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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva kultivaci lidskych Zalude¢nich bunék. V prvni Casti je popsana
stavba a funkce zaludku, kterd je dilezitd k porozuméni zakladnich zaludecnich procest.
Ve druhé casti jsou popsany mechanismy vedouci ke vzniku rakoviny zaludku, kterd ma velmi
fatalni nasledky. V posledni casti jsou predstaveny ruzné studie zabyvajici se technikami
a podminkami kultivace zalude¢nich bunék za ucelem vytvofeni zdravych a nddorovych

lidskych modeli.
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Cultivation of human gastric cells

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with the cultivation of human gastric cells. In the first part is described
the structure and function of the stomach, which is important for understanding basic gastric
processes. In the second part are described the mechanisms leading to constitute stomach
cancer, which has very fatal consequences. In the last part are represented various studies
dealing with the techniques and conditions of cultivation of gastric cells for the purpose of

formation healthy and tumor human models.
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UvoD

V soucasnosti je v oblasti bunécné biologie hlavni vyzvou vyvoj bunécnych modelt,
které by dokdzaly piesn¢ simulovat prostfedi in vivo. Kultivaéni protokoly ustanovujici
specifickou bunécnou linii nebo ptimo komplexni model organu jsou hlavnim cilem mnoha
vyzkumnych skupin. Kultivace lidskych zaludecnich bunc€k je zdsadni nejen k vyvoji
bunééného modelu slouziciho k testovani novych IéCiv, ale i k porozuméni jednotlivych
mechanismii vedoucich k objasnéni vzniku patologickych zmén Zaludeéni sliznice. V Ceské
republice i v dalSich zemich aktualné probihd vyzkum GAPPS — syndromu adenokarcinomu
zaludku a mnohocetné polypozy zaludku. Jedna se o autozomalné¢ dominantné dédicny
syndrom nadorové predispozice s ¢asné se vyvijejici masivni polypdzou zaludku lokalizovanou
ve fundu a téle zaludku s vysokym rizikem vzniku adenokarcinomu. GAPPS je tedy variantou
syndromu familidarni adenomatdzni polypdzy zaludec¢ni sliznice, ktery byl nedavno
identifikovén a je intenzivné sledovan i v CR. Pravé pro tyto piipady jsou nezbytné vyzkumné
laboratofe zabyvajicimi se studiem zalude¢nich bun€k a jejich roli v prevenci zajist'ujici
spravnou funkci zaludecéni sliznice. Zhoubné nadory Zaludku se vyskytuji vice u muzi, a to
nejéast&ji mezi 70. a 80. rokem. Roéné je v Ceské republice diagnostikovano asi 1400 novych
onemocnéni rakoviny zaludku podle statistiky Masarykova onkologického ustavu v Brné.
Pfesnd pficina vzniku karcinomu Zaludku neni doposud zcela jasnd, ale genetické a rizikové

faktory zvySuji pravdépodobnost onemocnéni.

Na zdklad€ mnoha studii rtiznych poskozeni, které jsou zplisobené enviromentalnimi
a genetickymi faktory, vznikaji v Zaludku ochranné mechanismy. BohuZel tyto ochranné reakce
na poSkozeni mohou vést ke karcinogenezi Zaludku, na kterém se nejvice podili dlouhodoby
zanét, ktery je soucasti tzv. Correovy kaskady. Correova kaskada popisuje postupnou
transformaci bunék normdlni mukézy (zalude¢ni sliznice) od stadia chronické a atrofické
gastritidy, metaplazie a dysplazie az ke vzniku karcinomu. Cely tento proces karcinogeneze

muze trvat i nékolik let.

Kvili vysoké umrtnosti na rakovinu zaludku se zacaly vyzkumné tymy intenzivné zabyvat
kultivacemi zalude¢nich bunék. Z divodu omezeného lidského materidlu a nedostatecnych
informaci o kultivaci se nejprve provadély vyzkumy na zvifecich, a to hlavné mysSich modelech.
Ackoliv mysi modely vykazovaly caste¢nou podobnost s lidskou fyziologii, piesto se Casem
zavedly i lidské modely na zdkladé techniky dvourozmérné kultivace, ale hlavné daleko

presnéjsi trojrozmérné kultivace. Lidské linie se izoluji pfimo z pacientskych biopsii nebo
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resekatli nadort zaludku a existuji rizné techniky pro zpracovani takové tkané a ziskani bunék
pro naslednou kultivaci. Tato bakalafskd prace se zabyva postupy uspésnych kultivacnich

protokold.
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1. ZALUDEK A JEHO MECHANISMY UDRZUJICI
FYZIOLOGICKE FUNKCE

Zaludek piedstavuje diileZity organ v podobé dutého svalového vaku, ktery je sou¢asti
horniho gastrointestindlniho traktu a zacind druhou fazi traveni. Hlavni funkci zaludku
je sekrece zaludecni kyseliny, a to kyseliny chlorovodikové, ktera se podili na travicim procesu,
a hlavn¢ funguje jako prvni obranna linie. To znamena4, ze zabranuje vstupu mikrobii, které jsou
pfenasené spolecné s potravou do traviciho traktu. [1, 2] Obecné vykonava tfi zékladni funkce.
Jako prvni funkci je pfijem potravy spojené s promichdnim a naslednym uchovanim. Druhou
funkei je spustit traveni bilkovin a tieti, posledni funkci je vyprdzdnéni potravy do duodena

fizenou rychlosti, kterd ovliviiuje traveni a vstiebavani. [3]

1.1. Stavba Zaludku

r

Zaludek se rozdéluje na jednotlivé ¢asti, a to kardii, fundus, korpus, antrum a pylorus.
Kardie je nejproximalnéjsi ¢ast zaludku nachazejici se v blizkosti gastroezofagedlni junkce,
ktera obsahuje variabilni pocet z1az v rozmezi od 20 do 30. [4, 5] Fundus je horni ¢ast zaludku,
kde se shromazd’uje pouze vzduch, ktery je ptiveden spolecné s potravou. Pokud je tato Cast
zcela naplnéna vzduchem, dochazi k uvolnéni v podobé& eruktace. [3] Korpus je nejvetsi ¢ast
zaludku, ktera se oznacuje jako télo zaludku a je zodpoveédna za vyluCovani zalude¢ni kyseliny
a travicich enzymii. Antrum je ¢ast pfiléhajici k pylorickému spojeni, kde se shromazduje
zpracovana zmékcena potrava a je zodpovédna za sekreci hlenu a hormonti. Pylorus je ¢ast,
ktera slouzi k vyprazdnovani Zaludku, a to prostfednictvim pylorického svérace do duodena

(viz obrazek 2). [4, 5, 6, 7]

Stavba zalude¢ni stény je uspoiadddna ve Ctyfech vrstvach. Vnitini vrstvu tvoii zalude¢ni
sliznice, také oznaCovand jako mukdza. Kolem sliznice je vrstva podslizni€niho vaziva,
tzv. submukdza, kterd obsahuje cévy. Dalsi vrstvou je svalovina, tzv. muscularis propria, ktera
se skladd ze tfech svalovych vrstev: vnitini vrstva ze Sikmého svalu, uprostied vrstva
z kruhového svalu, ktera se podili na stahujici motorické aktivit¢ a vnéjsi vrstva z podélného
svalu. Zevni vrstva se oznacuje jako serdza, ktera pokryva povrch zaludku (viz obrazek 1).
[3, 8] Seroza piedstavuje ser6zni membranu, tzv. peritoneum (pobiisnici), které se deéli
na parietalni a visceralni. Parietalni peritoneum lemuje btisni st€nu a viscerdlni peritoneum
pokryva povrch orgdnii a mezi nimi je prostor zvany parietdlni dutina, ve které se nachazi
velmi malé mnoZzstvi tekutiny. Peritoneum se sklada z jednovrstevného epitelu zvaného jako

mezotel a ovliviiuje distribuci a proudéni tekutiny v biise. [9]
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Obrazek 1: Stavba zaludecni stény [8]

1.2. Stavba mukézy Zaludku

Mukoza se rozdéluje do tii vrstev, a to epitelidlni vrstva, lamina propria a muscularis
mucosae (viz obrazek 1). [8] Vrstva epitelu je uspofaddna do hlubokych invaginaci ozna¢ované
jako Zalude¢ni Zlazy, které obsahuji riizné typy bunck a déli se podle funkce na: hlavni,
parietalni, mucinézni bunky kr¢ku, mukoézni builky jamek, progenitorové a neuroendokrinni
bunky. [4, 10, 11] Hlavni buiiky vylucuji travici enzymy, jako je pepsinogen, které jsou ulozené
v intracelularnich granulich. Parietdlni buiiky vylucuji kyselinu chlorovodikovou a vnitini
faktor. Mucindzni buiiky krckti a mukdzni buiiky jamek obsahuji muciny, které jsou uloZzené
v granulich a vylucuji se v podob¢ hlenu za vzniku silné bariéry pro ochranu epitelu
pred toxickymi slou¢eninami a mikroby. Progenitorové buiiky jsou malo diferencované buiiky,
pochazejici z kmenovych bunék, které davaji vzniknout vS§em typiim zalude¢nich bun¢k. Jedna
se o bunécné dozravajici prekurzory, které maji kromé schopnosti proliferace a diferenciace
1 schopnost migrace urc¢itym smérem. Tyto buiiky se pohybuji od badze smérem k povrchu
krypty (zlazy), a tim vytvaii nové buiiky typické pro danou oblast. [10, 11] Neuroendokrinni
bunky vylucuji hormon ghrelin a patii sem G-buniky produkujici gastrin, D-butiky produkujici
somatostatin a enterochromafinni buiiky produkujici histamin. Zlazy se rozdéluji podle
lokalizace na Zlazy kardie, korpusu (oxyntické) a antralni. Zlazy v kardii jsou spi$e podobné
svymi vlastnostmi antralnim zldzdm, a to z diivodu nepfitomnosti parietalnich a hlavnich
bunck. [4] Oxyntické zldzy se nachéazeji v korpusu a jsou slozeny ptfevazné z parietalnich

a hlavnich bunék. Antralni zldzy se nachézeji v antru a jsou sloZeny pievazné z mukoéznich
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bun¢k. [11] Z hlediska neostrého ohrani¢eni mezi oxyntickymi a antralnimi zldzami antrum
obsahuje smés oxyntickych a antralnich zlaz stim, Ze oxyntické zlazy v antru obsahuji

parietalni a hlavni bunky v niz§im mnozZstvi nez v korpusu. [4]

Rozmisténi téchto bunék rozdéluje zlazu na Ctyti oblasti, a to bazi, krk, isthmus a jamku
a tvofi dohromady zaludecni jednotku. Po celé Zlaze jsou rozmistény neuroendokrinni burky.
Baze vétSinou obsahuje hlavni bunky. Krk obsahuje mukédzni kréni buniky a parietalni buriky.
Isthmus obsahuje progenitorové builky a také parietdlni bunky. Jamka je Siroka tubuldrni
prohluben, tzv. krypta na lumindlnim povrchu sliznice a obsahuje mukézni jamkové bunky

(foveolarni bunky) (viz obrazek 2). [5, 10, 12]

A B

Esophagus

Pit

Intestine @ =0 e (50 1 Col-========——-.

@@= Progenitor cell @EP Parietalcell > Mucus neck cell D Troy* stem cell

== Moucous pitcell —=_> Endocrine cell @ Chief cell @@= Lgr5* stem cell

Obrazek 2: Stavba Zaludku a uspotadani Zaludec¢nich Z1az [5]

Homeostaza zaludecniho epitelu zavisi na proliferaci, diferenciaci, migraci a smrti
jednotlivych typt bunék, které jsou piisné€ regulovany pro udrZeni funkce a integrity epitelidlni
bariéry. Obnova epitelu probihd prostfednictvim replikace kmenovych a progenitorovych
bunck, které migruji a diferencuji se smérem k riznym bunéénym typiim za ucelem obnovy
celé zlazy. Kmenové bunky, které se nachdzeji na bazi Zlazy, jsou dlouhovéké, multipotentni
a schopné neustalé obnovy. To znamend, Ze jsou schopné zcela nahradit poSkozenou tkan

produkci progenitorovych bunék a jejich naslednou diferenciaci. [10, 5]

Pod epitelem je vrstva lamina propria, coz je slizni¢ni vazivo a poté je svalova vrstva

muscularis mucosae, kterd oddéluje mukézu od submukédzy (viz obrazek 1). [8]
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1.3. Funkce mukézy zZaludku

Mukéza je nejaktivngjSi vrstvou zaludecni stény, ktera ma vice funkci. Podili
se na traveni potravy a metabolickych procesech Zzaludku. [13] Pied skodlivymi vlivy
je mukdza chranéna vytvorenou bariérou, kterd je slozena z epitelidlnich bunck, cévniho
anervového zasobeni. Epitelidlni buiiky jsou dilezité z hlediska udrzeni integrity a funkce
mukozy. Bariéra mukédzy predstavuje komplexni systém zajiStujici fyzikalni, chemické
a biologické obranné mechanismy pied drazdivou potravou, zalude¢ni kyselinou a nadmérnou
aktivitou pepsinu. Nepftiznive plsobi i exogenni faktory, kterymi jsou stres, infekce, nadmérny

prijem alkoholu a dlouhodobé uzivani drog. [14]

Dalsi funkci mukdzy je uplatnéni pii imunitnich reakcich prostiednictvim vrozené
a adaptivni imunity, a tim zabranit vzniku a rozvoji infek¢niho i neinfekéniho onemocnéni
a karcinogenezi zaludku. Vrozend imunita patii mezi pfirozenou nespecifickou imunitu, ktera
pfedstavuje prvni linii imunitni obrany a je zaloZena na rozpoznévani a fagocytovani patogent.
Sklada se z epitelidlnich bunék mukozy, makrofagl, dendritickych bunék a NK bunck
(ptirozeni zabijaci). Obecné epitelidlni buniky mohou exprimovat hlavni histokompatibilni
komplexy II. tfidy jako buniky prezentujici antigen, které se podili na imunitni obrané. Takeé
se podili na aktivaci vrozenych imunitnich bunék, proliferaci a diferenciaci T a B lymfocytd,
vyluc¢ovani cytokini a na regulaci lokalni imunitni odpovédi. Makrofagy produkuji cytokiny,
které se podileji na imunitni regulaci a vzniku adaptivni imunity a stimuluji imunitni odpovéd’.
Aktivované zralé dendritické bunky ptisobi jako antigen prezentujici buiky, které se ucastni
pocatecni imunitni odpovédi a navozuji adaptivni imunitni reakce prostfednictvim signalizace
Toll-like receptoru aktivaci efektorovych T a B bunck. Adaptivni imunita patii mezi
specifickou imunitu, kterd ptedstavuje druhou linii imunitni obrany a proces prevence infekce.
Sklada se z T a B lymfocyt. T lymfocyty se oznacuji za bunécnou imunitu a dilezitou roli
hraji pomocné a regulacni T lymfocyty. B lymfocyty se oznauji za humoralni imunitu

a produkuji imunoglobuliny. [15, 16]

V piipadé€ poSkozeni nebo infikovani mukdzy patogeny dochazi k aktivaci epitelidlnich
bun¢k, které zahajuji vrozenou imunitni odpovéd’. Dochazi k migraci imunitnich bunék
do mukozy a shromazd'uji se ve vrstve lamina propria. Imunitni bunky se nachazeji v cévach,
kde interaguji s aktivovanymi vaskuldrnimi endotelidlnimi bunikami, které zpomaluji rychlost
pratoku imunitnich bunék v krvi a zpiisobi, aby se pohybovaly podél cévni stény. Takto
se imunitni builky mohou vézat na fixované chemokiny prostfednictvim chemokinovych

receptord, které se podileji na pfilnuti imunitnich bunék k bunéénému povrchu endotelidlnich
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bun¢k prostfednictvim adhezivnich molekul ze skupiny integrini. Navazané imunitni buiiky

migruji ptres endotelidlni buiky do mukozy. [15, 16]

1.3.1. Regulace kyseliny chlorovodikové

Kyselina chlorovodikova je sekretovana parietdlnimi bunikami. Na zakladé sekrece
do zalude¢niho lumen se vytvori velmi siln¢ kyselé prostiedi o hodnot¢ pH 1-2, které
je potfebné pro traveni potravy, vstiebavani minerdll vcetné fosfatl, vapniku a zeleza
a pro zabijeni bakterii pfitomnych v potravé. Regulace sekrece kyseliny je fizena nékolika
mechanismy, a to prostiednictvim neurohumoralni regulace pomoci stimula¢nich a inhibi¢nich
mediatord. Na inervaci horni gastrointestinalni sliznice se ucastni bloudivy nerv, ktery
reguluje sekreci na zakladé¢ aferentnich a eferentnich signald. Mezi hlavni stimula¢ni mediatory
patii: acetylcholin, gastrin, histamin a ghrelin. Mezi hlavni inhibi¢ni mediatory patii:
somatostatin, prostaglandiny a oxid dusnaty. Sekrece musi byt regulovéna, protoZe
vysoké hladiny kyseliny vedou k naslednému poruseni integrity zalude¢ni sliznice, a z tohoto
divodu musi byt zachovana mezi nimi rovnovaha. Na regulaci se castni vice cest véetné
neuronovych a endokrinnich, které jsou zprostfedkované enterickym nervovym systémem
a enteroendokrinnimi bunikami. V korpusu se nachéazeji enterochromafinni bunky produkujici
histamin a X bunky produkujici ghrelin. Tyto buiniky aktivuji parietalni bunky pomoci
parakrinnich a nervovych drah. V antrum se nachdzeji G bunky produkujici gastrin, ktery
stimuluje sekreci kyseliny. Po celém Zaludku jsou rozmistény D builky produkujici

somatostatin, ktery inhibuje sekreci kyseliny z parietalnich bunék. [4, 11]
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2. MECHANISMY ZMEN VEDOUCI KE KARCINOGENEZI
ZALUDKU

Karcinogeneze zaludku je vicestupnovy a multifaktorialni proces, na kterém se podileji
genetické a enviromentdlni faktory. Mezi tyto predisponujici faktory patii: infekce
Helicobacter pylori, virus Epstein-Barrové, dlouhodobé uzivani inhibitori protonové pumpy,
stravovaci navyky a uzivani navykovych latek. Jako dalsi predispozice jsou prekancerozni
stavy, kterymi jsou chronicka a atrofickd gastritida, metaplazie, infekce nebo autoimunita,
viedy, zalude¢ni pahyl po CasteCné gastrektomii a zalude¢ni polypy. Vicestupnovy proces
karcinogeneze se nazyvd Correova kaskada, ktera predstavuje model popisujici primdrni
patogenni faktor pro rozvoj rakoviny Zzaludku. Timto primarnim patogennim faktorem
je dlouhodoby zanét. Correova kaskdda muize trvat i n€kolik let a znazoriuje, jak se postupné
vyviji normalni mukoéza ptes chronickou gastritidu (chronicky zanét zaludecni sliznice),
atrofickou gastritidu (ztrata Zaludecnich zladz) a metaplazii (nahrazeni Zaludec¢niho epitelu
sttevnim epitelem) k dysplazii (intraepitelidlni neoplazii) a karcinomu. [17] Obecné metaplazie
je definovana jako zména v bunééné identité [18] a dysplazie jako abnormalni vyvoj bunék.

[17]

V Zaludku se vytvofily ochranné mechanismy, které chrani mukézu pied poskozenim.
Tyto mechanismy se rozliSuji na zakladé hloubky poskozeni na povrchové a hlubsi. Povrchové
poSkozeni je v pfipad€ poruSeni integrity mukozy chemickymi nebo fyzikalnimi vlivy
nebo bakteriemi a jejich toxiny. V diisledku poskozenych nebo obnaZenych povrchovych bunék
dochdzi k néslednému odlupovani bun¢k od sliznice, a to mize nasledn¢ vyvolat hluboké
poskozeni sliznice, sliznicni ischemii, hypoxii a nekrozu tkané. Bariéra timto ztrici
svou funkcnost tak, ze se snizuje regulace prutoku krve a vznikaji viedy a eroze. [19, 20] Tato
poskozeni jsou poté rychle opravena zvysenou proliferaci bun¢k a migraci povrchovych bunék
za ucelem obnoveni normalni diferenciace v poskozenych ¢astech prosttednictvim kmenovych
bunék. [20, 21] Tato proliferativni odpovéd” muize zpusobit takové zmnozeni bunck, které
nasledn¢ vede k foveolarni hyperplazii. [20] ZmnozZeni bunék neboli hyperproliferace
je disledkem naruSeni rovnovahy mezi bunécnou proliferaci a apoptézou. To znamena,
ze z benignich hyperplazii se mohou vyvijet malignity, a proto se hyperplazie mize povazovat
za jeden z rizikovych faktord karcinogeneze Zaludku. [22] V ptipadé¢ hlubsiho poskozeni, které
se projevuje jako chronické, dochédzi ke spusSténi metaplazie celého epitelu, kdy dochazi
ke ztrat¢ parietdlnich bunék. Tato ztrata zplisobi sniZzeni endogenni produkce kyseliny

chlorovodikové. Poté jsou hlavni bunky vylucujici za normalnich okolnosti pepsin
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pfenastaveny na bunky vylucujici mucin za G¢elem hojeni poSkozeni. Béhem metaplazie
dochdzi také k hyperproliferaci bun¢k krcku vylucujici hlen a foveoldrnich povrchovych
slizni¢nich bun¢k. Pokud se jednd o akutni poskozeni, tak vSechny uskutecnéné zmény

jsou kratkodobé reverzibilni. [20]

Reakce na povrchové poskozeni se oznacuje jako povrchova odpovéd’, kterd vznika
na zakladé poskozeni povrchového epitelu v disledku nadmémé sekrece kyseliny, snizené
produkce hlenu nebo ischemie vedouci k viedim nebo krvaceni. Na poskozeni reaguje
zvysenim produkce hlenu, obnovenim lokalniho pritoku krve a obnovenim integrity epitelu
prostfednictvim restituce a bunécné proliferace za ucelem obnoveni ochranné bariéry
povrchového epitelu. Reakce na hlubsi poSkozeni se oznacuje jako Zlazova odpovéd, kterd
vznikd na zéklad¢ ztraty (atrofie) parietdlnich bunc¢k (modré na obr. 3) produkujici kyselinu.
Na ztratu parietalnich bun¢k reaguje nahrazenim hlubsiho epitelu metaplastickymi buitkami
(zluté na obr. 3), které soucasné exprimuji proteiny, a to TFF2 (rodina proteini se strukturou
podobnou trojlistkdl, zndmy jako spasmolyticky polypeptid), ktery je obvykle exprimovan
progenitorovymi muko6znimi krénimi buiikami (zelené), a pepsinogen, travici enzym
exprimovany zralymi hlavnimi buiitkami (Cervené). Tato metaplasticka reakce se nazyva jako
metaplazie asociovana se spasmolytickym polypeptidem, pfi niz je buikami tento polypeptid

exprimovan. Jedna se o ptfechodnou reakci, nez se obnovi homeostaza (viz obrazek 3). [11]

a) Superficial Response

Isthmal profiferation = x
R AR = g T

TR0 R s
v e

A

r"}il'lil"l

Obrazek 3: Povrchova a zlazova odpoveéd’ oxyntické zlazy (vlevo) na poskozeni
sliznice: a) povrchova odpovéd’ (nahote), b) zlazova odpoveéd'(dole) [11]
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2.1. Inhibitory protonové pumpy

Inhibitory protonové pumpy jsou nejucinnéjsi léky, které se pouzivaji pii 1€cbé
onemocnéni jako je gastroezofagedlni refluxni choroba a pepticky vied. Nicméné by se tyto
inhibitory nemély pouzivat dlouhodobé, protoze zplsobuji histopatologické zmény. [23]
Inhibitory se navazi na parietadlni buiilky za ucelem inhibice sekrece zaludecni kyseliny
adochazi k hypoacidité¢ (zvyseni pH). Z hlediska hypoacidity jsou inhibovany D bunky
produkujici somatostatin, ktery by nasledné inhiboval sekreci gastrinu z G bunék, a z tohoto
divodu dochézi ke zvySené sekreci gastrinu, kterd vede k hypergastrinémii (zvySena hladina
gastrinu nad horni referen¢ni rozmezi). Gastrin mé trofické uc¢inky na Zzaludecni sliznici
a dlouhodobé zvyseni gastrinu mé karcinogenni G¢inky. [24] Hypergastrinémie muze vyvolat
hyperplazii foveolarniho epitelu vedouci k nasledné tvorbé hyperplastickych polypi. Dochazi
ke zménam v morfologii parietalnich bunek, které se zvétsuji a zmnozuji a dochazi k proliferaci
enterochromafinnich bunck. Histopatologicky se zvétSeni parietdlnich bunék projevuje
vyboulenim do lumen oxyntickych 7Zl4z, které se oznacuje jako tzv. vycnélek, ve kterém
se shromazd’uje kyselina chlorovodikové v disledku inhibice jejiho aktivniho uvoliiovani. Tyto
vycnélky parietdlnich bunék vedou k cystické dilataci fundickych Zlaz a cytoplazmatické
vakuolizaci. Cystickd dilatace fundickych zldz vznikd z divodu obstrukce odtoku, které
je zpusobeno vy¢nélky parietalnich bun¢k a ucpanim hlenem vylucovany z jamkovych bunék,

které mizZe nasledné vést ke zvétSovani a postupné tvorbé polypt fundické zlazy. [22, 23]

To znamen4, Ze vSechny tyto zmény se pii endoskopickém vySetfeni mohou projevovat
jako polypy fundickych Zlaz, hyperplastické polypy, [17] mnohocetné bilé a ploché vyvysené
léze, sliznice pfipominajici dlaZzebni kostky a cerné skvrny. Polypy fundickych Zlaz
jsou mnohocetné, malé (mensi jak 1 cm), prisedlé, bélavé rizové a maji hladky, ¢asteéné
prasvitny povrch. VéEtSinou se nachdzeji v zaludecnim korpusu a fundu. Mnohocetné bilé
aploché vyvySené léze znazoriiuji ostie ohranicené kulaté a mirné¢ vyvysSené sliznice
s hladkym povrchem. Nachazeji se vétSinou v hornim Zzalude¢nim korpusu a fundu
a pozorovanim lze identifikovat tubuldrni struktury na jejich povrchu. Sliznice pfipominajici
dlazebni kostky je charakteristicka ¢etnymi 3 az 5 mm velkymi, nerovnomérnymi, vyvySenymi
slizni¢nimi 1ézemi v korpusu zaludku. Zbarveni je podobné okolni sliznici a ¢asto se vyskytuje
mezi zalude¢nimi zihyby a maji nadychany vzhled. Cerné skvrny se projevuji jako &erng
zbarvena pigmentace a maji podobu krevni sraZzeniny na povrchu mukozy, ktera je plochého

vzhledu. Nachazeji se také v korpusu a fundu (viz obrazek 4). [23]
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Obrazek 4: Endoskopické rysy zmény mukozy souvisejici s inhibitory
protonové pumpy: A) polypy fundickych Zlaz, B) hyperplasticky polyp, C) a D) mnohocetné
bilé a ploché vyvysené 1éze, E) sliznice pfipominajici dlazebni kostky a F) c¢erné skvrny [23]

2.2. Polypy

Zaludeéni polypy jsou definovany jako abnormélni rist tkané vyé&nivajici z mukozy
do lumen a obsahuji hlavicku a n€kdy i stopku. [25, 26] Vznikaji ve vSech castech zaludku
a mohou se vyskytovat bud’ sporadicky nebo u genetickych syndromi, které jsou asociovany
se vznikem polypl. Polypy mohou smétovat k malignim transformacim, které nasledné vedou
k rakoving. [25, 27]. Z hlediska makroskopického vzhledu se polypy rozdéluji na ploché,
prisedlé, polostopkaté a stopkaté. Ploché polypy jsou mirné vyvysené do vysky 2,5 mm a maji
nezietelné okraje. Pfisedlé polypy jsou vyvysené nad vysku 2,5 mm a maji vyrazné okraje
bez zafezu na bazi. Polostopkaté polypy jsou stejné vyvysené jako ptisedlé a maji vyrazné
okraje s jasnym zafezem na bazi bez stopky. Stopkaté polypy jsou stejné jako polostopkaté,
ale maji stopku. [25] Z hlediska histomorfologie se polypy rozdé€luji na polypy fundickych Zlaz,
hyperplastické a adenomatozni. [27]

2.2.1. Polypy fundickych Zlaz

Polypy fundickych zlaz jsou nejb€znéjSim typem, které predstavuji nenadorové léze,
protoze se jednd o retencni cysty zpiisobené poruchou sekrece korpusovych zlaz. Vyskytuji
se sporadicky v pfipad¢ uzivani inhibitori protonové pumpy. Pii jejich dlouhodobém uZivani
dochazi ke zvySenému riziku rozvoje téchto polypa. Inhibitory protonové pumpy zajistuji
supresi produkce kyseliny chlorovodikové a jejich uzivanim muze dochazet k hyperplazii
a vzniku malych az vétSich cyst fundickych zl4z. Jejich vyskyt je také spojovéan se syndromem
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familiarni polyp6zy. [28] Polypy fundickych Zlaz jsou histologicky slozeny z jedné nebo vice
dilatovanych oxyntickych zlaz, které jsou lemované zplostélymi parietdlnimi a mukoéznimi
bunikami. [26] Okolni mukdza je zde normalni, bez atrofie nebo stievni metaplazie, ale Casem

se postupné muze projevovat dlouhodobé pouzivani inhibitorti protonové pumpy. [28]

2.2.2. Hyperplastické polypy

Hyperplastické polypy jsou nejcastéjsi epitelidlni polypy zaludku a mohou byt
jednotlivé, které prevladaji, nebo vicecetné. Vyskytuji se sporadicky jako izolované polypy
nebo jsou spojovany se vzacnym syndromem hyperplastické polypdzy, kdy se nachazi 50 a vice
polypd. [25, 28] Vyskyt téchto polypl pfindsi zvySené riziko neoplazie zaludku. [27]
Hyperplastické polypy se obecné fadily mezi benigni polypy, ale z hlediska toho, Ze vznikaji
spole¢né s gastritidou a zaludec¢ni atrofii nebo v disledku poranéni, které podnécuje regeneraci
a proliferaci, se stavaji rizikovymi faktory pro vznik rakoviny. [28] Tyto polypy znazoriuji
proliferativni 1éze, které vznikaji v pfipadé poSkozeni mukozy, kdy jsou zahajené reparativni
a regeneracni procesy. Tato hyperplasticka reakce pretrvava a vyviji se pravé s tvorbou téchto

polypt. [25, 28]

2.2.3. Adenomato6zni polypy

Adenomato6zni polypy neboli adenomy (znamé jako zvysSené intraepitelidlni neoplazie)
jsou neoplastické 1éze, které jsou definované epitelialnim dysplastickym ristem. Zaludeéni
adenomy se skladaji z dysplastickych epitelidlnich bunék, které vznikaji v souvislosti se stievni
metaplazii a atrofii zpusobené infekci Helicobacter pylori a jednd se o prekurzory
adenokarcinomti zaludku. [26] Rozd€luji se na adenomy vychdzejici z foveoldrniho
kompartmentu, kam patii adenomy foveolarniho a stfevniho typu a adenomy vychazejici
ze zlazového kompartmentu, kam patii adenomy oxyntické a pylorické zlazy. [17] Adenomy
foveolarniho typu jsou epitelidlni polypy, které se vyskytuji jako solitarni 1éze a skladaji
se z neoplastického foveolarniho epitelu s mucinéznimi bunikami. Vyskytuji se v normalni
mukoze bez metaplazie, atrofie nebo zanétu. Projevuji se pfinejmenSim dysplazii nizkého
stupn€, malokdy dysplazii vysokého stupné a predstavuji nizké riziko vedouci k maligni
transformaci. [28] Jejich vyskyt je vétSinou spojovan se syndromy jako jsou familiarni
adenomatozni polypoza (FAP) a adenokarcinom Zzaludku a proximalni polypdza zaludku
(GAPPS). Sporadicky vyskyt je zfidka. [29] Adenomy stfevniho typu jsou lokalizované
jako polypoidni 1éze, které jsou slozené z dysplastického stfevniho epitelu obsahujici
poharkové, Panethovy, absorp¢ni a endokrinni buniky. Typicka je dysplazie nizkého stupné,

muze se projevovat i dysplazii vysokého stupné. Vyskytuji se pfi stfevni metaplazii, atrofii
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nebo zanétu. Adenomy stfevniho typu maji vysSi riziko vedouci k maligni transformaci
nez adenomy foveolarniho typu. [28] Adenomy oxyntické Zlazy jsou benigni novotvary slozené
z dysplastickych zlaz s diferenciaci hlavnich a parietdlnich bunék. Vétsinou se vyskytuji
v neatrofické oxyntické sliznici a mohou se vyvinout v adenokarcinom zaludku typu
fundické zlazy. Adenomy pylorické Zlazy jsou epitelidlni polypy slozené z tésn€ uzavienych
dilatovanych zlaz epitelu pylorického typu. Vyskytuji se v oxyntické sliznici s atrofickymi

zménami zpusobené autoimunitnim zanétem, infekci a FAP. [17, 29]

2.3. Infekce Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je gramnegativni mikroaerofilni spirdlovita bakterie s biciky, které
slouzi k pohyblivosti umoznujici bakteriim vstoupit do vrstvy hlenu. Dokéze prezit v kyselém
prostiedi zaludku, protoze produkuje enzym uredza, ktery hydrolyzuje mocovinu na oxid
uhli¢ity a amoniak, ktery neutralizuje Zalude¢ni kyselinu. [30, 31] Diky neutralizaci
jsou bakterie schopné kolonizovat mukézu a pfilnout k Zalude¢nimu epitelu prostfednictvim
adheznich proteind. Infekce Helicobacter pylori souvisi se vznikem peptickych viedi
a predpoklada se, ze zptisobuje chronickou a atrofickou gastritidu, metaplazii zaludku,
dysplazii a vétSinou stfevni typ rakoviny Zaludku. Postupny pribéh této infekce vétSinou trva

1 n€kolik desitek let a je doprovazen rostoucim rizikem maligni transformace. [30]

2.4. Chronicka gastritida

Chronické gastritida je zanétlivy stav mukozy a oznacuje se za neatrofickou neboli
povrchovou gastritidu. Vznika nejCastéji v dusledku infekce Helicobacter pylori. DalSim
podnétem mutize byt autoimunitni onemocnéni. Chronické gastritida mtize postupné prechazet

na atrofickou gastritidu. [32]

2.5. Atroficka gastritida

Atrofickd gastritida je chronicky zanétlivy proces mukozy spojeny se ztratou
zaludec¢nich Zlaz a sniZzenou sekre¢ni funkci Zaludku. [30] Jedna se o pomaly proces, kdy
po dlouhodobém zanétu dochdzi k atrofii Zaludecni sliznice projevujici se postupnym
zmenSovanim Zalude¢nich Zlaz az k jejich uplnému vymizeni. [32, 33] Zlazy mohou byt
nahrazeny bud pojivovou tkdni (nemetaplastickd atrofie), nebo jinym typem epitelu
(metaplasticka atrofie). [33] V pfipadé rozsahlého rozsiteni atrofické gastritidy, které souvisi
se stavem anchlorhydrie nebo hypochlorhydrie se zvySuje riziko pro rozvoj rakoviny zaludku.
[30] Nejcastejsi pricinou vzniku je chronickd infekce Helicobacter pylori nebo autoimunita.

Nejcastéji se atrofické gastritida projevuje prave sttevni metaplazii. [33]
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2.6. Metaplazie

Metaplazie znamena nahrazeni termindln¢ diferencovanych bunék zaludec¢ni sliznice
diferencovanymi bunikami, které jsou typické pro jinou oblast nebo z jiného vyvojového stadia
nebo i dokonce z jiného orgéanu (stfevo). [18, 20] Metaplastické 1éze obvykle obsahuji bunky
vyluc€ujici hlen, které vznikaji za ucelem ochrany a hojeni po prodélaném poskozeni. Existuji
dva hlavni typy metaplazie, a to pyloricka a stfevni. Pyloricka metaplazie je definovana jako
kompletni zména mezi povrchem a zlazou, ke které¢ dochdzi béhem atrofické gastritidy. Funguje
jako akutni repara¢ni mechanismus, ktery vede ke zvysené tvorb¢ progenitorovych bunék, které
uvolnuji ochranné faktory napomahajici k hojeni tkané. Projevuje se abnormalitami jako
je napt. foveoldrni hyperplazie a zména v poctu mukdznich krénich bunék. [20] Léze pylorické
metaplazie se projevuji ztratou parietdlnich bun€k a nahrazenim bazalnich hlavnich bun¢k
bunikami SPEM (metaplastické buniky exprimujici spasmolyticky polypeptid) prosttednictvim
transdiferenciace. Transdiferenciace znamend nahrazeni diferencovanych bunék jinymi
buiikami, které se nachdzeji ve stejné tkani. [20, 34] To znamena, Ze vznik pylorické metaplazie
ptedstavuje pfechodnou odpoveéd’ organismu na poskozeni zaludec¢ni tkané prostiednictvim
zmnozeni bun¢k za ucfelem regenerace tkan€. Po reparaci se zmnozené bunky reverzibilné
diferencuji na zralé builky nebo se nahradi normdalnimi zalude¢nimi bunénymi typy.
V ptipadé, Ze by se jednalo o chronické poSkozeni nebo pretrvavajici zanét tkang€, metaplazie
se stane stabilni a pfetrvava. Dokonce se mize transformovat na jiné typy metaplazie

nebo az na dysplazii. [20]

Druhym typem metaplazie, je typ stievni. Tento typ metaplazie je povazZovan
za prekurzorovou 1ézi, ktera vede ke vzniku karcinomu zaludku. Jedna se o nahrazeni
oxyntické nebo antralni Zaludecni sliznice stfevni sliznici, tedy plné diferencovanymi
bunéénymi typy odliSného orgéanu. [35] D¢li se na dva typy, a to kompletni a nekompletni.
Kompletni stfevni typ metaplazie se podobd epitelu tenkého stfeva, ktery je sloZen
z Panethovovych, pohdrkovych a absorpénich bunc¢k. Nekompletni stfevni typ metaplazie
se podoba epitelu tlustého stieva, ktery je slozen ze sloupcovych a poharkovych bunék. U obou
typt je detekovana exprese stfevniho mucinu 2, ktery neni normalné v Zalude¢ni sliznici

exprimovan. [36]

2.7. Dysplazie

Dysplazie Zzaludku, oznaCovédna jako intraepitelidlni nebo neinvazivni neoplazie,
je definovana neoplastickymi zménami, které jsou omezené pouze na zaludecni epitel
bez vniknuti do vrstvy lamina propria. [17, 37] Neoplastické zmény se projevuji bunécnou
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atypii, abnormalni diferenciaci, neuspofddanosti a zvySenou mitotickou aktivitou bunék.
Endoskopicky jsou viditelné jako ploché nebo polypoidni 1éze. Mohou vzniknout bud’
spontann¢ (de novo), nebo na zdklad¢ jiz pfitomnych benignich sporadickych polypt.
Na zaklad¢ histomorfologie se dysplazie d€li na stievni a foveolarni typ. Z hlediska distorze,
vlastnosti jadernych a cytoplazmatickych bunék a mitotické aktivity se dysplazie déli na nizky
a vysoky stupeni. [17] Dysplazie nizkého stupné je znazornéna zldzami, které jsou lemovany
sloupcovymi bunikami s hyperchromatickymi, protahlymi a pseudostratifikovanymi jadry, které
si zachovavaji polaritu. Projevuje se minimalni zménou ve stavbé zlaz, kdy bunky jsou mirné
atypické. Dysplazie vysokého stupné obsahuje dysplastické bunky obvykle kvadrové
nez sloupcové, které ztratily jadernou polaritu a prominentni jadérko. Projevuje se vyraznou

mitotickou aktivitou, kterd je nékdy doprovéazena atypickymi mitézami. [37]

2.8. Karcinomy

Karcinomy Zaludku jsou maligni nddory, které se netfidi normalni regulaci proliferace
amaji schopnost pronikat do jinych tkdni a metastazovat do jinych organi. Na vzniku
karcinomu se podileji pouze buiiky, které jsou schopné se d¢lit, protoze kazdé déleni bunky
pfedstavuje malé riziko mutace. VétSina chyb pfii replikaci DNA je opravena, ale dalSi mutace
muzou vzniknout néasledkem vrozenych chyb, pfimymi mutageny (napf. poSkozeni DNA
ozéafenim nebo chemikaliemi) nebo mitogeny, které zvysuji pocet déleni a zkracuji dobu délent.
To znamend, Ze vznikaji na zéklad¢ genetickych mutaci zpiisobujici zmény v nadorovych

bunikach, které se postupné preménuji na malignéjsi. [38]

Karcinomy Zaludku se rozdé€luji na zaklad¢ histopatologickych klasifikaci, mezi které
patii: Laurenova klasifikace, klasifikace Svétové zdravotnické organizace a Bormannova
klasifikace. Laurenova klasifikace rozd€luje karcinomy na dva hlavni typy, a to stievni
a difuzni. Stfevni typ je definovan piitomnosti Zlazového rustového vzoru, ktery se sklada
ze 714z nebo papil. Diftzni typ je definovan infiltrativnim rGstovym vzorem, kdy nadorové
buiiky neudrZuji bunéénou soudrznost. Klasifikace Svétove zdravotnické organizace rozliSuje
karcinomy na papilérni, tubuldrni, mucindézni a karcinomy z prstencovych bunék. [17, 39]
Papilarni karcinom je sloZen z papilarnich struktur a v pfipad¢, Ze obsahuje i Z1azové struktury,
tak se oznacCuje za tubulopapildrni karcinom. Tubularni karcinom je slozeny z tubuldrnich,
zlazovych nebo acindrnich struktur. Mucinézni karcinom je tvofen z nahromadéného mucinu,
ktery zaujima vice jak polovinu obsahu karcinomu. Karcinom z prstencovych bunék je tvoien
bunikami prstencové struktury a tyto bunky obsahuji mucinovou vakuolu, kterd vypliuje

cytoplazmu a vytlacuje jadro k periferii bunky. Srovnani mezi témito dvéma klasifikacemi
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je takové, ze papilarni a tubularni karcinomy jsou pfiblizn¢ shodné se stfevnim typem
karcinomu a karcinom z prstencovych bunék je pfiblizn¢ shodny s difuznim typem karcinomu.

[17]

Na zéklad¢ hloubky invaze do zaludec¢ni stény se karcinomy dé€li na ¢asné a pokrocilé.
Casné karcinomy jsou omezené pouze na mukoézu a submukézu a jsou malé o velikosti kolem
2-5 cm. Mohou byt doprovdzeny metastazemi do lymfatickych uzlin a n¢které z nich mohou
byt multifokéalni. Pokrocilé karcinomy nejsou nijak omezené, pronikaji az do muscularis
propria i hloubé&ji. [17, 37, 40] Rozdéluji se podle Bormannovy klasifikace na zakladé
makroskopického vzhledu na c¢tyfi typy. Prvnim typem jsou polypoidni, druhym typem
jsou ulcerované s pfesné ur¢enymi hranicemi, tfetim typem jsou ulcerované s nepravidelnymi
a infiltrativnimi okraji a ¢tvrtym typem jsou diftzni infiltrativni bez prokazani viedu

(viz obrazek 5). [37, 39]
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Obrazek 5: Morfologie karcinomii Zaludku [40]
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3. KULTIVACE ZALUDECNICH BUNEK

Rakovina zaludku je vysoce maligni a heterogenni onemocnéni, a proto je dulezité
pochopit zakladni mechanismy, které vedou a podileji se na vzniku tohoto onemocnéni.
Detailnim porozuménim téchto mechanisml se mtize nastavit spravna 1é¢ba a vyvinout nové
ucinngjsi 1éky. [41] Praveé proto je dilezita technika izolace a kultivace zaludec¢nich bunék
zaucelem ustanoveni vhodného bunééného modelu slouzicitho k lepSimu pochopeni
mechanismi  onemocnéni, objevovani novych 1ékti a ke studiu regeneracni schopnosti
kmenovych bun¢k. [41, 42, 43,] Kultivace se provadi za takovych podminek, aby mohly buiiky
adherovat ke sklenéné nebo plastové kultivacni 1dhvi nebo Petriho misce. Ve vyzkumu
se pouzivaji primarni bunky, které jsou izolovany pfimo z pacientské tkan¢ nebo se pouziji
nadorové bunécné linie, které se skladuji v mezinarodnich bunéénych bankach. V ptipadé
pouziti primarnich pacientskych tkani je potfeba zaméfit se na izolovani spravného typu bunék,
protoze tkan obsahuje rGzné typy. [42] U nové izolovanych bunéénych linii je sledovana
schopnost proliferace, diferenciace, exprese specifickych povrchovych markerti a enzymi,
ale i fenotyp a genotyp. Na zakladé téchto parametri a dalSich testi se ziskaji dulezité
informace o bunétné biologii, tkanové morfologii, sekreci cytokind, produkci konkrétnich
proteintll, ale také o plisobeni vybranych 1é€iv na tyto buiky. To znamena, Ze vybérem
nejvhodnéjsi kultivacni techniky je moznost co nejvice porozumét biologii nadoru, a tim

optimalizovat 1éCbu. [42, 43, 44]

V zékladnim vyzkumu se pouZziva pro testovani latek nadorovy model, a to vétSinou
zviteci nebo lidsky, je-1i dostupny. Ze zvitecich bunécnych linii je to nejcastéji mysi, ktery
predstavuje CasteCnou podobnost s lidskou fyziologii in vivo. [45, 46] JelikoZ se u mysi
malokdy samovolné vytvofi nddory, tak se pouzivaji modely geneticky upravenych mysi,
u kterych se tvorba nddoru vyvold pouzitim karcinogend a na zdkladé technologie pienosu
gentl. Technologie pfenosu gend je reverzni piistup, kdy se identifikuji cilové geny podilejici
se na lidském onemocnéni za ucelem studie genového pienosu u mySi. Bud' se zavadi
exogenni strukturni a regulacni genové sekvence do mysiho genomu, tzv. transgenni mysi,
anebo se odstraniuji nebo modifikuji exprese specifickych endogennich mySich geni,
tzv. knockout mysi. [47, 48, 49] Do mySich modelt se mizou implantovat nddory pacientd,
tzv. modely xenoimplantati odvozenych od pacientli, které¢ jsou vhodné pro studium lécby
rakoviny. [47] VSechny tyto mysi nadorové modely slouzily k porozuméni mechanismti a 1écbé
rakoviny zaludku, ke studovani karcinogent a ke studiu experimentalni terapie. [48] Ackoliv

tyto zvifeci modely nejblize odpovidaji lidskym tkénim, ptesto z hlediska rozdili v genetice
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a fyziologii je tendence o vyvoj kompletnich lidskych modelt, které by poskytovaly presnéjsi
vysledky. [45, 46] Nicméné¢ se zviteci modely potad pouzivaji, a to zejména v toxikologickych
studiich, [50] v piipadé nedostatecného mnozstvi lidské tkan¢ pro vyzkumné ucely nebo jejich

naro¢ného ziskavani a nedostatku znalosti o podminkach kultivace. [45, 46]

Takto ustanovend primarni bunééna kultura roste v monovrstve, tj. dvourozmérna (2D)
kultivacni technika, ktera neznazornuje presny model struktury lidskych tkani a nadort in vivo.
A proto byla snaha vytvofit techniku kultivace, ktera by se vice piiblizila pfirozenému uskupeni
bun¢k v organismu, tj. trojrozmérna (3D) kultiva¢ni technika. Zavedenim téchto lidskych
nadorovych modelll se vyrazné zlepSuje moznost pochopeni lidské genetické rtiznorodosti,
iniciace a progrese onemocnéni a reakce na Iéky. To znamend, Ze prace s bunéénymi kulturami

se déli podle pouziti odlisnych kultivaénich podminek. [42, 46]

3.1. Dvourozmérna kultivace

Technika 2D kultivace se pouziva nejcastéji pro vysoce vykonny screening 1é¢iv a studii
toxicity. [51] Vyhodou jsou jednoduché a casové nendrocné kultivaéni protokoly bunééné
kultury a levné naklady pro dlouhodobé kultivace. [42] I piestoze, Ze je tato technika hodné
pouzivand, jeji zasadni nevyhodou je neschopnost napodobit mikroprosttedi bunék ve tkdnich
in vivo. [52] Kultivované bunky rostou v monovrstveé, kterd zpisobi plochy a protahly tvar
bunék a zajisti vétSin€ buikam rovnomérny piisun zivin a ristovych faktori z média.
Rovnomérny pfisun Zivin znamen4, Ze se vétSina bunék nachazi ve stejné fazi bunééného cyklu.
[43] Monovrstva je sloZena pievazné z proliferujicich bunék, protoze nekrotické bunky
se samovolné oddé€luji od povrchil a pti pravidelné vyméné média dochazi k jejich odstranéni.
[52] Mezi bunkami na pocatku kazdé pasaze nejsou bunécné spoje jako burka-bunka
a buiika-extracelularni matrix, které jsou zodpovédné za bunécnou diferenciaci, proliferaci,
vitalitu, expresi genl a proteind, odezvu na podnéty, metabolismus 1é¢iv a dal$i bunécné
funkce. V disledku chybéjicich bunéénych spojii s vnéjSim prostfedim dochazi ke ztraté
bunééné polarity a zarovenl dochazi ke ztraté riznorodého fenotypu bunck. [42, 53, 54].
Z hlediska metabolismu 1é¢iv se u 2D bunécnych kultur pozoruje vétsi citlivost na 1éky, ktera
vychazi z rozdilné struktury povrchovych receptorti na kultivované buiice oproti butice in vivo.
Z toho vyplyva, Ze 1éky mohou snadno vyvolat apoptozu. Timto na zaklad¢ kultivace bunék
ve 2D podminkach dochédzi ke zménam v bunééné morfologii a bunééném déleni. Zména
v morfologii buné¢k mtze mit vliv na funkci bun€k, organizaci struktur uvniti bunky, sekreci
a bunéCnou signalizaci. Navic 2D kultivaéni metoda umoznuje studovani pouze jednoho

bunécného typu, coz predstavuje dals$i nevyhodu. [42, 43]
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3.2. Trojrozmérna kultivace

Technika 3D kultivace nejpiesnéji napodobuje piirozené mikroprostiedi bunéck
ve tkdnich in vivo. [52] Kultivované buinky rostou do trojrozmérnych agregatl, které
jsou slozeny z vice vrstev. Trojrozmérny rast zajistuje buitkdm jejich pfirozeny tvar, bunéény
rist a nerovnomérny piisun zivin a rustovych faktori z média, takze se builkky nachazi
v raznych fazi bunécného cyklu. [43] Agregaty jsou slozeny pievazné z proliferujicich,
klidovych, apoptickych, hypoxickych a nekrotickych bunék. Vnéjsi vrstva agregatu, ktera
je v pfimém spojeni s médiem, je slozena pievazné z zivotaschopnych proliferujicich bunék.
Zatimco uvniti agregatu se nachazi spise klidové a hypoxické bunky z diivodu snizeného piijmu
kysliku a ristovych faktort. [52] Buiiky mezi sebou interaguji na zédkladé bunécnych spoja,
které se podili na zachovani charakteristického fenotypu a vétsi rezistenci vaci 1ékim. Léky
jsou lépe metabolizovany, a tudiz nedochazi ke snadnému vyvolani apoptdézy. Nevyhodou

3D techniky je ¢asova a finan¢ni naro¢nost. [43, 53]

Podle zptsobu pfipravy se 3D technika rozd€luje na tfi rizné typy. Jako prvni typem
je technika suspenzni kultury, kterd probihd v prostiedi bez séra a na neadherentnich
kultiva¢nich miskach, kdy jsou jednotlivé bunky umistény v tekutém médiu. Vzniklé
3D struktury 1ze pozorovat po tiech dnech kultivace. Vyhodou této ptipravy je jednoduchost,
snadnost, rychlost a buiiky se daji snadno namnozit a pouzit pro dalsi vyzkumy. [42, 55]
Druhym typem je technika kultury v koncentrovaném tekutém médiu obsahujici gelovité latky,
kdy jednotlivé buniky rostou v médiu, které obsahuje bud’ agar, nebo matrigel. Zplisob piipravy
kultivace se 1i81 na zéklad€ vybéru gelovité latky. V pifipad€ pouziti agaru se nalije spolené
agar s médiem do kultiva¢ni misky a inkubuje se do té doby, neZ ztuhne k ziskani spodni vrstvy.
Poté se na spodni vrstvu nalije agar s médiem a jednotlivymi buiikami k vytvoteni horni vrstvy.
Vyhodou mékkého agaru je sledovani rastu bunék. Nevyhodou je obtizné ziskdvani agregati
pro urCité bunétné linie a namnozit buiky z agaru. Zaroven je ¢asov€ naro¢nd piiprava
bunéénych kultur. V piipadé pouziti matrigelu se jednotlivé buiikky nanesou na médium
v kultivaéni misce a preliji se matrigelem. Vyhodou matrigelu je snadné namnoZeni
kultivovanych buné¢k pro dalsi vyzkum. Bunky maji trojrozmérné interakce s prostfedim, takze
vytvaii struktury, které jsou podobné tkanim in vivo. Nevyhodou je, Ze matrigel obsahuje
endogenni bioaktivni slozky, které maji vliv na tvorbu struktury. U této techniky vznikaji
3D struktury, které 1ze pozorovat az po sedmi dnech kultivace. Ttetim typem je technika kultury
na nosici, kdy jednotlivé buiiky jsou pfipojeny k tzv. nosici, ktery je vyrobeny z biologicky

odbouratelného materidlu, jako je hedvabi, kolagen, laminin, a alginat. Buiitky mohou migrovat
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mezi vldkny a nosi¢ podporuje jejich rist a déleni. Nevyhodou je, ze se buiky zplostuji
a proliferuji jako za adherentnich podminek a pouzity nosi¢ muze ovlivnit adhezi, rist a chovani

bunck. [42]

Vzniklé agregaty ve 3D kultivaci se 1isi podle toho, jaky typ bunck se kultivuje
a za jakych kultiva¢nich podminek. Zda pottebuji ke kultivaci podpirnou extracelularni
matrix (ECM), coz znamena, ze jsou bunécné kultury zalozené na nosi¢i nebo se kultivuji

bez ECM. V dasledku toho se vytvareji rizné 3D modely, jako jsou sféroidy a organoidy. [51]

3.2.1. Sféroidy

Stéroidy jsou kulovité bunécné jednotky, které se kultivuji jako volné plovouci agregaty
a predstavuji mensi podobnost stkani in vivo. Ke kultivaci se pouzivaji bunécné linie,
mnohobunééné smési, primarni buiiky, nadorové bunky a tkané. Vznikaji na zaklad¢é spontanni
agregace bunck prostfednictvim integrinil nachazejici se na bunééném povrchu, které zajist'uji
vazby mezi buikami. Sféroidy se vétSinou kultivuji bez podpory ECM a vytvaii se na zakladé
nékolik technik. Prvni technika je na zaklad¢ centrifugace nebo rotace bunécné suspenze, kdy
se zamezuje usazovani bunék neustdlym michanim za vzniku sféroidt. Odstfediva a rota¢ni sila
podporuje adhezi mezi bunikami prostfednictvim integrinli. Nevyhodou této techniky je,
ze se pii velmi vysoké rychlosti michani mohou vzniklé sféroidy poSkodit, a naopak pfi velmi
malé rychlosti se mohou bunky usazovat a sféroidy nevzniknou. [51] Druhd technika
je na zakladé metody visici kapky, ktera se pfipravuje napipetovanim 20 az 40 pl bunécné
suspenze na viko Petriho misky. Poté se viko opatrné pievrati a poloZi na Petriho misku, které
obsahuje médium pro zvlh¢ovani atmosféry. Nutné je pouziti spravného typu kultivacniho
plastu s nizkou pfilnavosti, aby bunky nemohly ptilnout k povrchu. Timto néasledné dochézi
ke tvorbé shlukli v suspenzi za vzniku sféroidi (viz obrazek 6). Tato technika je vyhodna
v dlouhodobém pfeziti bunék a zachovani jejich fenotypu. [51, 56] Nevyhodou je,
ze po zahdjeni kultivace se nemiZze vymeénit médium ani sledovat vliv 1ékti béhem kultivace.
[55] Tteti technika se provadi na neadherentnim povrchu, kdy se bunécné suspenze nanesou
na Petritho misku, ktera mé povrch snizkou pfilnavosti nebo je pokryta agarem, ktery
zabranuje pfilnuti k povrchu. [57, 51] Nasledné se miska s bunéfnou suspenzi umisti
na tfepacku a neustalé kyvani desky pfispiva k agregaci bun¢k za vzniku sféroid. Vyhodou

je proveditelnost v 96jamkovych destickach, ale nelze regulovat velikost a tvar sféroida. [51]
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Obrazek 6: Metoda na zakladé visici kapky pro tvorbu sféroidi [56]
3.2.2. Organoidy

Organoidy jsou trojrozmérné bunécné kultury, které maji schopnost sebeobnovy,
diferenciace a proliferace. Mohou byt vytvoteny z dospélych kmenovych bunék primarni tkang,
embryonalnich kmenovych bun¢k nebo indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. [5]
Tyto bunééné kultury se kultivuji ve 3D hydrogelovych systémech, které slouzi jako nosice
napodobujici ECM in vivo, kterd je dulezitd pro kultivaci kmenovych bunék. [5, 58]
ECM je trojrozmérnad a nebunécnd struktura, kterd se nachazi ve vSech tkanich in vivo. [59]
Kazdy typ tkdn¢€ méa své charakteristické trojrozmérné usporadani a biochemické slozeni ECM.
[60] Zajistuje hlavné podplrnou strukturu bunkam, protoze vypliuje mezibunéény prostor,
a tim se podili na tvaru bunék. Také se podili na regulaci bunéénych funkci, jako je adheze,
migrace, proliferace a diferenciace bunck. [61, 62] ECM piedstavuje komplexni sit’
makromolekul, ktera je slozena z vlaknitych a adheznich proteinii a glykoproteind, jako
glykosaminoglykany a proteoglykany. Mezi vlaknité proteiny patii kolagen a elastin. [61]
Kolagen funguje jako strukturalni podpora ECM a kolagenova vlakna zajist'uji pevnost v tahu
a omezuji roztazitelnost tkéni. [59, 63] Elastin diky své elasticité napoméaha udrzovat tkdné
a organy fyziologicky funkéni z hlediska k jejich natahovani a ohybani. Mezi adhezni proteiny
patii fibronektin a laminin. Fibronektin je velky glykoprotein, ktery je tvofen fibroblasty
anachazi se v ECM a na bunééném povrchu v nerozpustné formé. Slouzi k vzajemnému
pfipojeni bun¢k k ECM na zékladé¢ zesiténi prostiednictvim disulfidovych vazeb a naslednym
uspotadanim do vlaken. Laminin je velky glykoprotein, ktery je sou€asti bazalni membrany
a ECM. Bunécna adheze k ECM je zajisténa receptory pro ECM, které se nazyvaji integriny
nachazejici se na bunéném povrchu. Integriny zprostiedkovéavaji interakce mezi bunkami
navzajem a mezi builkami s ECM. Podileji se na komunikaci mezi builkami, regulaci

bunécného cyklu, tvaru bun€k a jeji motilité (viz obrazek 7). [61]
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Obrazek 7: Rozvrzeni slozek extracelularni matrix interagujici s bunéénym povrchem
[61]

Hydrogelové systémy jsou na bazi proteini ECM a nejpouzivanéjsi ECM je matrigel.
Matrigel je bazalni membrana extrahovana a purifikovana z bunék mysiho sarkomu a jedna
se o zelatinovou proteinovou smés, ktera obsahuje laminin, entaktin, kolagen, proteoglykan
aruzné ristové faktory. Nicmén€ matrigel nemd piesné definované vSechny slozky, které
obsahuje a existuje nékolik rozdilnych Sarzi. Proto je obtizné predpoveédét jeho ucinek
na lidské t€lo, a z toho diivodu je snaha prozkoumat jiné alternativy, které nahradi matrigel.
[58, 64] Dalsi hydrogelové systémy jsou na bazi ptirodnich nebo syntetickych polymert
a na bazi decelularizovanych tkani. Hydrogely na bazi ptirodnich polymerti mohou byt tvofeny
z proteint, jako je kolagen a fibrin nebo z polysacharidi, jako kyselina hyaluronova, alginat,
chitosan a celuloza. [58] Nejvice se zkoumaji hydrogely na bazi kolagenu, které by mély byt
nejvhodnéjsi pro nahrazeni matrigelu, protoze kolagen je univerzdlni slozkou proteint
a zaroven je piirozené€ obsazeny v ECM v zivych organismech. Podili se na podpote bunééného
dé€leni, migraci a diferenciaci buné€k. [58, 64] Z hlediska k naro¢nému zpracovani a slozitosti
prirodnich polymerti byla snaha vytvofit syntetické polymery, jako naptiklad polyethylenglykol
a polyvinylalkohol. JenomZe hydrogely na bazi syntetickych polymerl neznazoriiuji tiplné

komplexni ECM in vivo. [58]

Hydrogely na bazi decelularizované tkané se ziskavaji prostiednictvim metody
decelularizace, protoze je obtizné vytvoftit decelularni ECM z jednotlivych molekul. [58, 65]
Metoda decelularizace se pouziva k izolaci ECM od bunék a decelularni ECM se ziskava

z tkani, organti a kultivacnich bun€k. Izolace z tkani nebo organii zajistuje podobné slozeni
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a mikrostrukturu jako ECM in vivo. Ackoliv je vyhodou podobnost mezi decelularni ECM
a ECM in vivo, tak nevyhodou je obtizné identifikace a izolace n€kterych oblasti tkdni nebo
organu pro rekonstituci ECM. Zaroven je také nedostatecnd zasoba vzorki tkani a organti, takze
se nemuze pracovat s velkoobjemovymi metodami. Izolace z jiz kultivovanych bunék in vitro
nemusi poskytovat tpln¢ podobné slozeni a mikrostrukturu jako ECM in vivo. Divodem
jsou kultivaéni podminky, jako slozeni média, pocatecni substrat, pouzity typ bunék a pocet
pasazi, které mohou pozmeénit ECM. Nicméné vyhodou je dostatecné mnozstvi vzorki

kultivovanych bunék. [63]

Decelularizace se rozd€luje podle zpiisobu piipravy do tfech metod, a to chemicka,
fyzikdlni a enzymatickd. V pfipadé chemické metody se pouzivaji detergenty, jako
je deoxysulfat sodny, Triton X-100 a deoxycholat sodny za ucelem solubilizace
cytoplazmatické a jaderné lipidové membrany a protein. Nevyhodou je, Ze tyto detergenty
maji tendenci naruSovat mikrostrukturu ECM a mtizou se podilet i na ztraté¢ slozek ECM.
Také se pouzivaji alkalické a kyselé¢ slozky, které solubilizuji cytoplazmatické slozky
a narusuji nukleové kyseliny, ale také naruSuji ECM, protoze redukuji glykosaminoglykany.
V piipad¢ fyzické metody dochazi k decelularizaci na zakladé opakovanych cykla
zmrazovani a rozmrazovani, které néasledné rozrusi bunééné membrany. Jenomze tyto cykly
muzou narusit nebo rozbit strukturu ECM. V ptipadé enzymatické metody se pouZziva trypsin
a dalsi proteindzy za i€elem degradace proteintl, ale po del§im plsobeni dochézi k degradaci
proteini ECM, a tudiZz se narus$i struktura ECM. Také se pouzivaji nukledzy k degradaci
nukleovych kyselin, které nelze degradovat pouze v cytosolovych slozkach. VSechny tfi metody
decelularizace maji své vyhody a nevyhody, a proto se nejcastéji pouziva kombinace metod.
Pro zkoumani rakovinné ECM v regulaci chovani rakovinnych buné€k je vhodnéjsi izolace ECM

z rakovinnych tkani. [63]

3.3. Techniky pro ustanoveni primarni linie Zalude¢nich bunék

Primérni linie Zalude¢nich bunék se ziskavaji izolaci bunék ze vzorkli nadorové a zdravé
tkan¢. Vzorky tkan¢ se ziskéavaji prostfednictvim biopsie a resekce Zaludku nebo nadoru.
Po odbéru vzorku je nutné tkan zpracovat co nejdiive pomoci n¢kolika technik, aby se ziskala
populace zivych a neporusenych bunék. Tyto techniky maji za cil disociovat tkan¢ a rozd€luji
se na enzymatické, chemické a mechanické. Vybér techniky zalezi na struktufe odebrané tkan¢
a jednotlivé techniky se mohou kombinovat. [66] Enzymatickd technika disociuje tkané
prostiednictvim enzymdu, jako je kolagendza, hyaluroniddza, dispaza, DNéaza a trypsin.

VétSinou se pouzivd kombinace enzymi. NejpouzivanéjSim enzymem je kolagenaza
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v kombinaci s hyaluroniddzou a dispazou. [5, 66, 67] Chemicka technika se pouziva k disociaci
mezibunéénych vazeb za ucelem jejich uvolnéni. Tyto vazby se uvolni odstranénim
vapenatych a hotfec¢natych iontl, které se nachdzi v bunécné membrané zajist'ujici integritu
bunécného povrchu s intracelularni matrix. K odstraiovani téchto iontll se pouziva kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) a kyselina ethylenglykoltetraoctova (EGTA). Obé& kyseliny
pusobi podobné a EDTA se pouziva i béhem trypsinizace spolu s trypsinem, ktera slouzi
k oddé€leni bun¢k od dna kultivacni nadoby a k naruseni adheze mezi bunkami. Mechanicka
technika desagreguje odebrany vzorek tkan¢ na malé kousky. Miize se provadét manualné
prostfednictvim skalpelu nebo nizek, pipetovani, vortexu nebo aplikovanim osmolaritniho
stresu. Nejvice se pro desagregaci tkané pouziva skalpel nebo niizky pro ziskani malych
kouskt. Pro tuto techniku se miiZou pouzit i nastroje jako je jednordzovy disagregator nebo
mikrofluidni zafizeni. Mikrofluidni zafizeni ma pomoci ke zlepSeni desagregace tkané
aregenerace bunék, ke zvySeni Cistoty vzorku a zkraceni Casu. Zajistuje rychlou a jemnou

desagregaci s malym pouzitim enzymd. [66]

V piipadé izolovani dospélych kmenovych bunék nachazejici se v Zaludecnich Zldzach
je nutné po endoskopické resekci nebo biopsii izolovat Zlazy. K izolaci Z14z se pouziva fyzicky
tlak nebo enzymatické techniky. Fyzicky tlak znazoriiuje techniku, kdy se na tkan pftitiskne
sklicko a pfimym tlakem dojde k izolaci neboli uvolnéni zldz. Kmenové buniky se mohou

izolovat 1 pomoci pritokové cytometrie. [68]

Ke kultivaci se pouziva kompletni médium, coz je tekutd vyzivna smes, kterd
je vytvorena ze zakladniho média, séra a rastovych faktorti. Zakladni médium je tvofeno
aminokyselinami, vitaminy, ionty a glukézou a poskytuje hlavné vyzivu buikdm. [69]
Aminokyseliny jsou dualezité pro kultivaci organoidii a obvykle se pfiddvaji do média
tfi aminokyseliny: L-glutamin, N-acetylcystein a nikotinamid. L-glutamin je esencidlni
aminokyselina, kterd slouzi jako zdroj energie pro kultivované bunky a je dulezita pro rist
bunck. Zaroven se podili na syntéze proteini a metabolismu nukleovych kyselin. Nicméné
pro poskytnuti lepsi stability a podpory zdravi bunikkam je pouZzivana alternativa k L-glutaminu,
a tim je glutamax. N-acetylcystein je uinny antioxidant, ktery vychytava volné radikaly
za ucelem ochrany bun¢k pfed oxidacnim poSkozenim. Nikotinamid je vitamin B3, ktery
se podili hlavné na fyziologii bun¢k. [70] Jako sérum se pouziva fetalni bovinni sérum (FBS),
které se ziskava z krve bovinniho plodu a pfedstavuje piirozenou smés obsahujici vSechny
potfebné zdkladni proteiny, rastové faktory a hormony. FBS je dilezité pro zachovani

bunécného preziti, riistu a proliferace. Riistové faktory se ptidavaji do média za ucelem regulace
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proliferace a diferenciace bun¢k do konkrétni bunééné linie. [69] Jedna se o epidermalni ristovy
faktor (EGF), fibroblastovy rtustovy faktor (FGF), protein Noggin, R-spondin-1 a Wnt-3a,
gastrin, inhibitor A83-01 a SB202190. [70, 71] EGF ma zasadni vliv na bunécny rust,
proliferaci a diferenciaci. FGF podporuje hlavné bunéénou mitdézu. Noggin je dilezitym
proteinem pro kmenové bunky a pouziva se pro dlouhodobou kultivaci organoidi. R-spondin-1
se podili na aktivaci proteinu Wnt-3a, ktery ovliviiuje hlavné kmenové a progenitorové buniky.
A83-01 je inhibitor receptoru transformujiciho rastového faktoru beta (TGF-p), ktery podporuje
bunécnou proliferaci. SB202190 je inhibitor proteinkinazy aktivované mitogenem p38, ktery
podporuje tvorbu organoidl. [70] Médium se pii kultivaci pravidelné¢ obménuje z divodu
zachovani neustédlého pfisunu zivin a ristovych faktord a odstranéni odpadnich produkti

vyloucené buiikami. [69]

Vytvorené lidské Zzalude¢ni organoidy se udrzuji na zaklad¢ toho, jaké bunky
se izolovaly. V pfipad¢ izolovani diferencovanych buné¢k, vétSinou mukodznich, se organoidy
mohou udrzovat pouze n€kolik dni, protoZze nemaji schopnost sebeobnovy. V ptipadé izolovani
kmenovych bunék se organoidy mohou udrzovat déle nez rok, protoze kmenové buiiky maji
schopnost sebeobnovy, jsou dlouhovéké a multipotentni. Tyto vSechny vlastnosti kmenovych
bunék jsou vyhodné pro tvorbu kvalitnich organoidi, a to zejména jejich schopnost diferenciace

do vSech bunécnych typt. [72]
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4. LABORATORNI IZOLACE A KULTIVACE ZALUDECNICH
BUNEK

4.1. Postupy pro zpracovani vzorku ze zdravé tkané

Vzorky ze zdravé tkané jsou ziskany pomoci endoskopické biopsie nebo resekce
zaludku. Ke zpracovani je potieba odebrat piiblizné 1 cm? vzorek tking, ktery se vklada
do studeného bazalniho média a ponechéva se na ledu do té doby, nez se s nim zacne pracovat.
[54] Takto uchované vzorky by se mély zpracovat do 3 hodin po jejich ziskéani. [73] Poté
se ptipravi zékladni matrix, kterd se pfipravuje podle vyrobce a pouziva se matrigel, ktery
se musi udrzovat na ledé pii 4 °C, protoze dokédze ztuhnout i pii pokojové teploté. Pokud
je predpiipraveny, tak se pfed pouzitim musi nechat rozmrazit na ledu, protoze se skladuje
pti -20 °C. [7, 54] Ptipravi se bazalni médium, které se chladi na ledu a pouZziva se nejcastéji
DMEM/F12 (Dulbecco's Modification of Eagle's Medium), které je doplnéné pufrovacim
¢inidlem HEPES, zdrojem glutaminu glutamax a vhodnymi antibiotiky jako je primocin. [54]
V jinych studii se pouZzivaji jind antibiotika, a to smés penicilinu a streptomycinu. [72]
Jesté se pripravuje chelatacni pufr, ktery se také chladi na ledu. Nejvhodnégj$i je pouZivani
mensich objemi pro piipravu vSech pfipravkl, aby se zamezilo opakovanému zmrazovani

a rozmrazovani. [54]

Odebrany vzorek tkané je pfenesen na Petriho misku, kde je nasledné promyvan
riznymi promyvacimi prostiedky. V jedné studii pouzivaji studeny chelata¢ni pufr, ve druhé
studeny Hanktliv pufrovany fyziologicky roztok (HBSS) a ve tieti Dulbecco's fyziologicky
roztok pufrovany fosfatem (DPBS), ktery je doplnény smési antibiotik (penicilin, streptomycin
a primocin). [54, 73, 74] Z promyté tkané se vZdy opatrné odstrani pomoci klesti nebo nlzek
hlen, tukova tkan, krevni cévy a svalova vrstva pod stereomikroskopem a nasledné se znovu
promyje v daném promyvacim prostiedku. [72, 74, 75] Promyta tkan se nastiihd ntzkami
na 20-50 malych kouskt o velikosti pfiblizné 2-5 mm?. Viechny kousky se pomoci klesti vloZi
do zkumavky a pfidd se k nim 10 ml studeného chelataéniho pufru. Kousky ve zkumavce
se promyji opakovanym pipetovanim nahoru a dolii, a to 10krat. Poté se nechaji kousky usadit
a odstrani se supernatant. Pfida se znovu 10 ml studen¢ho chelataéniho pufru a promyvani

se opakuje do té¢ doby, nez supernatant bude zcela Ciry. [54]

Ve srovnani s jinymi studiemi jsou i jiné moznosti. Bud’ jsou nastfihané kousky tkané

promyty 8 az 10krat ve studenym HBBS do t¢ doby, nez bude supernatant ¢iry [73], anebo
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jsou nasttihané kousky vlozeny do zkumavky se studenym chelata¢nim pufrem a zkumavka

je Sokovana v ledové 1azni na hodinu za uc¢elem rozpadnuti tkang. [74]

Po odstranéni ¢irého supernatantu nasleduje inkubace, kdy se ptida 20 ml chelata¢niho
pufru, které je doplnéné 10 mM EDTA a nechd se inkubovat bud’ pfi teploté mistnosti po dobu
10 minut, béhem kterych se kazdé 2 minuty jemné prevrati zkumavka [54], anebo pii 37 °C
po dobu 30 minut na tfepaci ploSing. [73] Ve vétsin€ studii se po ub¢hlé inkubaci promichaji
kousky, nechaji se usadit a odstrani se supernatant. Kousky tkan¢ se ptfemistuji do Petriho
misky, ptilozi se na né mikroskopické sklicko a mizeme sledovat tkan s neporusenymi zlazami
pod mikroskopem. Poté se mikroskopické sklicko pfitlaci k misce a zptisobenym tlakem dojde
k uvolnéni Zaludec¢nich Zlaz, které se projevi zakalenim okraje tkdné. [72] Uvolnéné Zlazy

se pozoruji pod inverznim mikroskopem s 10nasobnym zvétSenim (viz obrazek 8). [54]

Obrazek 8: Izolované lidské Zlazy pod inverznim mikroskopem [54]

Izolované zlazy jsou resuspendované ve studeném bazalnim médiu DMEM/F12 a velké
fragmenty tkan¢ se nechaji usadit. Odebere se zakaleny supernatant obsahujici zlazy do dvou
zkumavek a centrifuguji se 5 minut pii 200x g a teploté 4 °C. [72] Ve dvou studii pouzili stejné
bazéalni médium DMEM/F12, ale doplnéné o 10% FBS a zaroven se liSil pocet promyvani
a centrifugace. V jedné studii se izolované zlazy Skrat promyvaly pied centrifugaci a poté
se jeste¢ 3krat promyvaly médiem DMEM/F12. [73] Ve druhé studii probihala centrifugace
pfi 300x g apoté byly zlazy 2krat promyté a ndsledné se Sté€pily pomoci enzymu trypsinu
pfti teploté 37 °C po dobu 5 minut. [ 74] Po centrifugaci se odstrani supernatant a ve zkumavkach
zustanou pelety obsahujici izolované zlazy, které se umisti na led. [54] Struktura uvolnénych

714z se vétSinou béhem promyvani méni a mizou byt viditelné 1 jednotlivé buiiky. [72]
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Takto izolované Zzlazy jsou piipraveny ke kultivaci a existuji rizné protokoly
pro vytvoreni organoidii. Nejvice se v protokolech pouziva pro naockovani zlaz matrigel
a odlisuji se ve slozeni ristovych faktora. [71] Pro naoc¢kovani zlaz jsou dvé moznosti. Prvni
moznosti je pomoci fedici fady, kdy se peleta izolovanych zlaz resuspenduje v 60 ul matrigelu.
Poté se pfipravi pét sterilnich mikrozkumavek, do kterych se napipetuje 50 pl matrigelu
a jsou ulozeny na led€. Do prvni mikrozkumavky se napipetuje 10 ul resuspendovanych 714z
v matrigelu, pomoci pipety se zlazy suspenduji a pienese se dalSich 10 pl do druhé
mikrozkumavky. Stejnym zptusobem se pokracuje az do paté mikrozkumavky, ze které se 10 pl

odstrani. [54]

Druhou moznosti je nao¢kovani spocitaného mnozstvi zlaz, kdy se peleta izolovanych
z1az resuspenduje v 10 ml bazalniho média. Poté se napipetuje 50 pl na Petriho misku, ktera
se vlozi pod inverzni mikroskop a spocitaji se zlazy a vypocita se koncentrace zlaz v roztoku.
Nasledné se prenese do nové 15 ml zkumavky takovy objem roztoku, ktery obsahuje 400 zlazek
a da se centrifugovat na 5 minut pii 200x g a teploté 4 °C. Odebere se supernatant a zkumavka
se nechd na led¢, do které se prida 200 pul matrigelu a jemné se resuspenduje. [54] Z obou
moznosti se pripravily hotové roztoky pro naockovani do 24jamkové desticky, ktera se vynda
z inkubatoru, kde se den pfedem inkubovala pfi teploté 37 °C. Do kazdé¢ jamky se napipetuje
50 pl zlazek a vytvoti se kapka. Po napipetovani do vSech 5 jamek se opatrné desticka vrati

do inkubéatoru na 10 minut za uc¢elem ztuhnuti matrigelu. [72]

V jedné vyzkumné studii pouzivali v protokolu také matrigel a pouzili 5 rGznych
kultiva¢nich médii pro ziskani informaci ohledné potieb jednotlivych ristovych faktord. Prvni
kultivaéni médium bylo médium DMEM/F12 s 10% FBS, penicilem a streptomycinem,
glutamaxem a s pufrovacim ¢inidlem HEPES. Druhé kultivaéni médium bylo DMEM/F12
s penicilem a streptomycinem, glutamaxem a s pufrovacim c¢inidlem HEPES. [74] Jesté
se pfidal dopln€k B27 a N-2, které¢ jsou vhodné pro kultury kmenovych bun¢k [70, 74] Treti
kultivaéni médium bylo stejné jako druhé, ke kterému se navic pfidal Noggin a EGF. Ctvrté
médium bylo stejné také jako druhé, které navic obsahovalo N-acetylcystein, EGF, Noggin,
FGF, gastrin, primocin, nikotinamid a inhibitor A83-01. Paté kultivacni médium bylo stejné
jako c¢tvrté, ke kterému se pfidalo R-spondin-1 a Wnt3a. Z téchto pokust se pouzitd kultivacni
média lisila hlavné v rychlosti proliferace bunék. Ukézalo se, ze v prvnim, druhém a tfetim
kultivatnim médiu buiikky neudrzely normalni riist. Zatimco ve Ctvrtém kultivaénim médiu
buniky mohly tvofit monokolonie a v patém se tvotilo vice kolonii o priméru az 100 um. Z toho

vyplyva, ze pro kultivaci je nejvhodnéjsi paté médium. [74]
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Po uplynuti inkubace se ptipravi teplé kompletni bazalni médium se vSemi rustovymi
faktory pro lidské zalude¢ni organoidy. Do kazdé jamky se opatrné napipetuje 500 pl bazalniho
média tak, aby se neporusil ztuhly matrigel se zlazy. Poté se znovu vrati do inkubatoru.
Po 2 az 3 dnech se staré bazalni médium vymeénuje za Cerstvé teplé médium [72] bez inhibitoru
SB202190, ktery se pouziva po naockovani zlaz do matrigelu nebo po rozstépeni organoidi.

Pti odstranovani média se dava pozor, aby se neporusila matrix. [54]

Pro tvorbu zaludecnich organoidii v jiném protokolu pouzili misto matrigelu kolagen
apouzili techniku rozhrani vzduch-kapalina (ALI). Pfi této technice se builkky umistily
na hydrofilni polytetrafluorethylenovou membranu, kterd byla ve spodni casti pokryta
roztokem kolagenu. Poté bylo pfiddno na dno kultivacni médium tak, aby buniky nebyly
ponofeny. Timto bylo zaji$téno, Ze horni vrstva bunck byla ptfimo vystavena vzduchu a zaroven
spodni vrstva bunék udrzovala kontakt s médiem. [71] Dokonce bylo mozné kultivovat
organoidy se samostatnym fetalnim telecim sérem (FCS), ktery byl doplnén riistovym faktorem

R-spondin-1 pro zlepseni proliferace. [76]

Béhem kultivace lidskych zaludecnich zlaz v inkubatoru se zlazy spojuji a uzaviraji
za ucelem vytvotreni malych cyst, které¢ se nasledn€¢ mnozi. Takto vytvofené stejné organoidy

se pozorovaly pod mikroskopem (viz obrazek 9). [54, 72]
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Obrazek 9: Typicky rust stejného zalude¢niho organoidu po dobu 12 dni [54]

Po vytvofeni organoidli, které narostly do velikosti 100 pm, nésleduje pasaz
organoidnich kultur, [77] které se provadi kazdych 14 dni. [72] Z jamek se odstraniuje bazalni
médium za Cerstvé a studené DMEM/F12. Pomoci mikropipety se intenzivnim pipetovanim
rozbije matrigel s organoidy a pfenesou se do nové zkumavky, [72, 73] kterd je umisténa
na ledu. [54] Ve studiich se pasazovani organoidnich kultur provadi prostfednictvim dvou

technik [75] za ucelem ziskani mensSich shlukt 3-5 bunék. [77] Prvni technika je na zakladé
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manuélniho rozbiti organoidi pomoci zizené pipety a druha technika je na zaklad€ enzymatické
disociace. [75] Technika manudlniho rozbiti organoidi pomoci zGzené pipety znamena,
ze se pouzila pipeta, ktera méla otvor zazeny pfiblizné na 0,5 mm. [54] K organoidim
ve zkumavce se piidalo studené bazalni médium DMEM/F12 a opakovanym pipetovanim
zizenou pausterovou pipetou dochéazelo k jejich postupnému rozbiti na mensi shluky bunék.
[72, 77] Poté se zkumavka s rozbitymi organoidy centrifugovala na 5 minut pti 200x g a teploté
4 °C. Po centifugaci se odstranil supernatant a peleta se resuspendovala v matrigelu na ledé.
Takto byl pfipraveny roztok pro naockovani do jamkové desticky. [72] V jiné studii byla
nejprve promyta zkumavka s rozbitym matrigelem a organoidy ve studeném médiu DMEM/F12
a centrifugovana na 5 minut pii 200x g a teplot¢ 4 °C. Poté byla vznikla peleta resuspendovana
ve stejném studeném médiu a organoidy se rozbily pouZitim ziZené sklenéné pipety. Sklenéna
pipeta musela byt potazena 1% hovézim sérovym albuminem (BSA) ve fyziologickém roztoku

pufrovaném fosfatem (PBS), a to z divodu zabranéni adheze organoidi ke sklu. [75]

Technika enzymatické disociace je stejnd v promyvani, rozbiti organoidi a centrifugaci
jako technika manudlniho rozbiti organoidii. Rozdilem je zpracovani vzniklé pelety, ktera
je resuspendovana s trypsinem a inkubuje se 5 minut pii teploté 37 °C. [73, 75] Po inkubaci
se organoidy pfenesly do zkumavky, ke kterym se ptfidalo studené bazalni médium za Gcelem
inaktivace trypsinu. Zkumavka se centrifugovala, supernatant se odstranil a vznikla peleta byla
resuspendovana v matrigelu pro naockovani. [75] V jiné studii pouZili pro inaktivaci trypsinu
studené bazalni médium s 10% FCS. [73] Tato technika se pouZziva pro rychlé namnozeni
organoidli, protoze disociované progenitorové buiikky maji vétSi schopnost vytvaret noveé

organoidy. [75]

4.2. Postupy pro zpracovani vzorku z nadorové tkané

Vzorky nadorové tkané se ziskdvaji z endoskopickych biopsii nebo chirurgickych
resekci zaludku. Postup pro zpracovani nadorového vzorku je podobny jako pro zdravou tkan.
Jako promyvaci prostiedek se vétSinou pouzival chelatacni pufr [72] nebo PBS. [77]
VétSinou se lisi v tom, Ze nastfihané nadorové kousky tkdné€ jsou enzymaticky Stépeny. [78]
Pro enzymatické Stépeni existuji riizné protokoly, které pouzivaji vétSinou kombinace enzymt.
[79] Nadorové kousky tkan¢€ se mohly Stépit pouze kolagendzou po dobu 2 hodin pfi teplote
37 °C [80] nebo se stépily pomoci kolagenazy a hyaluronidazy a inkubace probihala podobné
po dobu 1 az 2 hodiny pii stejné teploté a obCas se zkumavka jemné protiepala. [78] V dalSich
protokolech pouzivali jiné kombinace jako je dispaza a kolagenaza, liberdza a trypsin nebo

trypsin s EDTA. [79]
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Vznikly studie, ve kterych se pro kultivaci rakovinnych bun¢k pouzilo kultivacni
médium DMEM/F12 s 2,5% FBS misto s 10% FBS. [77, 81] Médium bylo doplnéno vSemi
rustovymi faktory stejné¢ jako u zdravych bunck. Pfidalo se bud’ 50% Wnt3a s 10%
R-spondin-1, [79] anebo s 20% R-spondin-1. [81] Zaroven se také misto média DMEM/F12
pouzilo jiné médium, a to RPMI-1640 (médium Roswell Park Memorial Institute), které bylo
doplnéno 10% FBS. [82, 83] Krom¢ uvedenych postupt pro inkubaci zdravé tkané probihala
inkubace s travicimi enzymy piiblizn¢ 40 minut pii teploté 37 °C na tfepacce. Postupné Stépeni
tkdné€ se pozorovalo a po zredukovani tkané na polovinu [77] se disociovana tkan piefiltrovala
pfes 70 um bunécné sito a promyla do nové zkumavky. [78] Zkumavka se centrifugovala
na 4 minuty pii 400x g a teploté 4 °C a supernatant se odstranil. [77] Vznikla peleta byla

ptipravena k naockovani do matrigelu za vzniku nadorovych organoidi. [78]

V jedné vyzkumné studii pouzili pro kultivaci rakovinnych bunék misto matrigelu nosic¢
zvany Cellbed, coz je vysoce Cisty kiemicity vlaknity agregat s ultrajemnou porovitosti
a je vyrobeny amalgamaci vytvofenych vldken oxidu kiemicitého. Jeho struktura je podobna
miiZce pfipominajici volné pojivové tkdné v organismu. Cellbed sice podporuje vlastnosti

rakovinnych bun¢k, ale béhem kultivace se nevytvoii ptislu§né zlazové struktury. [84]

Pasdzovani nadorovych organoidi je vétsinou podobny jako u zdravych organoidi. [72]
VétSinou se pouziva technika enzymatické disociace. V jednom protokolu se pasaz lisila tim,
ze ptidali do zkumavky s rozbitymi organoidy nejen studené bazalni médium DMEM/F12,
ale 1 vhodné mnozstvi PBS. Rozdiln¢ probihala i centrifugace, a to 4 minuty pii 400x g a teplote

4°C.[77]

Nevyhodou resekce nadorové tkané je odbér i piilehlé zdravé tkan€ a pii kultivaci
je mozné ziskat smé&s jak nadorovych, tak normalnich organoidd. V tomto pifipadé se miizou
smési rozdelit za ucelem ziskani jednotnych organoidl, a to na zakladé manuélniho vybéru
podle morfologie organoidi. Normalni organoidy maji podobu cystickych struktur a lumen,
kdezto nadorové organoidy maji nepravidelny tvar a vétSinou heterogenni zvrasnéné bunécné

vrstvy (viz obrazek 10). [78]
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Obrazek 10: Morfologie nadorového a normalniho organoidu [78]
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5. VYUZITI LIDSKYCH ZALUDECNICH MODELU

Modely 2D bunééné kultury maji omezenou proliferaéni schopnost vétSinou jen
na 2 tydny in vitro. [73] Nejvice se vyuzivaji pti objevovani novych 1éka. [43] Lze je vyuzit
1 pro studium bunéénych odpovédi na ionizujici zareni nebo na expozici chemoterapeutikiim.

[42]

Nejvice se vyuzivaji 3D modely, diky kterym je mozné studovat nadorovou biologii,
mezibunécné interakce, mikroprostredi a genotyp. Sféroidy maji také omezenou proliferacni
schopnost, kterd je zplisobend bunéénym délenim. [73] Sféroidy se pouZzivaji pro studium
bunécéné migrace na ECM [42] a nadorové sféroidy se vyuzivaji pro testovani 1ékt pied jejich
klinickou aplikaci. [85] Zdravé organoidy se nejvice vyuzivaji pro studium bakterie
Helicobacter pylori, kdy se do zdravych organoidli vpravuji bakterie pomoci mikroinjekce
a sleduje se reakce lidského organoidu na bakterii. [72] Kultivace nddorovych organoidii ma
zasadni vyznam v oblasti onkologického vyzkumu, a to pfi vyvoji individualni imunoterapie
a vyvoj novych l1é¢iv. [68] V blizké budoucnosti se vyviji moznost pouziti lidskych zalude¢nich
organoidil pro transplantace orgdnu. Potfeba transplantovanych organii ptibyva a z diivodu
rejekce S$tépl a nedostatku darci by organoidy byly nejvhodnéjsi autologni transplantacni
terapii. [79, 86] Nevyhodou je velikost organoidi, které jsou v pruméru 2 az 3 mm, kdezto
zaludek je ve velikosti 10 cm x 30 cm. [79] Tento problém je zpisobeny tim, Ze soucasné
modely organoidli nemaji dobie vyvinuty vaskuldrni systém, a proto je nelze kultivovat ve vétsi
velikosti. Tudiz je snaha se podilet na vyvoji vaskularizace za G¢elem kultivovat organoidy

ve vetsi velikosti. [68]

Vsechny vytvofené modely organoida se shromazd’uji pro ucelné studie v mezinarodni
bunécné bance. V této bance jsou ulozeny primarni buniky izolované od pacientskych darct

a zavedené bunécné kultury. [42]
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ZAVER

Cilem kultivace lidskych bunék je vytvoreni co nejptesnéjSich lidskych zdravych
a nadorovych modelt in vitro, které by znazoriovaly lidskou tkan a nadorové mikroprostredi
in vivo. Existuji rizné studie, jak postupovat pii zpracovani lidské tkéané¢ a pii jakych
kultivacnich podminkach mohou proliferovat. Béhem nékolika vyzkumnych studii se podatilo
vytvofit organoidy z kmenovych bunék za tcelem vzniku dlouhodobé 3D bunécéné kultury,

ktera by proliferovala déle nez 1 rok.

Z hlediska vysoké umrtnosti na rakovinu Zaludku jsou organoidy potiebné pro odhaleni
genetickych pfic¢in, pochopeni mechanismu, piedchazeni a v€asnému rozpoznani rakoviny.
K tomu slouzi i organoidy, které jsou vytvofeny izolaci od konkrétnich pacienti za ucelem

nastaveni individudlni terapie a zaroven k optimalizaci pribéhu 1éCby.

Tvorba organoidl je finanéné i ¢asové narocnd, ale diky nim se ziskdvaji potfebné
informace o fyziologickych a nadorovych zaludecnich mechanismech. V blizké budoucnosti
by se mély provadét dalsi vyzkumné studie organoidi za ucelem vyvijeni jesté presnéjSich

modelid orgdnu, modeld rakoviny a také pro transplantaci organu.
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