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1 Souhrn

Studium metastatickych procesi a odpovédi na léfebnou terapii u primokultur
izolovanych z kolorektalniho karcinomu a metastaz do lymfatickych uzlin

Kolorektalni karcinom je jedno znejéastj$ich malignich onemocnéni v Ceské
republice. I pfes zavedeni primarniho popula¢niho screeningu k odhaleni premalignich 1€zi
nejevi incidence ani mortalita na toto onemocnéni vyrazngji klesajici tendenci. Stale velké
procento pacientl pfichdzi v pozdnim (metastatickém) stadiu onemocnéni.

Izolace primérnich bunécnych kultur kolorektalniho karcinomu je metoda, pii které se
ziska pomérné rychle velky pocet nddorovych bun¢k v podminkéch ,,in vitro“. Pti nizkém
poctu pasazi si buiiky ponechavaji vétSinu vlastnosti bunék ,,in vivo™. Proto jsou idedlnim
modelem pro studium Uc¢innosti chemoterapeutik a chemorezistence, ale i1 markerQ
podilejicich se na kancerogenezi a metastazovani kolorektalniho karcinomu.

Celkove byly ziskany resekaty od 60-ti pacientli s adenokarcinomem tlustého stfeva.
Nasim zamérem bylo odebrat z kazdého resekatu jeden vzorek z primarniho tumoru a jeden
vzorek z lymfatické uzliny. Z primdrnich nadorti bylo ziskdano 26 primokultur s uspés$nosti
45 % (26/58); z odebranych lymfatickych uzlin bylo ziskano 17 primokultur s Gspé&S$nosti
47 % (17/36). Témét polovina odebranych lymfatickych uzlin vSak nebyla histologicky
metastaticky postizena. Redlnd UspéSnost izolace bunéénych kultur z metastaticky
postizenych lymfatickych uzlin byla vyssi; 74 % (14/19). lzolace bunéénych kultur
z primarniho tumoru a zaroven 1 z lymfogenni metastazy se podatila v deseti piipadech.

Nase vysledky vykazuji vyraznou wvariabilitu, nejen v citlivosti na pouZita
chemoterapeutika, ale také variabilitu v expresi EMT marker ve vSech naSich studovanych
vzorcich, stejné tak jejich zmény v expresi po ovlivnéni chemoterapeutiky. Tato variabilita je
pravdépodobné vysledkem rozdilného stagingu, gradingu a interindividualni heterogenity
vzorkd, ale také rozdilem v dynamice EMT procesi.

Porovnavanim t¢inku irinotekanu a oxaliplatiny na biologické chovani a expresi EMT
markerd v parovych bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu bylo zjiSténo, Ze obé pouzita
chemoterapeutika sniZzovala motilitu a migracni aktivitu metastatickych bunék, pti¢emz
irinotekan ptisobil na tyto bunky uc¢innéji.

Dosazené vysledky doplituji a rozsifuji zakladni poznatky o vlastnostech a chovani
bunéénych linii ziskanych z kolorektalniho karcinomu a regionalni lymfatické uzliny a
popisuji mechanismy, jimiz nadorové bunky prekondvaji bunécnou smrt.



2 Summary

Study of metastatic processes and response to chemotherapy in primary cultures
obtained from colorectal carcinoma and lymph node metastases

Colorectal carcinoma is one of the most common malignant diseases in the Czech
Republic. Despite an implementation of primary population screening to detect premalignant
lesions, the incidence and the mortality of the disease do not appear to decrease significantly.
A significant percentage of patients still manifest with late (metastatic) stage of the disease.

Isolation of primary cell cultures of colorectal carcinoma is a method in which a large
number of tumour cells is obtained relatively rapidly under ,,in vitro* conditions. With a low
number of passages the cells can retain most of the characteristics of the original cells
"in vivo". Therefore, cell cultures are an ideal model for studying the efficacy of
chemotherapeutics and chemoresistance, as well as markers involved in carcinogenesis and
metastasis of colorectal carcinoma.

Overall, samples from 60 patients with colon adenocarcinoma were obtained. Our
intention was to take one sample from the primary tumour and another sample from the lymph
node from each patient. From the primary tumours we successfully obtained 26 primocultures
with a success rate of 45 % (26/58); from the collected lymph nodes we obtained 17
primocultures with a success rate of 47 % (17/36). However, in almost half of the collected
lymph nodes, no metastasis was detected histologically. The real success of cell culture
isolation from metastatic affected lymph nodes was higher; 74 % (14/19). In ten cases the
isolation of cell cultures from the primary tumour and also from the lymph node metastasis
was successful.

In all of our tested samples, the results showed significant variability in the sensitivity
to the chemotherapeutic agents used and in the expression of EMT markers before the
application of chemotherapeutics and after their use. This variability is probably the result of
different staging, grading and interindividual heterogeneity of the samples, but it may also
reflect the difference in EMT process dynamics.

By comparing the effect of irinotecan and oxaliplatin on biological behaviour and
expression of EMT markers in paired colorectal carcinoma cell lines we found out that both
chemotherapeutics reduced metastatic cell motility and migration activity; irinotecan being
more efficient.

Obtained results broaden the basic knowledge of the properties and behaviour of
colorectal carcinoma cell lines and describe the mechanisms by which the tumour cells may
overcome cell death.



3 Uvod do problematiky

Ceskd republika dlouhodobé zaujima ptedni mista vincidenci i mortalité
kolorektalniho karcinomu v porovnani s ostatnimi zemémi svéta [1]. Rizikovymi faktory pro
vznik sporadického kolorektalniho karcinomu jsou dieta bohatd na tuky a alkohol, rodinna
anamnéza, pritomnost prekancerdznich 1ézi v kolorektu, pfedchozi radioterapie v dutiné biisni
a dieta chud4d na vlédkninu. Incidence kolorektdlniho karcinomu roste s vékem pacienta,
nicmén¢ kolorektalni karcinom muze vzniknout i u mladsich jedincta, obvykle na podkladé
genetickych abnormalit nebo v disledku chronickych zanéti ve stfevé, hlavné u
autoimunitnich procest (Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida) [2, 3].

Ptestoze v soucasné dob¢ existuje n€kolik preventivnich programii (pfedevsim test na
okultni krvaceni ve stolici a preventivni kolonoskopie), jez usiluji o sniZeni incidence a
mortality kolorektdlniho karcinomu, nejevi tyto parametry dosud vyraznéji klesajici
tendenci [4].

V casnych stadiich onemocnéni je kolorektalni karcinom bezptiznakovy. Pozdéji se
ptidavaji celkové nespecifické priznaky jako zvySena teplota, hubnuti a tnava.
V pokrocilejSich stadiich se u pacientli objevuji bolesti bficha a stfevni dyskomfort spojeny
napiiklad se zvySenou plynatosti. Zejména pro pravostranné karcinomy kolorekta je typicka
mikrocytarni anémie v disledku dlouhodobého okultniho krvéceni. Pro levostranné
adenokarcinomy tlustého stieva jsou typickée kiecovité bolesti bficha (tenesmy), stfidani zacpy
a prijmu, nepruchodnost stiev (ileus) a viditelna krev ve stolici [2, 3].

Uspésnost 1é¢by zavisi na klinickopatologickém stupni pokrogilosti onemocnéni.
Zakladem 1écby je chirurgicky zakrok, ktery je v pokrocilejSich stadiich dopliiovan o
chemoterapii popi. radioterapii a nové€ji 1 o tzv. biologickou 1écbu. Pro konvencni
chemoterapii kolorektadlniho karcinomu jsou pouzivany reZimy na principu kombinace
5-fluorouracilu a leukovorinu, oxaliplatiny a irinotekanu [5]. Jako tzv. biologickd 1écba jsou
vyuzivany terapeutické monoklondlni protilatky, které blokuji signalni drahy diileZité pro rist
kolorektalniho karcinomu na principu blokovani EGFR (receptor pro epidermalni riistovy
faktor) nebo plsobi antiangiogenné a ovliviiuji novotvorbu cév blokovanim VEGF
(vaskularni endotelialni rastovy faktor). Tyto latky jsou podavany u primarné pokrocilych
adenokarcinomti (pM1) nebo u adenokarcinomtl, u kterych byla po ptedchozi chemoterapii
zjiSténa progrese onemocnéni [6].

Velky problém piedstavuje 1ékova rezistence, ktera sniZzuje ucinnost terapie a je
zodpovédna za selhani 1écby [7].

Bunééné kultury jsou dnes nenahraditelny model pouZivany ve vyzkumu. Prvni
kulturu izolovanych bun¢k z odebraného materidlu oznacujeme jako primarni kulturu neboli
primokulturu. Bunécéné kultury maji ve srovnani s jinymi typy biologickych modela zdsadni
vyhody. Velkou ptfednosti je to, ze pokus probihéd na jediném dobie charakterizovaném typu
bun¢k. Béhem kratké doby je mozné ziskat pomérné velké mnoZstvi pfesné definovaného a
homogenniho materidlu, coz pfi pouziti jinych biologickych modelti neni mozné. Zaroven
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provadéni experimenti na bunécnych kulturach, pii nichz dochazi k jejich zniceni, s sebou
nenese etické problémy, jako by tomu bylo pfi pouziti zvifeciho pokusného modelu [8]. Na
druhou stranu je potieba pocitat i s nevyhodami, kterd pouziti bunécnych kultur limituji.
Kultivované bunky rostou za nefyziologickych podminek — péstuji se v umélém kultivacnim
médiu, jehoz slozeni neodrazi ptfesné slozeni vnitiniho prostfedi v organismu, a také v
atmosféfe s mnohondsobné¢ vyssim tlakem kysliku, nez odpovida situaci ve tkanich.
Kultivované buiiky postradaji obvykly tkanovy kontext, tj. pfitomnost jinych bunécnych typt,
s nimiz by ,in vivo“ komunikovaly. V duasledku toho dochazi ke zméné fenotypu
kultivovanych bunék, takze jejich vlastnosti mohou ale nemusi piesné odpovidat vlastnostem
stejnych bun¢k v organismu [8].

Ptiprava bun¢k z kolorektalniho karcinomu je obtizna z divodu mozné bakteridlni a
mykotické kontaminace. Pokud je vSak odbér provadén ze serdzni strany a nedojde
k poskozeni stfevni sliznice, je pravdépodobnost kontaminace mnohondsobné nizsi.
Mikrobialni kontaminaci lze pfedejit pouzitim antibiotik a antimykotik, nicméné vysoka
davka antibiotik nebo antimykotik vSak muze interferovat s testovanymi lécivy [9, 10].
Bunécné kultury jsou dilezité pro studium ucinnosti chemoterapeutik a lékové rezistence.

V nasi praci jsme se snazili zhotovit primokultury z primarniho tumoru tlustého stteva
a zaroven z metastaticky postizené lymfatické uzliny. Takto ziskané primokultury jsou
idedlnim modelem pro studium markerd kancerogeneze, metastazovani a epitelialng-
mezenchymalni tranzice (EMT).

V pribéhu EMT dochazi k celé fadé zmén — ztrata polarity bunék, zména tvaru bunky
ve vietenovity, ztrata mezibunécnych spoji a zavislosti na nich, zvysena produkce slozek
extracelularni matrix, ztrata zavislosti na bazdlni membrané€, zvySena schopnost motility a
zvySena odolnost viici apoptoze. V tomto procesu dochdzi krom jiného ke zmén¢ E-cadherinu
na N-cadherin, tzv. cadherinovému switchi [11, 12].

Do metastatickych procesii je zapojeno ne€kolik molekul podilejicich se na adhezi,
migraci nebo invazivité nadorovych bunék, jako napf. epitelidlni adhezni molekula (EpCAM),
intercelularni adhezni molekula (ICAM1), B-catenin, nebo matrixové metaloproteinazy
MMP2 a MMP9, podilejici se na degradaci extracelularni matrix [11, 12].

Jednim z nejmoderngjSich pfistupi soucasné molekuldrni charakterizace nadord,
véetné kolorektalniho karcinomu, je analyza mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou vyznamné
regulatory genové exprese, které kontroluji, jak fyziologické, tak patologické procesy
v organismu. Casny zachyt kolorektalniho karcinomu je jednou z hlavnich podminek usp&sné
1é¢by. Velkou vyzvu do budoucnosti je vyhledani takové miRNA, ktera by umoznila zlepsit
detekci kolorektalniho karcinomu nebo by byla schopna predikovat lécebnou odpovéd u
pacientl s kolorektalnim karcinomem [13].



4  Cile disertacni prace

Naplni mé disertani prace bylo vybrat vhodny postup pro izolaci bunécnych kultur
z kolorektalniho karcinomu a jeho metastazy do regiondlni lymfatické uzliny, provést
zakladni charakterizaci odebranych bunécnych linii se zaméfenim na analyzu markert
nadorové progrese.

Dil¢imi cili projektu bylo:

1) Optimalizovat postup pro piipravu primokultur odvozenych z kolorektalniho
karcinomu a pftilehlych lymfatickych uzlin.

2) Stanovit citlivost téchto primokultur k bézné pouzivanym chemoterapeutikiim
(oxaliplatina, irinotekan), a/nebo monoklonalnim protilatkam (bevacizumab, cetuximab,
panitumumab).

3) Stanovit markery podilejici se na kancerogenezi, metastazovani u kolorektalniho
karcinomu na urovni mikroRNA, mRNA a proteint.

4) Objasnit roli epitelialné mesenchymalni tranzice v bunkéch
metastatického kolorektalniho karcinomu.

5 Material a metodika

Materidl pro bunécné kultury

VSechny resekaty tlustého stfeva pro tuto praci byly operovany na Chirurgické klinice
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Pro tuto préci byly ziskany adenokarcinomy volného
tlustého stfeva. Nejprve jsme se pokusili najit zvétSenou lymfatickou uzlinu a polovinu z ni
odebrali. Poté byly odebrany vzorky z priméarniho tumoru stieva a nepostiZzena sliznice stieva
do transportniho media.

Zbyla ¢ast materidlu z uzliny a z primarniho tumoru byla v laminarnim boxu zbavena
piebytecné tkané, rozmélnéna na co nejmensi fragmenty a nasledné zhomogenizovéana.
Vzorek byl ptenesen do kultiva¢nich lahvi, které¢ byly nasledn€ inkubovany pii 37°C
v 5 % atmosfére CO,.

Testovani Zivotnosti bunck

Irinotekan a oxaliplatina byly nafedény na cilové koncentrace kultivaénim mediem.
Zivotnost jednotlivych bunék byla méfena pomoci testu WST-1, coZ je kolorimetricka assay
zaloZzend na Stépeni tetrazoliové soli na nerozpustny formazan mitochondridlnimi

dehydrogendzami zivych bunék. Tento test kvantifikuje mnozstvi metabolicky aktivnich



bun¢k. Z vysledkii tohoto testu byla nasledné stanovena hodnota IC50, tj. koncentrace
testované latky, pii které preziva 50 % bunék.

Testovani migrace bunck

Zkoumani bunécné migrace bylo provedeno za pomoci pristroje X-CELLigence, ktery
méti prichod bunck pfes semipermeabilni membranu v redlném case. Migracni potencial byl
detekovan jako bunéény index, ktery odpovida pfimo umérné nartstu poctu bunék, které
prosly ptfes semipermeabilni membranu.

Imunohistochemicka analyza bun¢k

Z bioptickych parafinovych blocki byly na podlozni sklicka naneseny 4 pm fezy a
pouzity tyto primarni protilatky: pancytokeratin, p53, vimentin, E-cadherin, N-cadherin,
B-catenin, Ki67 a BRAF. VétSina vzorkd byla vlozena do automatického barviciho systému
BenchMark ULTRA (Ventana) a antigeny detekovany pomoci kitu ultraView Universal DAB
(Ventana).

Ptiprava vzorkl na extrakci RNA z bunéénych kultur

Bunétnd suspenze byla po 24 hodindich rhstu v inkubatoru ovlivnéna
irinotekanem/oxaliplatinou. Poté byly bunky oSetfeny Trizolem, ktery bunky lyzuje, ale
zaroven zachovava integritu nukleovych kyselin a proteind.

RNA izolace z bunéénych kultur pomoci kolonek

Izolaci celkové RNA jsme provadéli pomoci komeréné zakoupenych kolonek Zymo-
Spin IIC Column. Bunécny lyzat byl nanesen na kolonky, centrifugaci doSlo k priichodu
lyzatu skrz kolonku a navazani nukleovych kyselin (RNA a DNA) na sorbent kolonky. Déle
byl vzorek oSetfen pfidanim DNAsy a kolonky byly n€kolikrat promyty promyvacimi pufry.
Zachycenou RNA jsme nakonec z kolonky uvolnili pomoci DEPC vody do sbérné zkumavky,
koncentraci RNA jsme zméfili na NanoDropu 2000 a vSechny vzorky jsme nafedili na
jednotnou koncentraci.

Mgéfeni integrity RNA — stanoveni RIN ¢isla u vzorki RNA izolovanych bunéénych kultur
Pouziti neporusené RNA je dulezitym predpokladem pro uspésnou RT-PCR analyzu,

proto jsme u vzorkli RNA izolovanych z bunéénych kultur provedli kvalitativni analyzu RNA
pomoci elektroforetického pfistroje 2100 Bioanalyzer — méfeni RIN cisla (RNA integrity
number). Tento systém pracuje na principu kapilarni elektroforézy. Pro RT-PCR analyzu jsou
vhodné vzorky s RIN ¢islem vétSim nez 7, avSak jako nejvhodnéjsi se povazuje pouziti
vzorkl s RIN ¢islem v rozmezi 9 - 10.

Ptiprava cDNA a RT-PCR identifikace
cDNA (complementary DNA) je jednofetézcovd DNA syntetizovana podle RNA. Tuto
reakci katalyzuje RNA-dependentni DNA polymeraza zvand reverzni transkriptdza.

Pro pfipravu ¢cDNA pro mRNA a mikroRNA kvantifikaci byla pouzita RNA
vyizolovanad z bunéénych kultur. Smés reverzni transkriptdzy, primerd, mixu nukleotid



(deoxynukleotidtrifosfatii) a reakéniho pufru byla poté inkubovana v termobloku. Vznikla
cDNA byla nasledné¢ amplifikovana PCR reakci.

Ptiprava vzorku na Western blot - bunéény lyzat

Bunécna suspenze byla po 24 hodinach ovlivnéna irinotekanem/oxaliplatinou. Po
48 hodinach expozice byl pfidan lyza¢ni pufr s inhibitory protedz a homogenat byl pienesen
do mikrozkumavek. Poté byl zcentrifugovan a odebrany supernatant byl pouzit na zméfeni
bilkoviny, z ¢ehoz bylo vypocteno nafedéni jednotlivych vzorkG lyza¢nim pufrem a
4x koncentrovanym vzorkovym pufrem (SDS) na jednotnou koncentraci, které¢ byly pozdéji

nanaseny na gel.

BCA stanoveni bilkoviny
Pro stanoveni koncentrace bilkoviny jsme pouzili metodu BCA (Bicinchoninic acid

. . . v . o + . r ~ e v ’
assay). Princip metody je zaloZen na reakci proteinii s Cu”" v alkalickém prostiedi. M&d’ v ni
v , + + wr v , . .. .. . . ,
prechazi z Cu® na Cu'™, ¢imZ dochazi k redukci BCA (bicinchoninic acid) za vzniku modrého
zbarveni. Intenzita zabarveni je pfimo imérna mnozstvi bilkoviny.

Elektroforéza

Princip této metody spociva v separaci peptidl a proteind dle jejich velikosti a naboje
v elektrickém poli. V naSich experimentech jsme pouzili vertikdlni SDS-PAGE elektroforézu
s vyuzitim polyakrylamidového gelu a pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Vzorky
byly rozdéleny a po ukonceni separace byl gel vlozen do blotovaciho pufru a pokracovalo se
metodou ,,western blot*.

Western bloting a chemoluminiscenéni detekce proteini

Pro stanoveni proteinl v naSich experimentech byla pouzita metoda ,,western blot*,
kdy byly proteiny z gelu ptfeneseny na polyvinylidinfluoridovou (PVDF) membranu. Do
tzv. blotovaciho sendvice byly posklddany jednotlivé soucasti, a to v poradi blotovaci
houbicka, filtra¢ni papir, gel z elektroforézy, PVDF membrana, druhy filtracni papir a na n¢j

nakonec blotovaci houbicka. Po pfeneseni proteini na membranu byla tato membrana
inkubovana nejprve s primarni a poté se sekundarni protilatkou s navazanou kienovou
peroxidazou. Proteiny byly detekovany pomoci chemiluminiscence, za pomoci programu
Carestream. Jako kontrolni protein byl zvolen B-actin, pomoci které¢ho byla provedena
relativni kvantifikace jednotlivych proteini

Statistickd analyza
Data ze vSech méfeni byla vyjadfena jako hodnota + SD z priméru z alespon dvou

nezavislych méteni. Statisticka analyza byla provedena pomoci two way ANOVA analyzy,

Sidak test vyznamnosti, kde p<0,05. Analyza dat byla provedena programem GraphPad Prism
6.0. Koncentrace vybranych inhibitor zptisobujici 50 % pokles zivotnosti bun¢k (IC50) byla
stanovena metodou nelineédlni regrese programem GraphPad Prism 6.0.



6 Vysledky

Do nasi studie bylo zatazeno 60 resekatli od pacientl s adenokarcinomem tlustého stieva.
V tabulce €. 1 jsou shrnuta zdkladni patologicka data o vSech odebranych vzorcich, vcetné
uspésnosti izolace jednotlivych vzorkii.

Tab. &. 1: Uspésnost izolace bunéénych linii z primarniho tumoru a z regionalni lymfatické
uzliny v zévislosti na histologickych parametrech kolorektalniho karcinomu.

Celkovy % usp&nost izolace % uspésnost
pocet z tumoru (n = 58) izolace z LU
(n = 60) (n=36)
Stage tumoru
T1 1/60 (2 %) 0/0 (0 %) 1/1 (100 %)
T2 10/60 (17 %) 2/9 (22 %) 1/4 (25 %)
T3 38/60 (63 %) 17/38 (45 %) 10/24 (42 %)
T4a, b 11/60 (18 %) 7/11 (64 %) 5/7 (71 %)
Stage LU
NO +NO(i+) | 32/60 (53 %) 14/31 (45 %) 3/17 (18 %)
Nla, b, c 18/60 (30 %) 8/17 (47 %) 8/11 (73 %)
N2a, b 10/60 (17 %) 4/10 (40 %) 6/8 (75 %)
Lokalizace
Pravy tracnik | 26/60 (43 %) 11/24 (46 %) 9/18 (50 %)
Levy tracnik | 34/60 (57 %) 15/34 (44 %) 8/18 (44 %)
Grade
Gl 8/60 (13 %) 2/7 (29 %) 1/3 (33 %)
G2 40/60 (67 %) 16/39 (41 %) 10/24 (42 %)
G3 12/60 (20 %) 8/12 (67 %) 6/9 (67 %)
Angioinvaze
Prokazana 25/60 (42 %) 10/25 (40 %) 9/13 (69 %)
Neprokazana | 35/60 (58 %) 16/33 (48 %) 8/23 (35 %)
Perineuralni
Sireni
Prokézéano 13/60 (22 %) 7/13 (54 %) 6/8 (75 %)
Neprokazano | 47/60 (78 %) 19/45 (42 %) 11/28 (39 %)
Mucinézni
komponenta
Pfitomna 16/60 (27 %) 5/16 (31 %) 3/10 (30 %)
Neptitomna | 44/60 (73 %) 21/42 (50 %) 14/26 (54 %)




Z primarnich tumort bylo ziskano 58 vzorki, 36 vzorkil bylo ziskano z regionélnich
lymfatickych uzlin. Z priméarnich nadorti bylo ziskdno 26 primokultur s uspé$nosti 45 %
(26/58); z odebranych lymfatickych uzlin bylo ziskano 17 primokultur s GspéSnosti 47 %
(17/36). Témét polovina (konkrétné¢ 17) odebranych lymfatickych uzlin vSak nebyla
histologicky metastaticky postizena. Reédlna uspéSnost bunéénych  kultur
z metastaticky postizenych lymfatickych uzlin byla vyssi; 74 % (14/19).

izolace

Na zéklad¢ histologickych dat byly pro prvotni experimenty vybrany Ctyii vzorky, u
nichz jsme ziskali jak buné¢nou linii z primarniho nadoru, tak z uzlinové metastazy (tab. ¢. 2).

Tab. €. 2: Zékladni histologicka charakteristika vzorkli ur€enych pro izolaci bunéénych kultur.

Cislo Stage Stage | Grade | Angioinvaze | Perineuralni | Mucin6zni Lokalizace
kultury | tumoru | uzlin | tumoru Sifeni komponenta tumoru
4 T4b T2b G3 + + 0 sigmoideum
20 T3 Tlb G2 - - 0 cékum
30 T4a Tla G2 + + 0 transversum
34 T3 Tla G2 - - 0 sigmoideum

Charakteristika primokultur z hlediska schopnosti migrace

Pro testovani schopnosti migrace izolovanych primokultur byla pouzita metoda
prichodu pies semipermeabilni membranu za pomoci pfistroje XCELLigence. Jak je patrné
obr. ¢. 1, buniky ziskané z metastdzy do lymfatickych uzlin (A) mély vyssi migracni potencial,
nez buiiky ziskané z primarniho tumoru (B) a to ve vSech ¢tyfech ptipadech.
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Obr. €. 1: Porovnani schopnosti migrace u ¢tyt riznych linii izolovanych z primarniho tumoru
(4B, 20B, 30B, 34B) a linii z odpovidajicich metastdz do lymfatickych uzlin (4A, 20A, 30A,
34A). Pro srovnani byly pouzity imortalizované linie SW480 a SW620, tedy model bun¢k
kolorektalniho karcinomu a bunék z metastaz do lymfatické uzliny odebrané od stejného
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pacienta. Data jsou vyjadiena jako primér bunécného indexu £SD z alesponi dvou nezavislych
experimentll. Bunéény index odpovidé naristu poctu bunék proslych pies semipermeabilni
membranu.

Porovnani markeru zapojenych do migrace

Do metastatickych procesti je zapojeno mnoho molekul podilejicich se na adhezi,
migraci nebo invazivité¢ bun¢k. Matrixové metaloproteinazy (MMP2, MMPY) zapojené do
degradace extracelularni matrix byly stanoveny na urovni mRNA. V souvislosti se schopnosti
migrace bun¢k byly nejprve stanoveny hladiny mRNA matrixovych metaloproteinaz (MMP).
Vyssi hladiny MMP byly zjistény u bunék izolovanych z primarniho kolorektalniho
karcinomu, na rozdil od imortalizovanych bunécnych linii SW480 a SW620, ve kterych byl
efekt opacny (obr. €. 2).
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Obr. ¢. 2: Relativni mnozstvi MMP2 a MMP9 na Grovni mRNA v buiikdch primérniho
kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B, 34B) a buikach jejich metastdz do lymfatické
uzliny (4A, 20A, 30A, 34A) byla stanovena pomoci RT PCR. Pro srovnani byly pouzity
imortalizované linie SW480 (oznaceno jako SW-B) a SW620 (oznaceno jako SW-A). Data
jsou vyjadfena jako primér relativniho mnozstvi +SD zalesponn dvou nezavislych
experimentll. *p<0,05 = bunky primarniho kolorektalniho karcinomu vs buiky z jejich
metastazy do lymfatické uzliny.
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Stanoveni relativniho mnozstvi mikroRNA v izolovanych bunéénych liniich

Dalsimi dalezitymi regulatory genové exprese, podilejicich se na procesech nadorové
progrese jsou i miRNA. Ve vybranych ¢tyfech vzorcich (4, 20, 30 a 34) byly stanoveny
miR-21, miR-29a, miR-31, miR-125b a miR-200a, vybrané na zaklad¢ literatury. Vysledky
jsou shrnuty v obrazku ¢. 3. Mnozstvi miR-21 bylo vyznamné zvySeno ve dvou piipadech
(kultura €. 4 a ¢. 34) v liniich izolovanych z kolorektalniho karcinomu. Stejné tak mnozstvi
miR-29a bylo zvySeno v kultufe ¢. 4, ¢. 34 a navic také v kultufe ¢. 30, vSe u bunck
kolorektalniho karcinomu, v porovnani s liniemi izolovanymi z metastaz. MiR-31 byla
deregulovana pouze v ptipad¢ 30B. MiR-200a byla vyrazné modifikovana ve dvou piipadech,

v linii 30B doslo ke snizeni exprese a v linii 34B byla exprese naopak zvysSena.

Exprese vySe zminénych miRNA souvisejicich s procesy adheze a migrace byla
meéifena a porovnavana také v imortalizovanych bunéénych linii SW480 a SW620. Data jsou
uvedena na obr. ¢. 3. Hladiny miR-21, miR-31 a miR-125b neukézaly zadnou vyznamnou
zménu. Na druhou stranu hladina miR-29a a miR-200a byly vyznamné zvySeny u linie
SW480 v porovnani s linii SW620.
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Obr. €. 3: Porovnani relativniho mnoZstvi vybranych miRNA souvisejicich s bunécnou adhezi
a progresi (miR-21, miR-29a, miR-31, miR-125b a miR-200a) u buné¢nych linii izolovanych
z kolorektalniho karcinomu (4B, 20B, 30B a 34B) a jejich metastdz do lymfatické uzliny
(4A, 20A, 30A, 34A), ziskanych od Ctyf pacientii. Pro srovnani byly pouZity imortalizované
linie SW480 (oznaceno jako SW-B) a SW620 (oznaceno jako SW-A). Data byla ziskéna
pomoci RT-PCR. Vysledky jsou vyjadieny jako relativni mnozstvi £SD jako primér
z alesponn dvou nezavislych experimentti. *p<0,05 = buinky z kolorektalniho karcinomu
vs. buiiky z metastazy do lymfatické uzliny.
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Ucinek chemoterapeutik a biologické terapie na Zivotnost izolovanych bunék

V dalsi c¢asti studie jsme se zaméfili na stanoveni Zzivotnosti bunck izolovanych
z kolorektalniho karcinomu a jejich metastdzy do lymfatické wuzliny po ovlivnéni
chemoterapeutiky a biologickou 1éc¢bou (obr. ¢. 4). Pro nase experimenty jsme zvolili

testovani zdkladni cytotoxicity téchto 1éCiv na builkéch kolorektalniho karcinomu (20B) a

bunkach z jejich metastazy do lymfatické uzliny (20A). Irinotekan se ukazal jako vice ucinny

v porovnani s oxaliplatinou, zejména u bunék izolovanych z metastazy. Porovnani hodnot

IC50 je shrnuto v tabulce €. 3.

Stejn¢ tak jako u adjuvantni terapie byl porovnavan ucinek biologické terapie
(bevacizumab, cetuximab, panitumumab) na Zivotnost izolovanych bun¢k. U testovanych linii
nebyly zjistény zaddné vyznamné zmény dokonce ani pii pouziti vysSSich koncentraci
(bevacizumab 250 pg/ml; cetuximab a panitumumab 50 pg/ml).
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Obr. ¢. 4: Porovnani Zivotnosti bun€k izolovanych z primarniho nadoru a bunck z uzlinové
metastazy po ovlivnéni adjuvantni terapii (irinotekanem, oxaliplatinou) a biologickou 1écbou
(bevacizumabem, cetuximabem a panitumumabem) po dobu 30 hodin. Vyhodnoceni bylo
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provedeno pomoci WST analyzy. Data jsou vyjadiend jako procenta neovlivnéné kontroly.
*p<0,05 = bunky izolované z kolorektalniho karcinomu vs. buniky izolované z jejich
metastazy do lymfatické uzliny; #p<0,05 = buniky ovlivnéné chemoterapii vs. neovlivnéna
kontrola.

Tab. €. 3: Hodnoty IC50 chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny u bun¢k izolovanych
z kolorektalniho karcinomu a jejich metastazy do lymfatické uzliny po 30 hodinach inkubace.

IC50 [ng/ml]
bunky izolované

buniky izolované z
primarniho naddoru

0.22
52.23

z uzlinové metastazy

0.11
48.23

irinotekan
oxaliplatina

Na zaklad¢ ptedchozich vysledkii byl pro dalsi testovani Zivotnosti bun¢k vybran
irinotekan a oxaliplatina. Citlivost k t€mto chemoterapeutikim byla testovana na nékolika
imortalizovanych bunéénych liniich (HT29, CaCo2, SW480 a SW620) a nenddorovych
fibroblastech (CCD-112CoN) v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hodin. Dale byla citlivost
testovana na liniich izolovanych z priméarnich kolorektalnich karcinomd, resp. jejich
uzlinovych metastdz, v ¢asovém intervalu 48 hod, ktery byl v pfedchozich experimentech
zjidtén jako optimalni. Zivotnost byla hodnocena pomoci testu WST-1. Na zaklad& testu
cytotoxicity, chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny byly stanoveny hodnoty IC50
(tab. ¢. 4 a 5). V testovanych bunécnych liniich byly zfetelné rozdily citlivosti na testovana
chemoterapeutika, izolované 7z metastdz do
lymfatickych uzlin.

avSak jako citlivgsi se projevily linie

Tab. ¢. 4: Hodnoty IC50 chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny u imortalizovanych
bunécnych linii HT29, CaCo2, SW480 a SW620 a u nenadorové linie CCD-112CoN.

IC50 OPT [pg/ml] IC50 IT [png/ml]
24hod | 48hod | 72hod 24hod 48hod 72hod
Imortalizované nadorové bunécné linie
HT29 482.70 | 46.95 5.82 70.01 23.38 11.29
CaCo2 11.18 0.36 1.14 150.00 48.11 38.22
SW480 109.1 0.35 8.20 316.3 32.81 4.18
SW620 | 70.91 3.30 12.74 603.8 118.0 8.64
Nenadorova bunécna linie
CCD 36.13 12.91 98.20 341.7 103.9 341.7
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Tab. ¢. 5: Hodnoty IC50 chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny u bunécnych linii

izolovanych od pacientd z primarniho tumoru (B) a z metastaticky postizené lymfatické
uzliny (A).

IC50 OPT [ug/ml] IC50 IT [ng/ml]
24hod | 48hod |  72hod 24hod | 48hod | 72hod
Primokultury
36B 7.42 40.44
39B 55.08 108.5
42A 80.67 303.8
42B 30.18 41.82
43B 139.70 534.20
44A 47.83 43.63
44B 238.60 248.70
46B 143.90 504.80
47B 216.80 285.90
48B 24.08 13.33
54A 172.2 66.13
54B 16.19 38.11
55B 85.21 88.26

Vliv chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny na migra¢ni potencidl izolovanych

bunéénvch linii

Pro dal$i testovani byla vybrana skupina vzorkli, na zéklad¢ patologickych
charakteristik a na zéklad¢ citlivosti k tetovanym latkdm. U téchto izolovanych linii
(vzorky 42, 44, 54 A 1 B) byla testovana schopnost migrace a zaroveil byl porovnavan vliv
chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny na jejich migracni potencidl (obr. ¢. 5). Vyssi
migracni potencidl byl pozorovan u bun€k primarniho tumoru (42B a 54B), kromé vzorku
Cislo 44, kde  bunky  primarniho  tumoru  nebyly  schopny  migrovat
vibec (n.d. = nedetekovatelné). Na druhou stranu, irinotekan a oxaliplatina plsobily na
migraci u¢innéji v buiikach izolovanych z lymfatické uzliny.
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Obr. €. 5: Porovnani schopnosti migrace bunék izolovanych z kolorektalniho karcinomu (B) a
bun¢k izolovanych z jejich metastazy do lymfatické uzliny (A), ziskané z nadorové tkané
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od tii pacientl (42, 44, 54), po ovlivnéni irinotekanem a oxaliplatinou (pouzitd koncentrace
odpovida hodnoté IC50). Migracni assay byla provedena pomoci analyzy v Case, pfistrojem
X-CELLigence. Méfeni bylo provedeno ve dvou nezavislych experimentech. Data jsou
vyjadiena jako pramér +SD zposledniho bodu méfeni z alespoit dvou nezavislych
experimentl. *p<0,05 = irinotekan a oxaliplatina vs. neovlivnhéna kontrola;
n.d.= nedetekovatelné.

Stanoveni markerti nddorové progrese na tirovni mikroRNA a mRNA

Déle byly méfeny hladiny markerG zapojenych do nédorové progrese na urovni
mRNA (E-cadherin, N-cadherin, MMP2, MMP9 a vimentin) a také hladiny mikroRNA
souvisejicich s t€émito procesy (miR-21, miR-29a a miR-200a) (viz obr. ¢. 6 a 7).

Vyssi exprese E-cadherinu byla zjisténa v bunkdch z metastazy do lymfatické
uzliny (A), ve vzorcich €. 42 a 44. Ve vzorku €. 54 byla vyssi exprese E-cadherinu nalezena v
buitkach kolorektalniho karcinomu. Vyraznd exprese N-cadherinu byly zjiSténa také ve
vzorku 44A. Mezenchymadlni marker vimentin byl vyrazné exprimovan v buiikidch z metastaz
do lymfatické uzliny, kromé vzorku 44. MMP, které¢ jsou zapojeny do nadorové progrese,
byly vyznamné vyssi v bunkach z metastaticky postizenych lymfatickych uzlin, zejména pak
MMP-9. Jedina vyjimka byl vzorek ¢. 42, ve kterém hladina mRNA obou MMP byla témér
nulova.

Co se tyce exprese mikroRNA, vyssi hladina miR-21 byla stanovena v bunkach z
metastaticky postizenych lymfatickych uzlin, vyjma vzorku 44. Nejvyraznéjsi zvySeni miR-21
bylo zjisténo v metastatickych buiikach 54A. Relativni mnozstvi miR-29a bylo naopak
snizeno v metastatickych buinikach (vzorek 44, 54, SW) v porovnani s liniemi odvozenymi z
primarniho tumoru. Vyznamny nartst hladiny miR-29a byl detekovan v linii 42A. Podobny
trend jsme pozorovali 1 v expresi miR-200a, pfi¢emZ nejvyssi hladina byla stanovena praveé v
linii 42A.
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Obr. €. 6: Porovnani rozdilu mRNA exprese vybranych molekul zapojenych do nadorové
progrese v bunikédch izolovanych z metastdzy do lymfatické uzliny (42A, 44A, 54A) a bun¢k
zjejich primarnich tumort (42B, 44B, 54B). mRNA exprese E-cadherinu, N-cadherinu,
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MMP2, MMP9 a vimentinu byla stanovena pomoci RT PCR. Méteni bylo provedeno ve dvou
nezéavislych experimentech. Data jsou vyjaddfena jako relativni mnozstvi +SD.
#p<0,05 = buniky z metastazy do lymfatické uzliny vs. buniky z primarniho kolorektalniho
karcinomu.
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Obr. ¢. 7: Porovnani rozdilu hladin miRNA zapojenych do nadorové progrese v buiikach
izolovanych z metastazy do lymfatické uzliny (42A, 44A, 54A) a bunék z jejich primarnich
tumort (42B, 44B, 54B). Hladiny miR-21, miR-29a, miR-200a byly stanoveny pomoci RT
PCR. M¢éteni bylo provedeno ve dvou nezavislych experimentech. Data jsou vyjadiena jako
relativni mnozstvi +SD. #p<0,05 = bunky z metastdzy do lymfatické uzliny vs. buiky
z primarniho kolorektalniho karcinomu.

Vliv chemoterapeutik irinotekanu a oxaliplatiny na expresi molekul zapojenvch do nddorové

progrese
Ucinek irinotekanu a oxaliplatiny na expresi molekul souvisejicich s nddorovou

progresi byl porovnavan nejen na Grovni mRNA, ale také na Urovni proteinu (obr. €. 8).
Vyznamné zmény nastaly ve vétSin€ testovanych vzorkl a to jak u bunék kolorektalniho
karcinomu, tak bunék odvozenych z metastazy do lymfatické uzliny.
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relativni mnoZstvi mRNA

L s mm E-cadherin g 20 - VP2
x N-cadherin o4 x MMPS
s Es 1
2 104 e KONtrola -
E = - T § 1.0 @ I werveeeneees kontrola
E &
Eosi M ; E . .
&
5 * £ = W@
5 = .
® 00 D 0.
2.5 24 2B
2.0 kontrola T OFT  kontrola  IT OPT
= E-cadherin _——
=1.54
& 1.00 127 0.75 1.00 0.14 110
E1.04 e kontrala  N-cadherin  — —
> 1.00 0.94 0.58 1.00 0.28 139
054 vimentin —-— =
0.0 1.00 115 1.08 1.00 119 1.08
IT OPT IT OPT p-actin D D O T G-
427 42B
<5 Bl E-cadherin a4 NP2
E N-cadherin E MNP
E ET L
= 15 —_ i
£ &
'S 10 <o konitrola ﬂ 5
£ g2
E =
E- g E 1 o kontrola
5 B
@ 0.0 20
L OET L il IT oPT IT OFT
444 448 444 448
44A 44B
kontrola IT OFT  kontrola IT OPT
e E-cadherin _ pe—m W sy o =
= 1.00 0.46 0.50 1.00 024 022
E Nocadherin e e G = o o
s 1.00 0.57 1.32 1.00 0.50 0.55
vimentin - « B a-=
0.00 0.00 0.00 1.00 1137 1.52
0 - .
IT OPT IT OPT Pactin G D D D D e
44A 448

17



4- <20
c) g B E-cadherin F . MMP2
= * I N-cadherin E,;l
2 Z
'g 24 ’g 1,04
£ =
E 14 kontrola E 0.5
= 5
® 0 @ 0
= IT oPT I 0PT
544 54B
S4A 548
g *kontrola kontrola IT OPT  kontrola IT OPT
E o8 E-cadherin
E Sos
5] E ' N-cadherin
E Eoas
E = vimentin
> 0.2
g f-actin
IT OPT IT OPT
54A 548
u Wl E-cadherin . MMP-2
g3 » <
] W9 N-cadherin z 61 P9
d) .E E 5_ * L
%z— 2 a4
g 8.
Eqdon v L - L. kontrola Ez‘
=3 - f—
'% _-%1 ST - kontrola
2 ® ol
" oPT T oPT
SW620 SW4E0
=
z J T,
E SW4B0D SWe620
E £ 24 konirola T OPT
§ E E-cadherin
: > -«-kontrala
§ N-cadherin ;
g 0
IT_OPT 1T_opT pacin T G S S S S

SWE20 SWa4s0

Obr. ¢. 8: Porovnani zmén v relativni expresi molekul souvisejicich s nddorovou progresi
(E-cadherin, N-cadherin, MMP2, MMP9 a vimentin) na Urovni mRNA a proteini po
ovlivnéni irinotekanem a oxaliplatinou v bunkach z metastdzy do lymfatické uzliny (A) a
v bunikach kolorektalniho karcinomu (B) izolovanych ztumorii od tfi pacientli (vzorek
C.42 - a); ¢. 44 — (b); €. 54 — (c¢); a bun€k imortalizovanych SW480 a SW620 (d). Exprese
byla stanovena pomoci RT-PCR (mnozstvi mRNA) a pomoci western blot analyzy (mnoZzstvi
proteinu). Data jsou vyjadiena jako primér relativniho mnozstvi +£SD z alesponn dvou
experimentll. *p<0,05 = metastatické nddorové bunky zlymfatické uzliny vs. buiky
kolorektalniho karcinomu.
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7 Diskuse

Péstovani bunéénych kultur dnes patii mezi rutinni techniky pouzivané v zakladnim a
aplikovaném vyzkumu i ve vyrobé. In vitro lze kultivovat fadu bunéénych modell, vcetné
modelu kolorektalniho karcinomu [14].

K ziskani bunécnych kultur z lidskych nadorti existuje né€kolik metod (mechanické a
enzymatickd disociace, separace za pomoci magnetickych nanocastic a pomoci hustotniho
gradientu) [15-17]. Posledni dvé jmenované metody vedou k izolaci pouze urcitého typu
specifickych bun¢k. Je ¢im dal vice evidentni, Ze nadorové stroma hraje dilezitou roli
v invazivité nadort nebo se muze podilet na Iékové rezistenci v tumoru. Dulezitym faktorem
pro testovani patologickych procesii je tedy pouziti smesice bunék.

Nami pouzitd metoda mechanické disociace zachovava pivodni vlastnosti bunék, i
kdyz je vystavuje relativné velkému mechanickému stresu, ktery muze vést k jejich
smrti [18, 19]. Pfi pouziti této metody jsou pfitomny bunky naddorové a zarovenn zachovany
podpirné bunky nadorového stromatu (fibroblasty, endotelie,...). Dochdzi k relativnimu
udrzeni ptivodniho mikroprostfedi nadorovych bunék, coz podporuje jejich rist a proliferaci
v porovnani s bunéénymi liniemi izolovanymi za pomoci jinych metod [10].

Bunky z primarniho loZiska kolorektalniho karcinomu a buniky z uzlinové metastazy
ziskané od identického pacienta tvoti unikatni model vhodny pro studium nadorové progrese
a dalSich metastatickych vlastnosti. Pro nase experimenty jsme vSak jest¢ hledali model
imortalizovanych buné¢k, diky kterym bychom mohli porovnat dosazené vysledky, chovani
jednotlivych bunék, morfologické a fenotypové rozdily obou bunéénych typl s izolovanymi
buitkami. Bunééné linie SW480 (bunécnéd linie primarniho kolorektdlniho karcinomu) a
SW620 (metastaza do lymfatické uzliny) ptesné spliovaly naSe pozadavky [20]. Pii
porovnavani bun€k izolovanych a bun€k imortalizovanych bylo nalezeno velké mnoZstvi
rozdild, pravdépodobné také na zakladé selekce agresivnich kloni béhem pasdzovani
spole¢né s dulezitou roli podpirného stromatu v primarni kultute.

Mezibunééné adheze nebo adheze mezi buitkami a extracelularni matrix hraji
dilezitou roli v nddorové progresi a rozvoji metastdz, ale také v usidleni bun¢k v sekundarnim
loZisku. Adhezni molekuly, jako napf. cadheriny, ale 1 jiné, se podileji na migraci bunék
z nadorové masy. Snizena exprese E-cadherinu byva ¢asto spojovana s nddorovou progresi a
zvySenou buné¢nou invazivitou [21]. SniZzend exprese E-cadherinu spolecné s cateniny je
spojovana s dediferenciaci, invazivitou a metastazami. Zaroven sniZzenou expresi E-cadherinu
ale 1 dalSich molekul mohou ziskat epitelidlni buitky mezenchymalni fenotyp, ¢imZ se stavaji
vice invazivnimi. Ztrata E-cadherinu a s tim souvisejici pfechod na N-cadherin je zdkladnim
pfedpokladem EMT v kolorektdlnim karcinomu. V tomto procesu N-cadherin interaguje
s nejbliz§im okolim, ¢imZ usnadiiuje invazivitu a metastaticky potencidl nadorovych
bun¢k. [22]. Pii detekci markerG podilejicich se na nadorové progresi jsme v naSich
modelovych liniich nasli dva pfipady bunck primarniho kolorektdlniho karcinomu, které
vykazovaly zvySenou expresi E-cadherinu v porovnani s hladinou v bunikach z metastazy do

19



lymfatické uzliny od téhoz pacienta. U vétSiny testovanych vzorkti byla pozorovana zvysena
migrace zejména u bunék izolovanych z uzlinovych metastaz, ve dvou piipadech byla vSak
migracni aktivita vy$§i u bunéénych kultur z primarniho nédoru. Buiiky z metastazy ve
veétsSin€é pripadi migrovaly agresivnéji nez bunky izolované z primarniho karcinomu, coz
koresponduje s vysledky exprese E- a N-cadherinu na Grovni mRNA i proteinu. N-cadherin
byl zvysené exprimovan zejména v buiikdch izolovanych z uzlinové metastazy, zatimco
zvysené hladiny E-cadherinu byly prokdzany u bun¢k z primarniho karcinomu [22].

Dal8imi dulezitymi molekulami, podilejicimi se na nddorové progresi jsou matrixové
metaloproteindzy (MMP). Jedna se o proteolytické enzymy degradujici kolagen v ECM a
slozky bazalni membrany jako napi. kolagen typu IV, proteoglykany, elastin, laminin a
fibronektin. V malignich nadorech je zvySend exprese MMP spojena se zvySenou
proteolyzou. Exprese MMP na povrchu invazivniho tumoru muize zprostiedkovat interakci
mezi buikami tumoru a fibroblasty. ZvySena hladina MMP-9 u kolorektalniho karcinomu
koreluje s agresivitou tumoru a pritomnosti metastaz v jatrech. MMP-9 hraje dilezitou roli
v migraci nadorovych bunék a metastatickych procesech pravé u kolorektalniho
karcinomu [23]. Hladina MMP-9 byla vyznamn¢ vyssi u metastatickych SW620 v porovnani
s buitkami SW480. Zatimco hladina dal§si MMP, MMP-2, byla zménéna minimalng. ZvysSena
exprese MMP-2 a MMP-9 byla ptekvapivé zjiSténa v bunkdch primarniho kolorektalniho
karcinomu, ve vSech testovanych vzorcich. Rozdily pravdépodobné reflektuji zmény mezi
imortalizovanymi bunéénymi liniemi a builkami izolovanymi z nadorovych tkani, které
mohou byt ovlivnény buiikami okolniho stromatu [24].

Mezi vyznamné regulatory genové exprese a to jak v procesech fyziologickych, tak i
hraji klicovou roli také v iniciaci a progresi kolorektalniho karcinomu. Specifické miRNA
mohou mit jak supresivni tak podpurny efekt zavisly na bunécném prostiedi, ve kterém
miRNA vznikaji [25]. Napf. miR-21 je velmi dobie prostudovand ,,onkomiRNA®, kterd slouZzi
jako marker hors§i prognézy u rtiznych typi karcinomt véetné karcinomu prsu, jater, plic a
také u kolorektalniho karcinomu [26]. Kromé& toho je zvySena hladina miR-21 spojovéana
s niz$i chemosenzitivitou a Spatnou odpovédi na chemoterapii u pacientll s kolorektalnim a
plicnim  karcinomem, zatimco inhibice miR-21 muize zlepSit odpovéd na
chemoterapii [27, 28]. V naSich experimentech byla miR-21 zvySen¢ exprimovana zejména ve
vzorcich s vy$§im migracnim potencidlem. Exprese dal$i miRNA, miR-31, kterd je schopna
inhibovat lokdlni invazi, intravaskularni pteziti a metastatické kolonizace, byla jiz diive
popsana v mnoha typech nadori jako napf. u karcinomu prsu, prostaty, ovarii, zaludku,
mocového méchyte, u kolorektalniho karcinomu, hepatocelularniho karcinomu, karcinomu
hlavy a krku nebo dlazdicového karcinomu jazyka [29, 30]. V naSich experimentech byla
miR-31 zvySené exprimovana pouze v jednom testovaném vzorku a to u bun¢k odvozenych
z primarniho kolorektdlniho karcinomu. Velmi dilezitym reguldtorem genové exprese je
rodina miR-200a, kterd plsobi na celou tadu procesii tykajicich se bunécné migrace a
invazivity. Genovou expresi markerl, podilejicich se na téchto procesech reguluje ptes
ZEB1/2 v riznych typech nadort. Inhibice miR-200a plsobi snizeni hladiny E-cadherinu,
zatimco dochézi ke zvySeni hladiny vimentinu a zaroven je podpotfena bunécna motilita [31].
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Nase studie ukazala ve dvou ptipadech korelaci mezi snizenim hladiny miR-200a v buiikach
primarniho kolorektalniho karcinomu a zvySenim hladiny E-cadherinu. U linie kolorektalniho
karcinomu, ve které byla zjiSténa nejvyssi schopnost migrace buné€k, byla hladina miR200a
vyznamn¢ zvysSena. Dalsi dilezitym reguldtorem u pacientd s kolorektalnim karcinomem je
miR-29a, jejiz zvySena hladina byla prokdzana v séru pacienti s kolorektalnim
karcinomem [31]. Stejn¢ tak naSe bunky ziskané z primarniho kolorektalniho karcinomu
vykazovaly vyznamné vys$$i hladinu miR-29a u vétSiny testovanych vzork. Mnozstvi
miRNA u kolorektalniho karcinomu je spojena s progndézou a terapeutickou odpovédi.
Vsechny nami testované mikroRNA vykazovaly vyraznou variabilitu, kterd vSak korelovala
s expresi markerti tykajicich se invazivity a metastazovani, jako napf. vimentinem a
E-cadherinem.

Pokroky v chemoterapii a radioterapii vyznamné zlepSuji pfeziti pacientli. Nicméné
pokrocily nebo relabujici kolorektalni karcinom je stale obtizn¢ 1é¢itelny pomoci konvenéni
systémové 1écby, proto je potieba nastavit lepsi terapeutické podminky [32]. 5-FU a
leukovorin s kombinaci s oxaliplatinou se bézné pouzivaji pro adjuvantni a paliativni
chemoterapii kolorektalniho karcinomu [33, 34]. Pozitivni cytotoxicky efekt irinotekanu a
oxaliplatiny in vitro byl jiz n¢kolikrét testovan na rtiznych bunéénych liniich, jejich citlivost
se ale vzdy 1i8i [35, 36]. Pilotni data naSich experimentl na izolovanych bunéénych liniich
ukéazaly vyS$i ucinnost irinotekanu na metastatické bunky v koncentracich srovnatelnych
s koncentracemi pouZivanymi u imortalizovanych bunéénych linii. Oxaliplatina pisobila
toxicky pouze ve vyssich koncentracich u metastatickych bunék izolovanych z lymfatické
uzliny resp. bunék z kolorektalniho karcinomu (IC50=48,23, resp. 52,23 ug/ml). Do téchto
vysledkli se mize promitnout celd fada faktord, jako je napf. riznd exprese mikroRNA,
markert invazivity, mutace gentl, ¢i rizna diferenciace a lokalizace tumoru [37].

V poslednich letech cilend terapie reprezentuje novy pfistup 1é€by pacientl
s kolorektalnim karcinomem, ale také slibny prostor pro vyzkum molekuldrnich mechanismu
zodpovédnych za nadorovou progresi. Inhibice ristu bunék kolorektalniho karcinomu linii
Caco2 a HT-29 byla pozorovana po 48 hodinach expozice 40 pg/pl koncentraci téchto 1é¢iv,
ale pouze v experimentech u kterych bylo 1é¢ivo pfidano k nasazované bunécné suspenzi.
Podani cilené terapie za pouziti stejnych podminek jako pro konvencni chemoterapii nemélo
zadny efekt na bunécnou proliferaci [38]. Nami izolované bun&tné linie nereagovaly na
pouzitou biologickou 1é¢bu (bevacizumab, cetuximab, panitumumab). Efekt bevacizumabu na
bunécnou linii, vzhledem k jeho piisobeni na nadorovou angiogenezi, je pravdépodobné
minimalni. V primokulturach nepochybné jsou endotelidlni bunky, které mohou uvolnovat
nckteré pusobky, nicméné nezprostiedkovavaji zde nové cévni zdsobeni nebo piisun zivin
jako tumoru in vivo. Absence cytotoxického pisobeni cetuximabu a panitumumabu je 1épe
vysvétlitelnd. Cetuximab a panitumamab je pouZivan v podstaté¢ vyhradné¢ v kombinaci
s konvencni chemoterapii a na jejich terapeutickém efektu se jist€¢ spolupodili i nadorové
stroma a protinddorova (zejména bunécnd) imunita organismu.

V dalsi casti studie jsme se zaméfili na studium procesu EMT v naSich bunécnych
liniich. EMT byva popsana jako klicovy proces riistu malignich tumort, zvySené invazivity a
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tvorby metastaz. V ptipad¢ kolorektalniho karcinomu je fenomén EMT zndm vic nez 20 let.
Velmi casto se v odbornych pracich setkdvame s heterogenitou existujici v souvislosti
s procesem EMT uvnitf tumord. Existence riznych spekter EMT fenotypt je diivodem, pro¢

vvvvvv

Nador mize byt produktem svého mikroprostiedi. Role nddorového mikroprostiedi a
EMT v tvorbé a rozvoji tumoru je zprosttedkovana dvéma dilezitymi mechanismy. Prvni je
ten, ze fibroblasty usnadnuji proliferaci bun¢k v okrajovych Castech tumoru a podporuji
EMT progresi za pomoci faktort jako je IL-6 [39] nebo Tcf21 [40]. Druhy mechanismus je
ten, Zze léCba pomoci chemoterapeutik méni nadorové mikroprostiedi, které podporuje
EMT proces a chemorezistenci nddorovych bunék.

Na zaklad¢ téchto fakti byla dalsi ¢ast nasi studie navrzena tak, ze byla nejprve
charakterizovana ptitomnost EMT markerG a jejich role v bunécnych liniich ziskanych z
nadorové tkané pacientll s metastatickym kolorektalnim karcinomem. Po otestovani §irSiho
spektra bunéénych kultur na citlivost k irinotekanu a oxaliplatiné jsme se zaméfili na ty, které
a byly ziskany ze vzorkd znizce diferencovanych tumorti (G3) a s vyssi pokrocilosti
primarniho tumoru (T3, resp. T4a). Déle jsme porovnavali vliv irinotekanu a oxaliplatiny na
biologické chovani a expresi EMT markerti v téchto builkdch. Nase ziskana data jsou
v souladu s akceptovanym konceptem EMT a jeji role v rustu a invazivité kolorektalniho
karcinomu, nicméné vykazuji urCitou variabilitu. Imunohistochemicka analyza ukazuje spise
konzistentni expresi E-cadherinu ve vSech analyzovanych vzorcich, pfitomnost N-cadherinu a
vimentinu v metastatickych malignich buiikach je patrnd pouze v jednom z testovanych
vzorkd. Na druhou stranu pokud porovname bunécné linie s pivodni tkdni, ze které byly
izolovany, metastazy z regiondlnich uzlin vykazuji zvySenou expresi E-cadherinu, vimentinu
a MMP. Toto zvySeni vSak jiz neni patrné u N-cadherinu a nebylo spojeno ani se zvysSenou
motilitou bunék.

Mezi vnitini faktory podilejicich se na plasticité bunck patii nekodujici RNA, miRNA.
V kolorektalnim karcinomu bylo popsano nékolik miRNA, které¢ jsou abnormalné
exprimovany [41 - 44], mezi jinymi miR-21, miR-135a a miR-135b, které maji
protumorigenni efekt [41, 43]. V prvni ¢asti studie bylo otestovano nckolik mikroRNA
zapojenych do nadorové progrese u kolorektalniho karcinomu. Pro nase dalsi testovani jsme
se jiz zamé&fili pouze na hladiny miR-21, miR-29a a miR-200a. Tyto miRNy byly v naSich
experimentech nalezeny v nizkych hladinach u metastatickych bun€k v porovnani s butikami
z primarniho kolorektalniho karcinomu, coz odpovida jejich roli v EMT regulaci, pfesnéji
pfes zmény v expresi E-cadherinu a/nebo expresti MMP-2. Navic MMP-9, kterd je také
zapojena do procesu EMT, negativné korelovala s miR-29a ve vSech testovanych vzorcich.
Dalsi zajimavy trend byl znatelny v ptipad¢ zvySené hladiny miR-21, coz korelovalo s vyssi
expresi vimentinu na trovni mRNA 1 proteinu. Celkové tato data potvrzuji existenci EMT
v bunikach ziskanych z metastdzy do lymfatické uzliny. Rozdily mezi jednotlivymi vzorky
jsou patrné a to nejen co se tyce exprese EMT markerti, coZ odpovida intra- a internddorové
heterogenité.
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V dalsi c¢asti naSi studie jsme porovnavali ucinek irinotekanu a oxaliplatiny na
biologické chovani a expresi EMT markerti v parovych bunéénych liniich kolorektalniho
karcinomu. Ob¢ pouzitd chemoterapeutika snizovala motilitu a migracni aktivitu
metastatickych buné€k, pfi¢emz irinotekan pisobil na tyto buiiky ucinnéji. Vyznamné zmény
v expresi EMT markertit byly v ovlivnénych buiikédch znatelné. Zatimco zjistény inhibicni
efekt na expresi N-cadherinu byl konzistentni ve vSech testovanych liniich a to zejména na
urovni proteinu, hladina E-cadherinu se mezi jednotlivymi vzorky liSila. U nékterych vzorka
doslo ke zvySené expresi E-cadherinu na Urovni proteinu u bunék ziskanych z metastaticky
postizené lymfatické uzliny, u nckterych byla patrna vys$$i, nebo srovnatelnd exprese
s bunkami ziskanymi z primarniho tumoru. Hladina vimentinu nebyla dokonce zménéna
vibec. Dynamické zmény fenotypu nadorovych bunck a exprese vySe zminénych markert
souvisi s probihajici EMT, respektive MET (mesenchymalné-epitelidlni tranzice), které
umoznuji trvaly rist naddoru a jeho Siteni. Vyznamny vliv ma i podplirné stroma, které se na
téchto mechanismech podili [45].

Zajimavé bylo to, Ze potlaceni exprese N-cadherinu korelovalo se snizenou migracni
aktivitou bunék po ovlivnéni irinotekanem 1 oxaliplatinou. Tyto vysledky podporuji nase
ptedchozi zjisténi, ve kterych vyssi migracni potencial odpovidal vyssi hladiné N-cadherinu.
Zména E-cadherinu na N-cadherin byva Casto pozorovana u agresivnich nadori a exprese
N-cadherinu je Casto spojovdna s migraci transformovanych epitelidlnich bunék [46]. Nase
experimenty ukdzaly, Ze ucinek irinotekanu a oxaliplatiny se mize podilet na sniZeni
migrac¢niho potencialu bunck.

Celkem vzato, naSe vysledky vykazuji vyraznou variabilitu, nejen v citlivosti na
pouzita chemoterapeutika, ale také variabilitu v expresi EMT markerit na vSech naSich
studovanych vzorcich, stejné tak jejich zmény v expresi po ovlivnéni chemoterapeutiky. Tato
variabilita je pravdépodobné vysledkem rozdilného stagingu, gradingu a interindividualni
heterogenity vzorkd, ale také rozdilem v dynamice EMT procest. Zatimco buiky izolované
z primarnich tumorti ziskaly mezenchymalni charakteristiky schopné invadovat a
metastazovat, metastatické buniky tyto charakteristiky ztracely a vracely se ke svému
pivodnimu fenotypu, nazyvanému mezenchymalné-epitelidlni tranzice (MET). Jinym
diivodem pozorované variability mize byt také intratumoralni heterogenita a pfitomnost
fibroblastl asociovanych s tumorem a dal$ich typli bunék, které zlstaly zachovany z diivodu
pouziti mechanické disociace nadorovych vzorkl. I kdyz tento pfistup pfinasi nckteré
komplikace, tak na druhou stranu pfispiva k pochopeni procest, které se podili na nadorové
progresi na experimentalni urovni, protoze zachovava pivodni slozeni nadorové tkané, coz
1épe odrazi situaci in vivo.
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8 Zavér

V disertacni praci jsem se zabyval studiem bunécénych linii z kolorektalniho
karcinomu a jeho metastazy do regionalni lymfatické uzliny, jejich charakterizaci na trovni
mikroRNA, mRNA a proteini a testovanim jejich citlivosti k bézné¢ pouzivanym
chemoterapeutikiim. Dosazené vysledky Ize shrnout do nasledujicich zavéra:

Pro izolaci bunécnych kultur z kolorektalniho karcinomu a jeho metastazy do
regionalni lymfatické uzliny byla zvolena jednoduchd, nendkladnd metoda zalozend na
mechanické disociaci. Celkové byly ziskany resekaty od 60-ti pacientli s adenokarcinomem
tlustého stfeva. NaSim zamérem bylo odebrat z kazdého resekatu jeden vzorek z primarniho
tumoru a jeden vzorek z lymfatické uzliny. Z primarnich tumort bylo ziskdno 58 vzorku.
36 vzorkl bylo ziskano z regionalnich lymfatickych uzlin. Z primarnich nadorti bylo ziskano
26 primokultur s uspéSnosti 45 % (26/58); z odebranych lymfatickych uzlin bylo ziskano
17 primokultur s GspéS$nosti 47 % (17/36). Témét polovina odebranych lymfatickych uzlin
vSak nebyla histologicky metastaticky postizena. Redlna uspésnost izolace bunécnych kultur
z metastaticky postizenych lymfatickych uzlin byla vyssi; 74 % (14/19). Izolace bunéénych
kultur z priméarniho tumoru a zaroven i z lymfogenni metastazy se podafila v deseti piipadech.
Nejefektivnéjsi izolace nadorovych bunék z priméarniho tumoru byla pozorovana u nizce
diferencovanych tumorti (Grade 3) a u lokalné pokrocilych tumorti (T3 a T4a,b). Tumory
s histologicky zjisténou angioinvazi a perineurdlnim $ifenim byly spojeny s vys$i usp&snosti
izolace, zejména u linii z lymfogennich metastaz. Nejuspésnéjsi izolace nadorovych bunék
z lymfogennich metastdz byla zaznamenana u vzorkll s vys$$i lokdlni pokrocilosti tumoru
(T3 a T4a,b) a u nadort s postizenim vétsiho poctu lymfatickych uzlin.

Monoklonalni protilatky se ukéazaly jako neefektivni pro nas testovany model, proto
jsme se zaméfili na testovani oxaliplatiny a irinotekanu. Citlivost jednotlivych bunéénych linii
k obéma testovanym chemoterapeutikim se vyznamné liSila. Tato wvariabilita je
pravdépodobné vysledkem rozdilného stagingu, gradingu a interindividualni heterogenity
vzorkll. Dal§im divodem miize byt pfitomnost fibroblastli asociovanych s tumorem a dalSich
typt bun¢k, které zlstaly zachovany z divodu pouziti mechanické disociace nadorovych
vzorki.

Porovnavanim ucinku irinotekanu a oxaliplatiny na biologické chovani a expresi
EMT markert v parovych bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu bylo zjisténo, ze obé
pouzita chemoterapeutika snizovala motilitu a migracni aktivitu metastatickych bunék,
pri¢emz irinotekan pusobil na tyto buiiky u¢innéji.

V testovanych bunéénych liniich byly dale pozorovany vyznamné korelace mezi
hladinami mikroRNA, expresi EMT markerd a biologickym chovanim testovanych
bunéénych linii, 1 kdyZ se mezi jednotlivymi vzorky projevovala vyrazné heterogenita. Nejen
ze se mnozstvi mikroRNA liSilo mezi builkami metastatickymi a builkkami ziskanymi
z primarniho nadoru. U miR-21, miR-200a a miR-29a byly navic zjiStény vyznamné regulace
exprese E-cadherinu, vimentinu a také zmény v bunécné motilite.
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Dosazené vysledky doplituji a rozsifuji zakladni poznatky o vlastnostech a chovani
bunéénych linii ziskanych z kolorektdlniho karcinomu a regiondlni lymfatické uzliny a
popisuji mechanismy, jimiz nadorové bunky piekonavaji bunéénou smrt. I kdyz ndmi zvoleny
postup izolace pfinasi nékteré komplikace, ptispiva k pochopeni procest, které se podili na
nadorové progresi na experimentalni urovni, protoze zachovava puvodni slozeni nddorové
tkan¢€, ¢imz 1épe odrazi situaci in vivo, coz by mohlo v budoucnu zefektivnit 1é¢ebné strategie
pouzivané k 1écb¢ kolorektalniho karcinomu. Pro posouzeni potenciondlniho piinosu vsak
bude zapotiebi vice experimentl na Sir§im spektru vzorki.
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