamena vysokou shodu mezi vypoctenym

rizikem onemocnéni a klinickym vysledkem [34].
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Pokud jsou znamy expresni profily a jejich odliSnost v rdmci riznych stadii a typti nadoru,
1ze tak rychle a ptesn¢ klasifikovat vzorek. K rozliSeni povrchového karcinomu urotelu,
karcinomu skvamoznich bunék a karcinomu urotelu s diferenciovanymi skvamo6znimi
bunkami existuji rizné sety znaku [35]. Karcinomu skvamoéznich bunék je
charakterizovan jako pozitivni pro KRT14 a desmoglein-3 a zaroven negativni pro
GATA3, uroplakin IIT a SI00P, naproti tomu karcinom ptechodného urotelu se jevi jako
GATAZ3", uroplakin 11", v pfipadech pokro¢ilého stadia a invaze do lamina propria byla
zaznamenana i pozitivita pro KRT14 [35]. Uroplakiny jakoZzto proteiny zodpovédné za
tvorbu tzv. urotelialnich plakt, které se podili na soudrznosti urotelu a znemoziuji
bakterialni invazi skrz tkan, jsou pro BCa typické. Analyza RNA v BCa buiikéch ukézala,
ze ,,umbrella cells* specificky exprimuji kromé uroplakinu III také uroplakiny la a II.

Naproti tomu uroplakin Ib je pfitomen ve vSech bunikach urotelu [36].

Spojenim laboratornich dat s klinickymi Ize statistickou analyzou ovéfit platnost
nalezenych znaku a jejich vyznam v prognostice in vivo. Tak byl napiiklad nalezen 12-
genovy expresni profil charakteristicky pro predikci vyvoje NMIBC [37]. Porovnanim
profili nadord ze 17 pacientii byl sestaven soubor 88 gentl, jejichZ exprese se mezi
jednotlivymi vzorky nejvice liSila. Analyzou téchto 88 genti u 115 vzorkd BCa bylo
objeveno 12 gend (z nich jmenujme alespon deregulaci tumor-supresorové cyklin-
dependentni kinazy 25b, zvySenou expresi COL4Al a COL18AL, a sniZenou expresi
COLA4ASBP, jehoz exprese je charakteristicka pro bunky pfezivajici chemoterapie), které
v 82 % piipada dokazaly urcit, zda dojde k progresi do MIBC.

Expresni data neposkytuji pouze informace o odliSnosti riznych linii, ale analyzou vice
dat Ize urcit naopak i obecné znaky a trendy daného onemocnéni. Tak bylo zji§téno 831
genl diferencidlné exprimovanych v karcinomech mocového méchyie. Produkce 33
proteinti byla oproti normalni tkani zvySena, u 85 gend byla naopak snizena [38]. U
pokroc¢ilého BCa byla navic podobné jako v piedchozi studii zvysena produkce ubikvitin-

konjugacniho enzymu UBE2, dédle kmenového znaku SOX2.

3.1.2 Diagnostickd stadia

Klinika rozliSuje 3 zakladni typy BCa. Nejmirnéjsi a nejcastéjsi formou je svalovinu
nenapadajici, povrchovy karcinom, angl. non-muscle-invasive BCa (NMIBC). Tato
forma onemocnéni se eradikuje hlavné transurethralni resekci (TUR, tj. odstranéni

tumoru skrz urethru), nebo vakcinaci pomoci bacillus Calmette-Guérin. V pokrocilejsich
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stadiich i cystektomicky. NMIBC se ¢asto postupné vyvine do ,,muscle-invasive® BCa

(MIBC) - formy, ktera prorustda do svalové vrstvy mocového méchyie. MIBC je

v

vewr

morfologickych typl bun¢k a Casto tvofi metastaze v plicich a v jatrech. NejkritictejSim
typem BCa je lokalné pokrocila, metastatickd BCa, jejiz 1écba vyzaduje taktéz

chemoterapii spolu s radikalni cystektomii [39].

Pro tzv. staging, tedy uréovani stupné nadoru, se pouziva jak materidl odebrany pomoci
TUR, tak pozorovani tkané¢ pomoci magnetické rezonance (MRI) a tomografie (CT),
pfedev§im se zaméfenim na svalovinu, jejiz poskozeni naddorem je znamenim jeho
pokrocilého stadia [39]. Podle diferenciace nadorovych bunék (,,grading®) rozlisujeme 3
stupné: stupenn 1, kdy jsou bunky diferencované, stupeni 2 a stupen 3 u kterych postupné

diferencovanost bun¢k klesa [40].

Podle klasické nomenklatury oznacujeme jako pTO fazi nadoru, ktera nejevi znamky
residudlni nemoci. pTa je oznafeni pro neinvazivni papilarni nador, ktery nenapada
lamina propria. pT1 je charakterizovan prinikem do lamina propria, ale nikoliv do
svaloviny. Tyto 3 podskupiny spadaji do kategorie superficialnich nadort, zatimco
nasledujici jsou nadory invazivnimi. Nador klasifikovany jako pT2 pronikd do svaloviny,

dochazi k napadeni ptilehlych organd [2].

3.1.2.1 Laboratorni diagnostika

Odhaduje se, Zze 35-48 % ptipadi BCa zasahujiciho lamina propria (pT1) ptejde
v prubéhu 3 let do invazivni formy [41]. Pomoci RNA sekvenace zkoumajici dohromady
5561 genti byl zjistén genovy otisk, pomoci kterého I1ze od sebe rozeznat progresivni a
neprogresivni formu BCa. Zjistény profil se skladal z 80 gent se zvySenou a 101 gent se
sniZzenou expresi V progresivnim pT1 oproti neprogresivnimu. Mezi geny se zvySenou
expresi patii napiiklad histon-deacetyldza HDACS a vaskularni epitelialni rastovy faktor
VEGFA. Naopak snizena exprese byla zaznamenana u kaspazy CASP8, kinazy MAP3K
a glykoproteinu CD44, jehoz vysoka hladina je znakem BCa CSC. To znamena, ze
zastoupeni CSC s progresi nadoru klesa. Charakteristicka exprese byla zjiSténa u gent

ovlivitujicich bunéény cyklus a adhezi [15], coZ je logické, protoZze pronikani do nové
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niky vyzaduje rust stavajiciho nadoru i schopnost migrace do svaloviny Na zaklad¢

molekularni charakteristiky tedy Ize ptedvidat vyvoj onemocnéni.

4  N&adorové kmenové burky

CSC maji podobné charakteristiky jako normalni kmenové buiky zdravych tkani [20]
[42]. Mezi dalsi vlastnosti nadorovych kmenovych bunék patii zvysena resistence ke
konvenénim chemoterapiim, jejiz pfimy dusledek se v klinické praxi projevuje

opakovanym vyskytem onemocnéni u daného pacienta, tzv. rezidualni nemoci [43].

Nédorové kmenové bunky maji v literatufe mnoho nazvi, nejcastéji jsou zminovany jako
,cancer stem cells* (CSC) [44]. Nékteré studie je oznacuji jako ,,tumor inducing cells*
(TIC) [14], progenitorové nadorové buiky [13]. V této praci se drzim obecného znaceni
CSC, pripadné¢ BCa CSC (bladder carcinoma-cancer stem cell) pro CSC nadoru

mocového méchyte.

4.1 Plvod CSC

Existuje vice teorii o pivodu nadorovych kmenovych bunék. Protoze z podstaty CSC se
jedné o nediferencované buriky, jedna z moznosti pracuje s myslenkou dediferenciace jiz
jednou diferencovanych bunék v dané tkani. Tato teorie se zakladd na experimentech
prokazujicich, ze vhodnou manipulaci Ize buiiku dostat do stavu pluripotence, vznikaji
tzv. IPC (induced pluripotent cell) [45]. In vitro je prokazano, ze indukovanou expresi
telomerazy hTERT, mutantni variantou H-RasV12 a SV40 Large-T (LT) a Small-T (ST)
antigend, které jsou zodpovédné za inhibici tumorsupresorovych drah p53 a pRB, lze
fibroblasty transformovat na bunky nesouci vlastnosti CSC [46]. In vivo se pak mlze

jednat o jiz zminény transdiferenciaéni proces EMT (viz 2.2 EMT).

Hlavnim mechanismem vzniku CSC a tedy 1 celého karcinomu jsou vSak mutace.
Soucasné poznatky vedou k tomu, Ze mutaci bazalnich kmenovych bunék urotelu vznikaji
BCa CSC pouze svalovinu napadajiciho karcinomu, zatimco superficialni BCa vznika

z CSC, které jsou mutacemi odvozené od ,,umbrella cells* [13].

Klonalni pivod nadoru potvrzuje studie z roku 2012, ktera sekvenaci 66 jednotlivych
bun¢k pochazejicich z 1 MIBC piechodnych bungk zjistila, ze v tomto piipadé bunky
opravdu mély spolecného predka. Zarovei se ukazalo, Ze néasledny vyvoj nadoru vedl u
téchto bunék k rliznym mutacnim zménam, podle kterych je bylo mozné rozdélit na dvé

nasledné subpopulace [47].
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4.2  Vyznam CSC pro cileni |écby

CSC vytvati celou komplexni hmotu nadoru. V kombinaci s EMT jsou dokonce
V navaznosti na invazi nadoru do novych nik zodpovédné za tvorbu metastdzi a jsou
nejodolnéjsi ¢asti nadoru [27, 44]. Pii uplné eradikaci CSC u pacienta lze pfedpokladat,
ze dojde ke sniZeni rizika minimalni rezidualni nemoci, kterou zptisobuji prave rezidudlni
CSC [11]. Neptima i ptima eradikace bun¢k nesoucich nadorové biomarkery u
melanomu a hepatocelularniho karcinomu vedouci k zastaveni riistu nadoru tyto
mySlenky potvrdilo [48]. Podobné snahy byly vyvinuty i u BCa - napiiklad zvySeni miry
apoptdzy u CD44" BCa CSC vedlo k eliminaci nadora [49]. Jiny zptsob vyuziti znalosti
BCa CSC k jejich eliminaci nabizi terapeuticka blokace molekuly CD47, ktera je na CSC
exprimovand ve vétsi mife, ¢imZ je umoZznéna fagocytdoza CSC imunitnim systémem

pacienta (viz 6.2.2 CD44" buriky indukujici nador)[14].

5 Metody studia CSC a jejich povrchovych znaku

Jednim ze zplsobil izolace potencidlnich nddorovych kmenovych bunék je izolace na
zakladé podobnosti s urotelialnimi kmenovymi bunikami [50] [20], se kterymi je spojuje
naptiklad exprese proteinu p63 [51] a nekterych embryonalnich kmenovych proteint
(NANOG, NOTCH1, SOX2) [44]. Kmenovost takto vyClenénych populaci bunék je
ovéfovana implantaci do Zivych imunokompromitovanych organismi, nebo

pozorovanim tvorby sferoidd [52].

Dals$i moznosti je izolace ,,side population® (SP) a jeji nasledna charakterizace na
molekularni trovni. Tyto buiikky maji transmembranové prenaSece obsahujici ATP-
vazebnou a transmembranovou doménu, které jim umoziuji prenos latky pfes membranu.
Slouzi jako ,,drug-efflux® transportéry, zbavuji bunky latek pro né Skodlivych. Za
patologickych stavli bunku zbavuji 1€kd, ¢imz zajistuji preziti nadorové populace. Tak
buiiky odolavaji bézn€ pouzivanym chemoterapeutikiim (napiiklad doxorubicin nebo
paclitaxel [11]). Pravé bunky takto izolované byvaji obohaceny o vlastnosti kmenovych
bunék [44] a o kmenové proteiny (Nanog, Notchl, SOX2) [44].

Na zéklad¢ ptedchozich vyzkuml 1ze pro jednotlivé typy nadori sestavit soubor
protilatek [35], [21], které jsou VvV populaci naseho zajmu specificky exprimované.
Protilatkou obarvené vzorky jsou zkoumany fluorescen¢ni mikroskopii. Takt lze ziskat
informaci nejen o tom, zda dochézi k expresi pfedem vybraného znaku, ale také o jeho

lokalizaci v ramci nadoru ¢i organu.
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Po ptfevedeni tkan¢ na jednobunécnou suspenzi lze fluorescenéné znacené bunky tridit
pomoci FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting). Populace nesouci urcity znak

dokézeme ziskat pfesn¢ vytiidéné a tedy uniformni a zaroven je mtizeme kvantifikovat

[36], [14].

Po izolaci populace nasecho zajmu je tfeba ovéfit, Ze se opravdu jedna o bunky

s kmenovymi vlastnostmi. To Ize potvrdit nékolika zpiisoby:

5.1 In-vitro sferoidy

Mezi nejbéznéjsi zpiisoby oveétfovani schopnosti vytvorit komplexni nador patii zkoumani
3D sferoidu, které vznikaji mnozenim a diferenciaci progenitorovych bunék. EXistuje
mnoho zptsobtl vysevu CSC a péstovani riznych druht sferoidi, pro vyzkum CSC znakt
je podstatné znat fenotyp bun€k, ze kterych je odvozen dany sferoid. Proto je vyhodny
vysev po 1 buiice, tak je zachovana klonalita jednotlivych sferoidt. Pro spravny rist se
pouzivaji tzv. média kmenovych bunc¢k obohacend naptiklad o epidermélni a
fibroblastovy rustovy faktor [52]. Ac¢koliv je metoda zkoumajici sferoidy snadna, jedna
se pouze o in-vitro experiment. Podle neurologickych studii tato metoda nadsazuje pocet
kmenovych bunék az o 1 tad [53]. Zda se, ze nejen CSC jsou schopné dat vznik
sferoidiim, proto byl vyvinut SSS (Standardized Sphere Score) parametr, ktery tento

nepom¢ér upravuje [54].

Dalsi velkou nevyhodou sferoidi je dle mého néazoru i fakt, ze v porovnani s realnou
situaci v nddoru jsou limitovany difuzi Zivin, nebot’ nedochdzi ke vzniku nové
vaskulatury a celkové jsou vytrzeny z kontextu organizmu. Pokud nechame sferoidy
dorist pouze malych rozméra, je limitace difuzi zanedbatelna. In-vivo implantace bunék
do imunodeficientnich modelovych organismu je ptesn&jsi, metoda in-vitro sferoidd je

vSak ekonomicky dostupna.

5.2 Xenotransplanta¢ni modely
K ovéfovani kmenového charakteru in vivo se pouziva implantace bunék do zvifecich

modelu.

5.2.1  Mysiimunodeficientni modely

V soucasné dob¢ existuje mnoho mysich imunodeficientnich modelt, do kterych Ize CSC
implantovat, abychom ov¢fili schopnost indukovat komplexni nador. Hojné vyuZzivanym
modelem jsou tzv. NSG (NOD/LtSz-SCID IL2rgtm1Wijl/Szj) mysi. Zménou prvniho
exonu genu IL2rg doslo kuplné ztraté tohoto genu pro y fetézec receptoru pro
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interleukin 2. Odebranim jeho funkce je znemoznén spravny a Gplny proces maturace NK
bunck, T- a B-lymfocytli. Oproti normalnim laboratornim mysim, které se dozivaji 3-4
let, se NSG mysi doziji pouze 90 tydnd, coz stale poskytuje dostate¢nou dobu
k pozorovani vyvoje po implantaci zkoumané populace bun¢k. Nadorové bunky
transplantované do NSG mysi nemusi byt obohaceny o ,basement membrane-like
matrix“, neboli Matrigel, ktery byl nezbytny pro uchyceni nadoru v pfedchozich
modelech, ale zaroven mohl zkreslovat vysledky, je pouze tfeba je ozafovat [55]. Pfesto
maji tyto mysi jednu omezujici vlastnost pro vyzkum nadorti, a sice nepiitomnost
lymfatickych uzlin, do kterych v normalnim organismu ¢asto pronikaji metastaze. Ve své

praci je pouziva Volkmer a kol. [8].

Dalsi dlouho a ¢asto vyuzivany kmen vznikl mutaci genu aktivujiciho rekombinaci a genu
y fetézce cytokinového receptoru. Tyto dvé zmény vedly k odstranéni funkce lymfocyti,
které nemohou vytvaret své receptory [56]. RAG2-/yc- mysi vykazuji vysokou schopnost
uchytit lidské buniky a jsou tak vhodnym nastrojem pro studium CSC. Ve své studii BCa
CSC, ktera je pro tuto praci klicova, je pouziva napiiklad Chan a kol. [14]. Struény
ptehled vybéru mysich imunodeficientnich kmenti je i s jejich charakteristikou a pracemi,

které je vyuzivaji, uveden v Tabulce 3.

55

Kmen | Mutovany gen | Charakteristika | Nevyhody Studie
SCID | Prkdcscid Chybi funkéni T- a | P¥itomnnost NK
B-buiky bunek, kratka

Zivotnost
NSG PrkchCidIIngtmle' Chybi funkéni T-, | Chybi lidské MHC | [57]
B- a NK-burky, | a cytokiny
dlouha  Zivotnost,
snadno piijimaji
lidské implantaty

CD1- | Foxnl™ Chybi T-buiky Nizkda  uspésnost | [58]
uchyceni lidskych

Huee nadorovych bun¢k,

aktivni NK bunky
RAG2- | RAG2-/yc- Chybi funkéni T a B [14]
Jye- buiiky a NK buiky

5.2.2 Zebricka (Danio rerio)
Vedle mysich kmeni se ke studiu CSC v poslednich letech uplatiiuje novy modelovy

organismus Danio rerio (Danio pruhované, anglicky ,,zebra fish*). Jeho pouziti umoznuje
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mnozstvi homologii v genomu ¢lovéka a zebtiCky [59]. Zasadni jsou homologie
klicovych domén, diky nimz je vyvoj rakoviny v téchto organismech biologicky témeér
totozny, zvlast co se tyce gend kddujicich onkogeny, geni bunééného cyklu a tumor-
supresorovych gent [60]. Vyhodou je prihledné télo a mala velikost, které umoziuji
pohodInou in vivo fluorescenéni mikroskopii. Nejvétsi vyhodou je ale imunitni systém,
ktery neni potieba nijak imunokompromitovat pied implantaci zkoumanych kmenovych

bunék do larvy [60], coz zleviiuje a zjednodusSuje proces.

Pro vyzkum BCa nebyl tento organismus zatim vyuzit, ale zkoumany na ném byly jiné

karcinomy, naptiklad gliom a melanom [61].

5.3  Expresni profilovani

RNA sekvenace poskytuje klicové informace o bunécné populaci. Mnohé typy
sekvenovani nové generace (NGS) zrychluji a zleviiuji cely proces. Porovnanim
sekvenacnich dat z nadoru se zdravou tkani lze hledat mutace, které jsou pfic¢inou
patologickych stavti bunky. AvSak pokud pracujeme s organismem, jehoz genom jiz byl
v minulosti osekvenovan a anotovan, coz je ptipad vyzkumu BCa CSC u lidi, nabizi se

rychlejsi, dostupnéj$i metoda zkouméni expresnich profilli pomoci ,,microarray*.

Expresni profily vzorkd lze ziskat extrakci RNA a naslednou hybridizaci nejCastéji
s komercné syntetizovanymi sondami. Porovndnim se zdravou populaci lze najit geny
dualezité pro vyvoj onemocnéni. Cely proces je ndsledovan pomérné narocnou analyzou
dat [31]. ,,Microarray” hybridiza¢ni studie expresnich profil vétSinou neposkytuji
informaci o genomové DNA, ale pouze o vybranych genech. Dnesni metody umoziuji
paralelni hybridizaci desetitisicti prob najednou, a tak poskytuji dostatecné mnozstvi

informaci o exprimovanych genech.

Metoda RNA profilovani umoznila analyzu souboru genli unikéatné diferencialné
exprimovanych ve tfech formach BCa: NMIBC (povrchovy nador), povrchovy nador
s CIS (,,carcinoma in situ®, tj. 1éze v ptiléhajicim urotelu) a MIBC (svalovinu napadajici
nador). Na zaklad¢ takto zjisténého genového otisku, Sestavajiciho z 16 genu, lze

usuzovat na piitomnost CIS [62].
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6 Povrchovy fenotyp nadorovych kmenovych bunék karcinomu mocového méchyte
(BCa CSC)
V dnesni dobé bylo provedeno mnoho genomickych studii snazicich se nalézt unikatni
genové otisky riznych stadii a typli onemocnéni BCa. Na zaklad¢ takového otisku lze
stanovit typ onemocnéni a rizika s nim spojena [15]. Existuji i snahy nalézt genovy otisk
BCa CSC (napft. [21] [50]), ktery umozni zefektivnit 1é¢bu (viz 4.2 Vyznam CSC pro
cileni 1écby). Ve vyzkumu BCa CSC se ¢asto uplatituji poznatky o kmenovych buiikach
zdravé tkané. Hledani znakti BCa CSC se tedy mimo jiné odvozuje od znakl bazalnich

bunék urotelu.

6.1 Tri molekuldarné a funkéné charakterizované subtypy BCa souvisejici s CSC

Na zékladé diferencidlni exprese keratini a povrchovych znaki rozliSuje Volkmer a kol.
3 typy bunék v BCa: bazilni (KRT14"KRT5'KRT20", resp. CD44*CD49f*CD90"),
intermedialni (KRT14'KRT5'KRT207, resp. CD44"CD49f'CD90") a diferencovany
(KRT14'KRT5 KRT20*, resp. CD44"CD49f"CD90"). Podle ptitomnosti téchto znak lze
rozlisit bazalni, intermediélni a diferencovany typ bunék. Podle statistickych zpracovani
vzorki 492 pacientll je prave bazalni typ spjat se Spatnou progndézou onemocnéni. Kolem
50 % vzorku se vSak v této studii nepodaftilo klasifikovat. Poté byla provedena i analyza
KRT14 jakozto prognostického znaku. KRT14 je exprimovan v nediferenciované bazalni
a stfedni vrstvé bunck. Bylo prokazéano, Ze jeho ptitomnost znamend v priméru kratsi vék

doziti pacienta. KRT14 je tedy prognostickym voditkem [8].

Dalsi studie zkoumajici bazalni typ BCa 85 pacientii s MIBC, ktera nalezla 40-genovy
soubor charakteristicky pravé pro bazalni BCa, zjistila, Ze buiiky bazalniho typu jsou
K ristu povzbuzovany pozitivni autokrinni smyckou stimulujici jejich EGFR. Pti blokaci
amphiregulinu, jednoho z ligandi EGFR, doslo ke sniZeni riistu bun€¢k z bunééné linie
bazalniho MIBC [63]. Tyto vysledky jsou povzbudivé pro pouziti inhibice EGFR

signalizace v 1é¢ebném procesu.

Studie zaloZena na statistickém zpracovani vetejné dostupnych dat z ChlP-sekvenovani
(chromatinova imunoprecipitace) opét déli BCa do tii kategorii, tentokrate na zékladé
exprese jinych genti: urobazalni, genomicky nestabilni a SCC-subtyp, které odpovidaji
ttem typum rozliSenym expresi keratini. Tyto tfidy mezi sebou navzdjem odliSuje
predevsim proliferacni aktivita, kterd vyrazné stoupa smérem od urobazalniho typu. Dvé

posledné jmenované kategorie se vyznacuji rustem nezavislym na bazalni laminé. Tato
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klasifikace je aplikovatelna i na karcinom prsu [64], 0 jehoz piibuznosti s BCa vime uz

na zakladé COCA Kklasifikace.

Znak Zdroj Znak Zdroj
Keratiny | KRT14 | [8] Povrchové CD90 [8]
KRT5 znaky CD44
KRT17 | [21] CD4of
(ITGA6)
CD248
COL1Al

6.2 Jednotlivé genové podpisy BCa CSC
Béhem let vyzkumu byly pro BCa CSC zjistény nasledujici genové podpisy.

6.2.1 CD44v6*MUCI

Zkoumanim pfitomnosti znakl bazalnich urotelialnich bun¢k u CSC byla zjisténa mimo
jiné specificka exprese 2 vyznamnych znakt. CD44V6 je jakozto povrchovy glykoprotein
exprimovan jak bazalnimi bunikami zdravého urotelu tak nddorové masy. V nadorovych
buiikach se ale vyskytuje i ve vrstvach blize k povrchu. Naopak pro epitely typicky
MUC1 (CD227) na povrsich této subpopulace chybi. Dalsi specificky povrchovy znak

EGFERS3, byl u téchto bun¢k zvysen, ale pro izolaci BCa CSC se jako pfinosné ukazaly
pouze predchozi dva. Buiky nesouci jeden z téchto znaki (CD44v6*, MUCL") maji

prolifera¢ni potencial a jsou schopné tvofit kolonie z jediné bunky [50].

CDA44 je povrchovy glykoprotein zodpovédny za adhezi bun€k k extracelularni matrix.
Vyskyt jeho abnormalnich isoforem (zvlasté exonu v6) je spojen s agresivitou
karcinomil. V roce 2014 byla provedena studie, ktera fika, ze pfitomnost CD44v6 v moci
pacienttl je dostate¢nym znakem k dukazu pfitomnosti NMIBC v téle [65]. Jiz roku 2005
v8ak bylo prokazano, ze CD44v6" butiky z bunéénych linii odvozenych z BCa maji oproti
CD44" buiikdm vyssi proliferani aktivitu [66], coz neodpovida vlastnostem CSC, které
se déli jen pomalu, a expresni studie na bunécnych liniich ukazala, ze se zvySujicim se
stupném onemocnéni se exprese CD44v6 snizuje [65]. Zda se, ze CD44v6 tedy nelze
povazovat za znak, na jehoz zakladé by bylo mozné izolovat CSC, ale méa vyznam jako
diagnosticky ukazatel pokrocilosti nadoru. Pfinosna je | moznost neinvazivné stanovenim

jeho pfitomnosti v moci diagnostikovat NMIBC.
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6.2.2 CD44+ buriky indukujici nddor (a z nich odvozené znaky)

Chanova studie z roku 2009 ukéazala, ze buiiky izolované z nadord pokrocilého stupné

vvvvvv

modeli [14]. Dalsi charakteristika BCa CSC byla zalozena na zjistovani exprese znaku

epitelidlni diferenciace, a to CD133, CD49f, CD166, CD105, CD117 a CD44. CD44"

buniky byly na rozdil od ostatnich znakl nalezeny ve vétSin¢ vzorkd (13/14), kde
piedstavovaly od 3 % do 36,6 %. CD44" buiiky byly jiz pfi nizkych davkach (100-1000
bunék) schopné vytvotit nddor v RAG2 /yc™ mysi. Toto cislo je sice vysoké, ale frakce
CD44" je velka a ziejmé neobsahuje pouze BCa CSC. Smérodatna je uroven exprese
CD44, spise nez jeho pouha pfitomnost. CD44” bunék je k vytvofeni nadoru potieba o
dva fady vice. CD44" buiiky maji velké jadro a jsou tvarové uniformni, zatimco CD44
subpopulace obsahuje morfologicky rizné buiiky a vykazuje vzhled diferencované tkan¢.
Analyza expresnich profili CD44"9 bun&k odhalila soubor 477 genii se zvysenou expresi
u této populace. Bunky vykazujici tento genovy otisk Chan nazyva jako T-IC (tumor-
initiating cells). Mezi aktivaci tohoto otisku a invazivitou nadoru byla nalezena pozitivni
korelace [14]. Naopak represe téchto znaki se vyskytuje u neinvazivnich forem
onemocnéni a souvisi s delSi dobou mezi opétovnymi vyskyty onemocnéni. Mimo
pozitivitu pro CD44 se BCa CSC shoduji s normalnimi bazalnimi urotelidlnimi bunikami
i vdiferencialni expresi intracelularnich proteini KRT5 a KRT20 (viz 6.1 Tt

molekularné a funkéné charakterizované subtypy BCa souvisejici s CSC).

Dalsim vyznamnym znakem BCa CSC je CD47, ktery je exprimovan na 80 %
nadorovych bunék, pfedev§sim v okrajovych ¢astech masy. Podstatné je, Ze vysoka
hladina exprese CD47 kolokalizuje s CD44"9" populaci [14]. CD47 se jevi jako
potencialné pfinosny znak pro klinické vyuziti. Jeho ptfitomnost je charakteristicka pro
buniky télu vlastni, ve vysokych mnozZstvich pfedevSim na kmenovych buiikach. Jeho
interakce se SIRPa molekulou makrofagii zabranuje fagocytoze prisluSné bunky a chrani
tak télo pfed autoimunitni reakci [12]. Pro makrofagy je buika exprimujici CD47
neviditelna. Proto je jejich exprese zasadni pravé v okrajovych ¢astech nadoru, které jsou
vystaveny okoli [14]. Okrajové buiiky nadoru vykazuji fenotyp CD44M9" / CD47"M, coz
odhaluje strategii stavby nadoru, kde periferie chrani jadro. Inkubaci CD47" naddorovych
bun¢k s CD47 monoklonalni protilatkou V pfitomnosti makrofdgii byla umoznéna

fagocytdza in vitro [14]. Z toho Ize vychazet pii vyvoji novych 1é¢ebnych strategii.
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Dulezitym znakem je i CD24 (alternativni receptor P-selektinu), ktery je vyznamnym
znakem CSC tady karcinomt a jeho pfitomnost je nezbytna pro tvorbu metastaz [67].
BCa CSC sotiskem T-IC vykazuji fenotyp CD44"CD24". Na zékladé nalezu CD24
v CSC-obohacenych populacich bunék karcinomu prsu, slinivky a vaje¢niku byla
zkoumana exprese tohoto znaku také u BCa. Zajimavosti je, ze CD24" subpopulace
nadoru se neshodovala s CD44""/CD47"M butikami, pfesto byla nalezena statisticky
vyznamna pozitivni korelace mezi pfitomnosti téchto znakti a imrtnosti pacienti a to jak
pro CD24 tak pro CD44. Exprese CD24 na povrchu nadorovych bunék ma vyznam v
prognostice, ale na budouci prubéh onemocnéni lze usuzovat pouze v kontextu

soucasného stadia nemoci [57].

CD24 byl navic vysoce exprimovan V sekundarnich metastatickych nadorech
odvozenych z BCa. Blokovani monoklonalni protilatkou zpomalilo riist metastazi.

Zvysena exprese CD24 dokonce vedla k vyssi proliferaci metastaz v plicich [67].

Ackoliv ma CD24 podobné jako CD44 vypovidaci hodnotu co se prognozy tyce, a navic
je nezbytny pro invazi BCa do plic, jeho role v BCa CSC je diskutabilni, nebot’ CD24"
populace bunék neni zcela totozna s CD44"9" BCa CSC.

O rok novéjsi studie navazujici na ptedchozi znovu dokézala, Ze ne v§echny CD44" buiiky
indukuji ve zvitecich modelech tumory. Proto autofi navrhuji jiny otisk - kombinaci
znakiit CD44"/ALDH1AL1", coz je typ intracelularni aldehyddehydrogenazy [68].
ALDHI1A1 se navic b&zné nevyskytuje ve zdravém urotelu, ale pouze v naddorem
postizené tkani. Klonogenni potencial CD44*ALDH1A1" subpopulace a ALDH1A1*
subpopulace byl navic srovnatelny a zaroven vys§i nez u subpopulace CD44"", coz

dokazuje vyznamnou roli tohoto znaku.

CD44"9" subpopulace buné&k je zaroveti zodpovédna za rekurenci onemocnéni u pacientt
skrze jeji zvySenou rezistenci k cisplating, standardnimu 1é¢ivu. Studie z roku 2012
ukazuje, 7e blokaci proteinu tepelného Soku HSP90 v CD44"9" bunkach dochazi pii
podani cisplatiny ke snizeni jejich rezistence. To se d&je kvuli zvySené mife apoptozy,

ktera je zptsobena zablokovanim HSP90 [49].

Na zakladé¢ exprese vySe uvedenych znakti dokazeme ptedvidat, zda dojde k rozvoji
onemocnéni do MIBC. CD44 je sice jako znak BCa CSC velmi senzitivni, ale neni
dostatecné specificky, aby pouze na zdkladé tohoto jediného znaku bylo mozné izolovat

¢istou populaci BCa CSC.
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6.2.3 Genovy otisk HTC (a z néj odvozené znaky)

Studie 55 lidskych vzorka invazivniho BCa, ktera na zakladé exprese lamininového
receptoru RPSA (znaCeného protilaitkou 67LR), vytiidila vysoce nediferencovanou
populaci [21]. RPSA navic ukazal silnou kolokalizaci s biomarkerem urotelialnich
kmenovych bun¢k KRT17. Exprese RPSA byla zvySena u 80 % bunék invazivnich
nadori pokrocilého stadia. In vivo kolokalizace s KRT17, exprimovanym pouze v bazalni

Casti urotelu, byla prokazana i histochemicky na fezech z primarnich nadorua [21].

Expresni profily RPSA™ bunék ukéazaly zvySenou aktivitu Wnt signalizaéni kaskady.
Komponenty této drahy jsou zodpovédné za udrzovani nediferencovaného stavu
kmenovych bun¢k [69]. Stejnym zptsobem byl nalezen soubor 1079 genti zvany HTC
(highly tumorigenic cells), jejichZ exprese byla u RPSA™ bunék vyznamné zménéna
oproti RPSA™ a na jejichz zaklad¢ Ize tyto bunky odlisit. Jedna se o geny zodpovédné za
proliferaci, apoptdzu, rist a transkripéni faktory. 60 % bazalnich bunék (KRT17%) se
zvySenou hladinou RPSA mélo schopnost tvofit nadory po transplantaci do ,,nude* mysi
postradajicich T-buiiky. Naopak in vitro pokusy na bunéénych liniich neprokazaly shodu
pro expresi KRT17 a RPSA. Spolu s RPSA byl studovan protein CD66¢C (jedna
zizoforem CEACAM). Bazalni buiky s fenotypem CD447CD66¢” vykazovaly
mnohonasobné vétsi potencial tvofit nadory nez CD44*CD66¢* [21]. CD66c je tedy
negativni znak BCa CSC, ktery pomaha v nadbyte¢ném mnozstvi CD44" bunék

specifikovat ty, které maji kmenové vlastnosti. Jina isoforma, CD66e, byla stejné tak

oznacena jako negativni znak ve studii expresnich profili zkoumajici SOX4* BCa CSC

z roku 2015. Naproti tomu exprese receptort rustovych faktori FGFR1 a FGFR3 zde

byla oproti zdravé tkani vyznamné zvySena [70].

Zvysenou expresi vykazuje i CD49f, na néjz u bazalnich bunék urotelu poukazal i
Volkmer a kol. [8] (viz 6.1 Tti molekularné a funkéné charakterizované subtypy BCa
souvisejici s CSC). Jak jiz bylo feceno, zjistil, Ze nejméné diferencovanou subpopulaci
bunék je populace CD90"CD44"CD49f'KRT14". Vedle téchto znakd tyto bunky
exprimuji povrchové proteiny, které je odliSuji od ostatnich dvou kategorii, napf.

adhezivni molekuly ICAM1, integriny ITGAS a ITGB2 a dalsi povrchovy protein

CD86. V souladu s ptedchozimi poznatky tato populace vykazovala fenotyp CD44Mdh,
Xenotransplantaci téchto bunék (CD90*CD49f*CD44"%) do SCID mysi se podafilo ovéfit
jejich tumorigenni potencial. Bazalni buiiky byly jako jediné z celého nadoru V poctu

1000 bunék schopné vyvolat nador. Zatimco CD49f je ptfitomen na vSech buiikdch
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nadoru, ale na BCa CSC je jeho exprese zvysena, CD90 se vyskytuje pravé vyhradné na

této populaci.

Méné optimistické vysledky podala studie buné¢nych linii BCa. Ve vSech 11 buné¢nych
liniich byly detekovany CD49f" buriky, CD90" taktéz, ale jejich zastoupeni v riznych
liniich se vyrazné lisilo od 0,75 % do 99,5 %. Lehce zvyseny klonogenni potencial a
cisplatinova rezistence byly zaznamenany pouze u ¢isté CD90" frakce bunék vytiidéné
pomoci FACS. U populaci obohacenych o CD90* buiiky metodou magnetického MACS
se tyto vysledky nepotvrdily. Vysledné populace vypéstované z CD90" obohacenych
frakei i z téch, ze kterych byly CD90" buiiky odebrany, mély srovnatelny podil CD90" a
CD90" bunék. Rezistence vuci cisplatiné byla zvySend také jen u FACS metodou
vytiidéné CD90" populace. Pti nékolikamési¢nim podavani cisplatiny nedo$lo k navyseni
CD90* bunék, coz bychom ocekavali, pokud by tento znak byl spojen s kmenovosti bunék
a s rezistenci k cisplatiné [71]. Jedna se vsak o studii bunéénych linii, jejiz vypovidaci

hodnota vzhledem k priméarnim nadortim je v porovnani s Volkmerovou praci nizka.

Genomickymi studiemi [14], [21] nebyla zjisténa charakteristicka exprese CD90, avsak
Volkmerova studie jasn¢ dokazuje, Ze tento znak charakterizuje vysoce

nediferencovanou, kmenovou populaci v primarnich nadorech.

V roce 2015 Cheah a kol. navrhl dalsi genovy otisk, ktery stanovuje BCa CSC jako
CD90*CD14*. CD14 je molekula typicka pro myeloidni buiiky. Pfi injekci 10° t&chto
bunék z linie MB49 a 639V do NSG mysi byly po 4 a 8 tydnech (resp.) pozorovany
indukované subkutinni nadory. AC je pocet bunék vysoky, lze ptredpokladat, zZe
zmifiovana populace obsahuje alespon frakci BCa CSC. Dale bylo zjiiténo, ze CD14""
buiiky se podili na vytvareni lokdlniho zanétlivého mikroprosttedi, které podporuje
proliferaci nadoru. Nejvyssi nartist exprese oproti CD14'°" buiikam byl zaznamenan u IL-
6 (odpovédny za systémovy zanét) a IL-8 (chemokin, chemoatraktant pro neutrofilni
granulocyty). Dale produkuji CD14"9" buiiky prozanétlivé signaly jako jsou NO a
prostaglandin E», a maji zvySenou expresi ,,pattern-recognition” receptori TLR2, TLR3,
TLR4 a TLR7, jejichz aktivace vede k produkci chemoatraktantd. Tyto buniky jsou
schopné do nadoru pfildkat myeloidni bunky. ZvySuji vaskularizaci nadoru, coz
umoznuje piisun zivin do jeho vnitinich ¢asti [72]. Vyznam CD14 jakozto BCa CSC
znaku je diskutabilni. Pfesto je potfeba zdlraznit jeho piinos pro riist nadoru pfi nastaveni

mikroprostiedi.
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Naproti tomu prace z roku 2015 ukazuje, ze pocet TLR2" a TLR4* BCa CSC je oproti

normalnim urotelidlnim kmenovym buitkdm snizen. CD117, dalsi ze znakd, kterymi se

tato studie zabyva, je naproti tomu exprimovan na srovnatelné urovni jak u zdravych

kmenovych bungk, tak u CSC invazivniho i papilarniho BCa [73].

6.2.4 Otisk , buriky plGvodu” (a z néj odvozené znaky)

Soucasné genomické a statistické metody naznacuji, Ze odvozovani znakti CSC od
bazalnich bunék urotelu je relevantni pouze pro BCa CSC invazivni formy [14]. Pokud
by se bunky svrchnich vrstev urotelu vyvijely pouze z bun¢k bazalnich, té¢zko bychom
nalezli vysvétleni pro vznik povrchového karcinomu. Piedpoklada se, ze kmenové builky
MIBC i NMIBC jsou odlisného ptivodu a BCa CSC svalovinu napadajiciho karcinomu
jsou odvozeny od normalnich progenitorovych bunék urotelu [13]. To bylo zjisténo na
zakladé tzv. ,,COO signature”, z anglického ,,Cell-Of-Origin“, znamenajici burnka
pavodu. Pomoci RNA profilovani 8 vzorkt urotelu byl stanoven tento COO podpis, tedy
soubor 186 gent diferencidlné exprimovanych mezi bazalnimi a ,,umbrella® bunikami.
Mezi povrchovymi znaky se jednalo o CD27, CD37, CD36, CD93, dale o podjednotky
kolagenu COLZ24A1, COLG6AI1, a integrin ITGA4. Porovnanim tohoto otisku

s predchozimi otisky u MIBC bylo zji§téno, ze buniky vykazujici T-1C nebo HTC dosahuji
vysokého COO skore, které reflektuje miru ,,bazalnosti*, resp. kmenovosti. To znamena,
ze bunky oznacené v literatute jako CSC sdili podobné znaky s urotelialnimi kmenovymi
buiikami. Z toho soudim, Ze pravé tyto kmenové buiiky daly vzniknout MIBC CSC. COO
otisk je také diagnosticky ukazatel co se tyce stadia onemocnéni a zaroven i prediktivni
nastroj. Statistické analyzy prokazaly, Ze klonalni podoba kazdého nadoru je nezévisle na

podobnosti CSC unikatni. To potvrzuji i rizné miry mutaci jednotlivych onkogent jako
napft. p53, KDM6A apod. [13].

Efektivnim obrannym mechanismem CSC, ktery byl studovan mimo jiné i na bunkach
NMIBC, je exprese ABC transportérii. Zvysena exprese (konkrétné se jedna o ABCG2 a
ABCBJ1) byla zaznamenéna u subpopulace rakovinnych bunék, ktera byla schopna tvofit
sferoidy a u niz byla navySena i1 exprese CD44 a CD47, krom¢ toho tyto bunky
exprimovaly nadmérné mnozstvi SOX2, coz je obecny znak embryonalnich kmenovych
bunék. ABCG2"9" buiiky navic ve 100 % piipadii vedli po implantaci 102 bun&k do ,,CD1
nude® mysi k vytvofeni nadoru, na rozdil od ABCG2'°" bunék. Porovnanim intensity

imunologického barveni preparatt s klinickymi daty bylo zjisténo, Ze u pacientl s vyssi
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expresi ABCG2 postupovalo onemocnéni rychleji a ve srovnani s ABCG2'°" pacienty se

karcinom vracel po kratsi dobé [44].

Charakterizaci SP, tedy populace bun¢k schopnych zbavit se barviva Hoechst 33342
pomoci ABC transportéri, byla objevena také role ITGAV (CDS1, integrin av)

Vv tumorigenezi BCa. Bunky z bunécné linie byly knock-outované v genu pro tento
integrin a posléze byla ovéfovana jejich tumorigenicita. Knock-outované bunky
vykazovaly sniZzenou schopnost ristu a jejich sferoidy nedosahovaly velikosti bunék
nemodifikovanych. V navaznosti na zjisténi Y. Su [68], kde navrhuje ALDH1 jako
biomarker BCa CSC, byla kvantifikovana populace ALDH1"" bunék v buné&éné linii
pted a po deleci genu ITGAV. Podle o¢ekavani se tato frakce snizila z 18 % na 3 % [74].
Zvysena exprese ITGAV byla zaznamenana i u bunék vykazujicich vysokou
tumorigenicitu [21]. Tim se jen potvrdila platnost ALDH1 jakoZto znaku BCa CSC.
ITGAV-deletovana subpopulace navic vykazovala zvySeny pomér E-kadherinu k N-
kadherinu, coz znamend, Ze zruSenim integrinu doslo k transformaci bunék spise na
epitelialni typ, (MET — opaény proces k EMT), coz zabrafiuje metastazam. Samotny

ITGAV se tedy jevi jako funkéné vyznamny znak BCa CSC.

6.2.5 Dalsi znaky

Studie provedena v roce 2010 v Italii na bunkach karcinomu ptechodného urotelu byla
zamé&fena na znaky CSC jak povrchové (CD133), tak intracelularni (nestin, Oct-3/4).
Zvlastni odolnost bunék prokazala jejich schopnost tvotit sferoidy v mediu bez séra
obsahujicim pouze ristové faktory. V takto péstovanych bunkach byl viak zjistén mensi
podil CD133" bunék (85 %) oproti kultuie kultivované za standardnich podminek (téméf
100 % adherentnich bunék). CD133" buiiky byly dokonce nabohacené v kultufe, kde byla
inhibovdna adheze bunck, coz odpovidd piedstavé, Ze tyto buiikky maji kmenovy
charakter. Shoda mezi expresi CD133 a dalSich kmenovych znaki byla potvrzena, av§ak
takto izolované CSC nevytvofily nadory po transplantaci 10° bunék do ,,CD1 nude* mysi
postradajicich T-bunky [58]. Tento vysledek nemusi byt povazovan za netispéch, nebot’
xenotransplantace byla v této studii provedena pouze u 2 zastupct, coz neni dostateéné
mnozstvi, kdyz uvazime, Ze pii podobnych pokusech s CD44" CSC se uchytilo 5 ze 14
xenotransplantatt [75].

Pozitivni vysledky xenotransplantacnich testl pfinesla az studie, kterd se také opird o

koexpresi kmenovych znaki Sox-2 a Oct-4 s CD133, ale pouze u bunécné linie J82.
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Kromé toho CD133™ buiiky prokazaly zvySenou rezistenci vii¢i chemoterapii cisplatinou,

vaci BCG a i radioterapii. Na rozdil od pfedchozi studie se zde podafilo prokazat

tumorigenicitu CD133" populace i in vivo. CD133" i CD133" subpopulace bunék byly

injikovany do mysi v mnozstvi 10° bunék, kde vytvofily subkutanni nadory. Nadory

utvofené z CD133" bunék dorostly vétsich rozméri [76].

CD133 neni dle cytometrickych vysledki T-IC otisku koexprimovan CD44"9" buiikami

[14], coz opét zpochybiiuje jeho vyznam jakozto znaku BCa CSC. Vzhledem k tomu, ze

pozitivni vysledky xenotransplantacnich testi pfinesly pouze studie z bunécnych linii,

nikoliv z tkanovych vzorki, nelze CD133 povazovat za vérohodny znak BCa CSC.

6.2.6 Prehled vybranych povrchovych znak( BCa CSC

Nazev Zdroj bunék, | Pozitivni/ | Cit. Vyznam, funkce PB | Model
znaku ve kterych byl | negativni
prokazan znak
CD44 Vzorek tkan¢ | + [14] Rozliseni MIBC a | 10? | RAG2™
NMIBC yeo
CD44v6 | Vzorek tkané | + [50] Ukazatel pokrocilosti | - -
onemocnéni, vhodny
diagnosticky znak z
moci
MUC1 Vzorek tkané | - [50] - -
CD133 | Bunécna + [58] 10° | CD1
linie, vzorek nude
tkané
CD66¢c | Vzorek tkang | - [21] 10° | CD1
nude
ABCG?2, | Vzorek tkang | + [44] | Zodpovédny za drug | 10% | CD1
ABCG1 efflux, detekce SP nude
CD24 Bunééna linie | - [67] Nezbytny pro tvorbu | - -
metastaz
CD14 Bunééna linie | + [72] | Tvoii zanétlivé | 10° | NSG
mikroprostiedi
ITGAV | Bunééna linie | + [74] Podili se na EMT - -
CD90 Vzorek tkan¢ | + [8] Znaci 10% | SCID
CD49f | Vzorek tkang | + [8] nediferencovanou 10% | SCID
populaci
CD47 Vzorek tkan¢ | + [14] Obrana pied | - -
imunitnim systémem
7 Zavér

Koncept nadorovych kmenovych bunék je jiz dlouho pouzivanym a vSeobecné

pfijimanym pojmem nadorové biologie. Jako CSC tedy oznaCujeme bunky, které jsou
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malo diferencované a dokazi svym délenim dat vznik jak samotnym CSC tak buitkam
diferencovanym. Schopnost vytvofit heterogenni nddorovou masu buné¢k je ovéfovana

xenotransplantaci do mysich imunodeficitnich modelt.
Specificky pro BCa CSC bylo za 1éta vyzkumu prokazano nékolik povrchovych znaki.

CDA44 je zasadnim znakem pro charakterizaci BCa CSC. BCa CSC jsou oznacovany jako
CD44"9" a podobné je tomu i u CSC karcinomu prsu, stfeva, hlavy a krku, prostaty a kiize
(shrnuto v [14]). U BCa jsou CD44 a CD24 exprimované na riznych populacich bungk,
CD24" populace bunék je u BCa zodpovédna za invazi karcinomu do dal$ich organt,
piedevsim do plic. Negativnim znakem BCa CSC je MUCI. MUCI je opét dilezitym
hracem v karcinomech obecné. MUC1-deficitni fenotyp je spojen s pokro¢ilymi stadii
rakoviny prsu, naopak pfitomen je téméi vzdy v pocateCnich stadiich a v nadorech

malych rozméra [77].

Dalsim znakem asociovanym s CD44" u BCa CSC je vysoka exprese CD47. Tato
molekula je vyznamna pro svou schopnost zabranit fagocytdze makrofagy a nabizi se tak

k vyuziti jakozto cil 1é¢ebnych prostiedka.

CD44v6, mutantni forma CD44, je klinicky vyznamny znak, ktery miZe byt v solubilni

form¢ véasnym biomarkerem NIMBC z mo¢i [50].

BCa CSC fenotyp je charakterizovany také vysokou expresi lamininového receptoru
RPSA. Kromé toho tyto bufiky vykazuji fenotyp CD90"CD14*CD49f*CD66c [21].
Charakterizace zejména CD14" epitelidlni subpopulace je vyznamna z hlediska vyvoje
nadoru, nebot’ praveé tyto buiiky exprimuji mnoho TLR receptorti a jsou schopné nalékat
do nédoru buniky myeloidni linie, které se podili na dlouhodobém vytvafeni nddorového

mikroprostiedi.

Terapeuticky vyznamna je exprese ABC-transportérti u BCa CSC. Ty jsou zodpovédné
za rezistenci nadoru vuéi terapii, nebot Zznadorové bunky vypumpovavaji
chemoterapeutika. Takova populace se nazyva anglickym ,,side population (SP). Kromé¢
BCa byla jejich exprese prokazana u CSC rakoviny prsu, tlustého stfeva, jater a vajecnikli
(shrnuto v [78]), plic, prostaty a gliomu (shrnuto v [44]). U BCa CSC byl tento fenomén
studovan napiiklad na ITGAV" subpopulaci bunék odvozené z SP. Po deleci tohoto
integrinu charakteristického pro kmenovou populaci doslo k pfeméné na epitelidlni typ

bunék [74]. Opacény proces, EMT, pak musi logicky vést k opaénému vysledku, tedy
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k pfeméné na mesenchymalni, méné diferencovanou bunku, ktera nasledn¢ snadng&ji

metastazuji.

CD133 je povrchovy znak, ktery se uziva pro izolaci CSC nejen u BCa, ale také
v karcinomu prsu, plic a v nadorech mozku a jater [78]. Piesto studie stfevniho karcinomu
z roku 2008 naznacuje, ze exprese CD133 neni omezena pouze na CSC, ale spise je
charakteristicka pro diferencované epitelialni buriky, a Zze oba typy bunék (CD133" a
CD133") jsou schopné indukovat sferoidy in vitro a nadory in vivo [79]. Ani u BCa nejsou
vysledky tohoto znaku optimistické. Jejich exprese se neshoduje s expresi CD44 a zda se

tedy, ze CD133 neni vhodnym biomarkerem BCa CSC.

Znalost biomarkert BCa CSC je zasadni pro vyvoj novych lé¢ebnych postupli a
prostiedkii. V dnesni dobé mame dostatek poznatkii o tom, jakym povrchem se tyto
bunky vyznacuji, coz je prvni krok k ptipravé 1ékl, které budou schopné eradikovat

pfedev§im BCa CSC a zamezi tak navratnosti onemocnéni.
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