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Souhrn

Ackoliv uspésnost Iécby nadorovych onemocnéni se kazdoroc¢né zvysuje, rezistence k Ié¢ivim
je nadale hlavni pric¢ina umrti pacientl s rakovinou. Pocatecnilécba casto zanechava, zbytkové”
(rezidudlni) onemocnéni, které vede k opétovnému rozvoji nadoru, pfipadné ke ztraté jeho
citlivosti k pouzité Ié¢bé. Vznik rezidualniho onemocnéni je ovlivnén piitomnosti nadorovych
kmenovych bunék (CSCs). Jedna se o malou populaci bunék schopnych sebeobnovy a diferen-
ciace. Predpoklada se, Ze tyto bunky jsou odpovédné za vznik, rlist, metastazovani a udrzeni
nadoru a také za jeho lékovou rezistenci. V posledni dobé je velkd pozornost vénovéana vyvoji
terapii zamérenych na eliminaci CSCs a na identifikaci klicovych molekul zapojenych do kon-
troly vlastnosti charakteristickych pro populaci CSCs. Tento ¢lanek shrnuje zdkladni poznatky
o mechanizmech |ékové rezistence ve vztahu k populaci nadorovych kmenovych bunék.
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Summary

Although the success of anticancer treatments has been increasing annually, drug resistance
remains the dominant cause of death of cancer patients. Initial therapy often leaves residual
disease that leads to repeated tumor development or to loss of its sensitivity to available the-
rapy. One reason of residual disease formation is the presence of cancer stem cells (CSCs). CSCs
have been identified as a small population of cells that is capable of self-renewal and differen-
tiation. It is supposed that these cells are responsible for cancer initiation, progression, me-
tastasis, recurrence and drug resistance. Over the past years, much attention has been paid to
development of CSCs-related therapies and to identification of key molecules involved in cont-
rolling the specific properties of CSCs populations. This article reviews the basic mechanisms of
drug resistance in relation to cancer stem cells.
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MECHANIZMY LEKOVE REZISTENCE A NADOROVE KMENOVE BUNKY

Uvod
Rezistence nadord k dostupné lécbé
(chemorezistence) je jedna z hlavnich
pficin amrti pacientl s rakovinou. Vét-
sinou se chemorezistence vyviji ve dvou
krocich. Nejprve nador odpovidad na
[é¢bu, ale ne viechny bunky jsou zni-
ceny. Tyto rezistentni buriky mohou poté
dat vznik sekundarnim nadordm, které
jiz neodpovidaji na terapii. Na odolnosti
bunék vici |é¢bé se podili mnoho fak-
tord, jako je snizené vstiebdvani léciv
nebo naopak jejich zvyseny vydej, de-
toxikace, zvySend intenzita oprav DNA
¢i deregulace drah programované smrti
bunék [1,2]. Pricinou chemorezistence
u pevnych nadord muize byt i Spatny pfi-
sun lé¢iv z davodu slabé vaskularizace
nadoru ¢i nepropustnosti okolni tkané.
Uvedené mechanizmy |ékové rezistence
se shoduji s plivodnimi nebo ziskanymi
vlastnostmi charakteristickymi pro na-
dorové kmenové bunky (cancer stem
cells — CSCs): stagnace, specifickd mor-
fologie, zvysend produkce antiapopto-
tickych protein(, transmembranovych
pfenasecl ¢i detoxikacnich enzymd.
Predpoklada se, ze pravé tyto buriky od-
povidaji za Iékovou rezistenci, metasta-
zovani a recidivu nékterych nador(.
Soucasné strategie lé¢by proto zahr-
nuji nejen prekonavani fyzickych ba-
riér a mechanizm l1ékové rezistence na-
dor(, ale také se soustieduji na cilené
potlaceni CSCs, aby se zabréanilo ndvratu
onemocnéni [3].
Nejcastéjsi mechanizmy lékové
rezistence
Mikroprostredi nadort (nika)
Nador je vysoce komplexni tkan, kde
jsou vlastni nddorové bunky vétsinou
v mensiné a koexistuji s rdznymi typy
bunék v prostredi, které se vyznamné
lisi od normalni tkdné. Naddorové bunky
jsou silné provazéany s okolnim prostie-
dim, jez jim predava a poskytuje onko-
genni signaly podporujici nddorovou
progresi [4]. Soucasti niky jsou stromalni
bunky, buiiky imunitniho systému, en-
dotelidIni bunky ¢i pericyty. Pfevladajici
stromalni buriky jsou fibroblasty, které
uvolnuji do prostfedi komponenty extra-
celuldrni matrix, enzymy, ristové faktory,
cytosiny a latky stimulujici rdst nddoru,
angiogenezi a infiltraci bunék imunit-

niho systému [5,6]. Infiltrace imunitnich
bunék je vyznamna pro nékteré typy na-
dord, jako adenokarcinom mlécné Zlazy
a slinivky. Tyto s nadorem spolupracujici
makrofagy uvolnuji rdstové faktory, che-
mokiny, cytosiny ¢i enzymy degradujici
matrix, které stimuluji angiogenzi [7],
rdst nadorovych bunék, invazivitu, pfiliv
pronadorovych imunitnich bunék a na-
opak blokuji aktivaci protinddorovych
T bunék [8]. Dal$im ptikladem jsou stro-
malni buriky v okoli kostni dfené nebo
sekundarnich lymfoidnich organ, jez
podporuji rlst, proliferaci a chemorezis-
tenci malignich B bunék a napomahaiji
tak prdbéhu onemocnéni [9]. Nadorové
bunky produkuji proteolytické enzymy,
zejména metaloproteindzy, které maji
pro-migracni a pro-angiogenni vlast-
nosti, aktivuji povrch bunék a faktory
vazici se na extracelularni matrix (ECM).
Prikladem je nadmérna produkce akti-
vovanych forem metaloproteindz u epi-
telu mlécné zlazy u mysi, jeZ narusuji
spojitost kostni dfené, ¢imz vznika reak-
tivni stroma a formuji se geneticky ne-
stabilni nadory mlé¢né zlazy [10]. Slo-
zeni a uspofddani ECM a stromalnich
komponent pfispiva k vyraznému gra-
dientu v koncentraci lék(, zvysuje me-
zibunécny tlak kapalin a dochazi k me-
tabolickym zménam, coz silné pfispiva
ke zvy3eni chemorezistence nddorovych
bunék [11]. Podobné pomaha prezivani
malignich bunék slabé kyselé pH cha-
rakteristické pro okoli pevnych nadord,
které snizuje prichod nékterych bazic-
kych chemoterapeutik difuzi pres plaz-
matickou membranu [12]. Nika obklo-
pujici nador tak vytvaii bariéru chranici
nador pred uc¢inkem 1ékd. Soucasné stu-
die ukazuji, Ze enzymatickym narusenim
stromatu v okoli nddord a odstranénim
jejich ochranné bariéry dochézi ke zvy-
Seni vaskularizace a zlep3$eni ucinnosti
protinadorové l1écby [3].

Chemorezistence navozena

bunéénou adhezi (CAM-DR)

Pro rast a preziti normalnich bunék je
nezbytnd adheze (pfilnavost) k povr-
chu, naopak u nadorovych bunék je
nutnd nezdvislost na jejich ukotveni.
Napf. ztrata B1-integrinu u nemalig-
nich bunék vede k jejich apoptoze, za-
timco u nadorovych bunék byva exprese

B1-integrinu zcela potla¢ena nebo na-
opak dramaticky zvysena. Adheze k ECM
pres B1-integriny u bunék mnohocet-
ného myelomu zvysuje rast nadoru
a jeho rezistenci k l1é¢iviim jako doxoru-
bicin a melfalan [13]. Zablokovani vazby
B1-integrinu k ECM a stromalnim bun-
kam dramaticky sniZzuje nddorové zati-
Zeni a zvysuje preziti u mysich modell
mnohocetného myelomu [14]. Podobné
inhibice B1-integrinu u xenograftd kar-
cinomu mlé¢né zlazy vede k vyznam-
nému zmenseni nadorl a zvyseni jejich
citlivosti k ozafovani [15]. Vazba nado-
rovych bunék k ECM a stromalnim buni-
kam pres B1-integriny ovliviiuje bunéc¢-
nou lokalizaci apoptotickych regulatort
a kontroluje priibéh bunécného cyklu
u hematologickych a epitelovych ma-
lignit [16]. Hazlehurst et al popsali,
Ze zéastava bunécného cyklu v G1 fazi
u bunék myelomu je zptsobena vazbou
B1-integrinu na fibronektin, ktera kore-
luje se zvySenou hladinou p27 a zvy-
Suje rezistenci bunék k etoposidu [17].
Vazba PB1-integrinu k ECM muze silné
ovlivnit proces rozpoznani a opravy po-
Skozené DNA, kdy adheze nadorovych
bunék k ECM urychluje a optimalizuje
opravy DNA po ozafovéni a zajistuje
tak stabilnéjsi genom a pfreziti bunék.
Komunikace bunék s EMC také ovliv-
nuji strukturu jejich jadra a usporadani
chromatinu [18,19].

Epitelialni-mezenchymalni pfeména

Vliv prostfedi nadoru se také podili na
procesu pfemény epitelidlni bunky na
mezenchymalni (EMT). Jedna se o pre-
chodnou zménu bunécného fenotypu,
kterd zahrnuje narGst fibroidni morfo-
logie, invazivity, odolnosti k apoptoze
a navyseni sekrece slozek extracelu-
l[arni matrix [20,21]. Postupné se roz-
volnuji mezibunécné spoje, reorgani-
zuje se cytoskelet, burika ztraci apikalni
polaritu a nakonec dochazi k jeji pre-
méné na burku s vietenovitou morfo-
logii [22]. Proces EMT u epitelu rdznych
organl je jednim z prvnich krokl pfi
vzniku nadoru [23], souvisi s progresi na-
doru, s metastazovanim a s pfitomnosti
nadorovych kmenovych bunék. Zvy-
$end hladina marker(i EMT je spojovéna
s vétsi agresivitou nador( a s jejich rezis-
tenci k rGznym protinddorovym latkam.
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Mechanizmus EMT neni znam, ale pred-
poklada se, Zze dochézi k masivnimu,,pre-
programovani” genové exprese bunék
a k ziskani novych vlastnosti souviseji-
cich s rezistenci k 1é¢iviim [24]. EMT je
pravdépodobné indukovéna signaly
z okolniho stromatu. Na jeji regulaci se
podileji rlstové faktory jako HGF (hepa-
tocyte growth factor), PDGF (platelet-de-
rived growth factor), TGFf (transforming
growth factor beta), Slug a negativni re-
gulatory ZEBT, 2 (zinc finger E-box bin-
ding homeobox 1, 2) ¢i miR-200 [23].
EMT je také spojena se zvySenou expresi
transmembranovych prenasecli a se
zménou v opravnych mechanizmech
DNA [25].

Hypoxie

Hypoxie je jednim ze znak( prostredi
obklopujiciho pevny nador a je zpu-
sobena nerovnovdhou mezi pfijmem
a spotiebou kysliku. Pfitomnost hypoxie
u pevnych nadorl je spojovana s jejich
rezistenci k radioterapii a chemoterapii,
s vyssim nadorovym potencidlem bunék
a horsi prognézou onemocnéni [26].
Hlavnimi reguldtory bunécné adaptace
k nedostatku kysliku jsou HIFs (hypoxia
inducible factors). Tyto transkripéni fak-
tory aktivuji geny, které zabranuji bu-
nécné diferenciaci, podporuji formovani
cév, reguluji glykolyzu, spotfebu kysliku,
apoptézu, migraci a metastazovani [27].
HIFs aktivuji enzymy pro opravu dvoufe-
tézcovych zlom( DNA a podporuji vznik
rezistence bunék k latkdm poskozujicim
DNA. Navic hypoxie reguluje i angioge-
nezi, jednu z hnacich il pfi vyvojinadoru.
Hladina HIFs je regulovana koncentraci
kysliku v burice. Pokud je hladina kys-
liku nizka, dochazi ke stabilizaci HIFs,
jejich translokaci do jadra a k aktivaci
cilovych genl. Exprese HIFs byla zazna-
menana u mnoha typd nador( a je spo-
jena se Spatnou prognézou a odpovédi
na lé¢bu. Preklinické studie potvrdily, ze
terapie zasahujici HIFs (siRNA, inhibitory
topoizomeraz) pomahaji prekondvat 1é-
kovou rezistenci [28,29].

Transmembranové pumpy

Transmembranové pumpy jsou pro-
teiny zajistujici transport sirokého spek-
tra latek pres extra- i intraceluldrni
membrany za soucasné hydrolyzy ATP

(adenosine triphosphate) [30]. Velké
mnozstvi téchto transportérl je zahr-
nuto do rodiny prenasec(l vazajicich ATP
(ABC prenasece). Tyto proteiny hraji dd-
leZitou ulohu v adsorpci, distribuci a eli-
minaci lé¢iv a nadmérna exprese né-
kterych z nich vede ke vzniku lékové
rezistence. Mezi nejcastéji diskutované
proteiny pfispivajici k chemorezistenci
patii P-gp (P-glycoprotein), MRP1, 2
(the multidrug resistance protein 1, 2)
a BCRP (breast cancer resistance pro-
tein). Zvysend produkce téchto protein(
vede k rychlejSimu exportu toxickych
latek z bunky a ke snizeni intracelularni
akumulace léciv. Zplsobuji odolnost
bunék k latkam jako taxany, antracyk-
liny, epipodophyllotoxiny, metotrexat,
analogy nukleotidl nebo alkyla¢ni
latky [31,32].

Zablokovani programované

bunécné smrti

U¢inek mnoha protinddorovych lé¢&iv
je zalozen na aktivaci programované
buné¢né smrti (apoptdza). Nadorové
buriky, které maji tyto proapoptotické
signdlni drahy poskozené nebo zablo-
kované, jsou odolnéjsi vici témto lat-
kdm a ziskavaji ¢as na opravu posko-
zené DNA a dalSich buné¢nych struktur.
Mechanizmy rezistence k apoptdze za-
hrnuji: 1. porudeni rovnovahy mezi pro-
a anti-apoptotickymi proteiny, 2. snizeni
funkce kaspéz a 3. poruchy signélnich
drah receptor( smrti.

1. Proces apoptézy muze byt naru-
Sen nadmérnou produkci anti-apopto-
tickych gend (BCL2, BCL-X,, MCL-1), snize-
nim produkce pro-apoptotickych gent
(BAX, PUMA, NOXA), poskozenim p53 i
apoptotickych signalnich drah, dere-
gulaci inhibitort apoptézy (IAPs-NAIP,
c-IAP1, c-IAP2, X-linked IAP, Survivin,
Apollon, Livin) nebo proteinl fidicich
bunécnou odpovéd na stresové stimuly
(heat shock proteiny — HSPs).

Nadmérna exprese Bcl-2 je velmi ¢asto
spojena se $patnou prognézou onemoc-
néni a odolnosti vi¢i chemoterapii a ra-
dioterapii. Vysoka produkce Bcl-2 mUlze
byt zplsobena translokaci chromozomu
t(14, 18), amplifikaci genu BCL2 nebo
deleci chromozomu, kterd ma za nésle-
dek ztratu miRNA specifickou pro BCL2.
Vedle nadmérné produkce anti-apopto-

tickych protein(i nadorové buriky odola-
vaji apoptoze potlacenim exprese nebo
mutaci pro-apoptotickych gend. P¥ici-
nou mUze byt ztrata funkce nadorovych
supresor(l jako p53 a tim sniZzeni exprese
jejich cilovych gentl a inaktivace apopto-
tickych signalnich drah [33].

IAPs jsou endogenniinhibitory kaspéz,
které vazbou na aktivni misto kaspazy
iniciuji jeji degradaci nebo bréani vazbé
se substratem a blokuji spusténi apop-
tézy. Nadmérna produkce IAPs byla za-
znamendna u mnoha typd nadorovych
onemocnéni a byva spjata se zvyse-
nou odolnosti onemocnéni k chemo-
terapii a k podminkdm vyvolavajicim
apoptoézu [34].

HSPs— jsou produkovany jako odpo-
véd na stres a zvysSuji odolnost buriky
vUdi stresovym podminkdm. Za normal-
nich podminek zajistuji HSPs v burice
mnoho rdznych funkci véetné fizeni ak-
tivity enzym0 zménou jejich konfor-
mace, spravné sbalovani proteind pfi
translaci, regulaci tvorby proteinovych
komplext, kontrolu degradace proteint
a jejich prenos pfes membrény organel.
HSPs mohou interagovat s komponen-
tami signalnich drah vedoucich k apo-
ptéze, zabranuji tak smrti bunék a umoz-
nuji jejich preziti a proliferaci. Inhibice
apoptoézy probihd na tfech drovnich:
1. modulaci signalnich drah spoustéji-
cich apoptozu, 2. kontrolou uvolriovani
apoptotickych molekul a 3. blokovanim
pozdnich fazi apoptdzy. Zvysena hla-
dina HSP byla identifikovdna u mnoha
lidskych malignit a je spojovéna s jejich
odolnosti vic¢i apoptéze indukované
chemoterapeutiky [35].

2. Kaspdzy patfi k hlavnim proteintiim,
které spoustéji a dokoncuji apoptozu.
Jejich poskozeni nebo zména funkce
vede ke sniZzeni apoptézy a néasledné
karcinogenezi.

3. Receptory smrti (DRs, Fas TRAILs)
a jejich ligandy patfi mezi vnéjsich ini-
cidtory apoptézy. Pfes doménu smrti ak-
tivuji pfislusné signalni drahy vedouci
k apoptoze. U rlznych typa nadord
byla popsadna snizend exprese recep-
tord smrti, poruchy jejich funkce nebo
nadmeérna exprese analogud receptort
smrti (decoy receptor(l), jez vazi stejné
ligandy, ale nespousti signdlni apopto-
tické drahy [36].
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Vliv bunécného cyklu

na chemorezistenci

Ucinek cytostatik je ovlivnén fazi bu-
né¢ného cyklu, ve kterém se zasazend
burika nachdzi. Léciva poskozujici DNA
postihuji primarné bunky v S-fazi bu-
né¢ného cyklu, zatimco vieténkové
jedy plsobi na bunky v mitéze. Buriky
v GO/G1 fazi buné¢ného cyklu jsou rela-
tivné rezistentni ke klasické cytotoxické
terapii [37]. Soucasné studie se zabyvaji
moznosti, ze nadory obsahuiji frakci,kli-
dovych” bunék, které se aktivné (ale re-
verzibilné) udrzuji v tomto stavu, kdy
snaze odolavaji 1é¢ivam.

Chemorezistence zprostiedkovana
epigenetickymi zménami
Je dlouhodobé zndmo, Zze nadorova
onemocnéni jsou spojena s rozsahlymi
epigenetickymi zménami, napf. exprese
nadorovych supresort mize byt potla-
¢ena metylacemi jejich promotor( [38].
Tyto zmény jsou reverzibilni a mohou
byt odstranény pouzitim latek demety-
lujicich DNA ¢i inhibitord histonacety-
ldz (HDAC) [39]. Pfikladem jsou buriky
nemalobunééného karcinomu plic (non
small cell lung cancer — NSCLC), u kte-
rych se po plsobeni inhibitord tyro-
zinkindz vytvofila mala frakce bunék
odolnd vici témto latkdm (drug tole-
rant persisters — DTPs). Tyto bunky, tvo-
fici 0,3—5 % celkové populace bunék, ne-
byly stabilné rezistentni. Pokud se DTPs
kultivovaly bez pfitomnosti inhibitord,
opét zacaly byt k témto latkdm citlivé.
Podrobna analyza zjistila velkou variabi-
litu v genové expresi, véetné zvyseni ex-
prese gent ovliviujicich chromatinové
modifikace jako histon H3K demetyldza
(KDM5A) nebo HDAC. Potlaceni funkce
KDM5A nebo plsobeni inhibitori HDAC
redukovalo pocet DTPs, coz naznacuje,
Ze za odolnost téchto bunék jsou zodpo-
védné modifikace chromatinu [40].
Nicméné aktivace uml¢enych gen( je
dvousecna zbran, nebot mize dojit za-
roven k aktivaci nezadoucich genl od-
povédnych za rezistenci ¢i za nddorovou
transformaci [41].

Rezistentni subpopulace bunék

U nédorovych onemocnéni s vysokym
prolifera¢nim indexem, jako jsou leuke-
mie ¢i lymfomy, byly zaznamenany sub-

populace bunék odolavajici vybranym
Iékdm. Napfiklad pfi [écbé chronické
myeloidni leukemie (chronic myeloge-
nous leukemia — CML) imatinibem (in-
hibitor tyrozinkinaz) byla identifikovana
mald populace leukemickych bunék se
substituci aminokyselin v genu pro ABL
kinazu, ktera chranila bunky pred inhi-
bi¢nim cinkem imatinibu [42]. Podobné
mutace byly zaznamendny i pfi pouziti
daldich inhibitor kindz [43]. Nékteré
nadorové bunky jsou navic schopny
blok v jedné signalni draze obejit akti-
vaci alternativni signalni drahy a elimi-
novat tak efekt |éc¢iva. Na podobném
principu funguji rezistence k latkam in-
hibujicim HER2 nebo B-RAF. Tento jev je
mozné piekonat podavanim inhibitord
kindz druhé ¢i tieti generace [44]. Acko-
liv tento postup zaznamenava castecny
uspéch, je tu nékolik komplikaci. Jedna
z nich, zvlasté u leukemii a lymfomd, je
zablokovani programované bunécné
smrti [45] a také pfitomnost malé frakce
nadorovych ,kmenovych” bunék, které
se vyskytuji v klidovém stadiu a jsou re-
zistentnimi k Ié¢ivim. Pokud jsou tyto
bunky donuceny k proliferaci, napf. po-
moci interferonu-a, G-CSF nebo oxidem
arzenitym, stavaji se citlivymi k cytoto-
xickym latkam [46,47]. Nicméné i terapie
zalozend na tomto pfistupu vykazovala
nevyrovnané vysledky a nedokazala za-
branit ndvratu onemocnéni [48].

Nadorové kmenové bunky —
nador iniciujici bunky (CSCs)
Teorie nadorovych kmenovych bunék
byla formulovéna v roce 1997 pro akutni
myeloidni leukemii (AML) [49] a v roce
2003 byla rozsitena na pevné néadory,
pfesnéji na karcinom mlécné Zlazy [50].
Nyni jiz byly CSCs identifikovany v Siro-
kém spektru pevnych nadorl jako kar-
cinom plic [51], tlustého stfeva [52], pro-
staty [53], vaje¢nik( [54], mozku [55]
¢i u melanomu [56]. Nicméné se stéle
jedna o teorii kontroverzni, vyvolavajici
vasnivé diskuze [57,58].

Pfedpoklada se, ze podobné jako
u normalnich rostoucich tkani (kostni
dren, klize ci stfevni epitel) je i rGst a vyvoj
nadoru ,pohanén” malym mnozstvim
kmenovych bunék, charakterizovanych
jako ,nesmrtelné” pluripotentni burky
schopné sebeobnovy [59]. Tyto buriky

odpovidaji za iniciaci, vyvoj, metastazo-
vani a recidivu nadoru a jako jediné jsou
schopny vyvolat tvorbu nového nadoru
po preneseni do zvifeciho modelu. CSCs
tvofi 0,1-30 % nadoru podle jeho typu
a stadia onemocnéni [60]. Velka ¢ast na-
doru je naopak tvorfena rychle rostou-
cimi, pfipadné post-mitotickymi diferen-
covanymi bunkami, které vsak nejsou
schopny sebeobnovy a jejichZ pfinos je
z hlediska dlouhodobého udrzeni na-
doru nepatrny [58]. Byly formulovany
dva odlisné modely vysvétlujici riist na-
doru a jejich heterogenitu. Model nado-
rovych kmenovych bunék predpoklada,
Ze vsechny faze nadoru, jako iniciace,
progrese, metastazovani apod., jsou za-
vislé predevsim na kmenovych burikach.
Heterogenita a hierarchie mezi vSemi
bunkami nadoru je vysledkem asyme-
trického déleni CSCs. Tento model vidi
nador jako ptisné hierarchickou struk-
turu s unikatni skupinou bunék schop-
nych sebeobnovy na jejim vrcholu.
Vsechny ostatni buriky tvofici télo na-
doru jsou odvozené od CSCs a vznikaji
jejich diferenciaci [61]. Druhy, evolu¢ni
model, pfedpoklada, Zze viechny nado-
rové burky prispivaji k udrzeni nadoru,
i kdyz s rdznou intenzitou. Mezibunécné
rozdily jsou dany predevsim subklonal-
nimi rozdily, zpGsobenymi genetickymi
nebo epigenetickymi zménami béhem
vyvoje nadoru [62]. Ackoliv si oba mo-
dely vzajemné odporuji, nelze podle po-
slednich poznatkd ani jeden z nich vy-
loucit. Naopak se zd3, Ze se oba modely
prolinaji a vysledkem je druha, agresiv-
né&jsi populace CSCs [63].

| kdyz teorie nddorovych kmenovych
bunék ma své trhliny, ¢asto se pouziva
pro vysvétleni rezidudlniho onemoc-
néni. DGvodl pro toto tvrzeni je néko-
lik (obr. 1). Kmenové burky véetné CSCs
produkuji velké mnozstvi ABC trans-
membranovych pfenasecy, jako P-gp
a BCPR [64,65]. Populace bunék s vyso-
kym obsahem ABC pienasecl ma vétsi
maligni potencidl a je agresivnéjsi [66].
Pro CSCs stejné jako pro ostatni soma-
tické kmenové bunky je charakteristické
pomalé tempo déleni. Neni zcela zfejmé,
zda tato vlastnost je pficina nizsi citli-
vosti CSCs k chemoterapii, ale obecné
se predpokladd, Ze prispivd k odol-
nosti vUci cytotoxickym latkam [67,68].
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Obr. 1. Hlavni mechanizmy lékové rezis-
tence nadorovych kmenovych bunék.

CSCs také vykazuji vétsi odolnost k po-
Skozeni DNA, napft. ionizujicim zare-
nim [69,70] a ¢asto podléhaji EMT. Spojeni
mezi EMT a CSCs pak ¢asto souvisi s me-
tastazovanim. Pro CSCs je charakteristicka
aktivace nékterych antiapoptotickych sig-
nélnich drah. Nejvyznamnéjsi jsou:

1. PI3K/PTEN/AKT/mTOR - aktivace
AKT je nezbytnd pro bunécnou trans-
formaci a vznik nadoru, byla pozoro-
vana napf. u bunécné transformace
zprostiedkované v-Abl u leukemii [71].
Podobné i PTEN a mTOR hraji ulohu
pfi udrzeni leukemickych kmenovych
bunék. Mutace nebo umlceni exprese
PTEN byly pozorovany u riznych typl
onkologickych onemocnéni, jako ALL
(akutni lymfoblastickd leukemie), kar-
cinom prostaty, melanom, glioblastom
a karcinom délohy [72].

2. JAK/STAT signalni drdha je zapojena
od iniciace nadoru. Chyby v této draze
byly identifikovany zejména u rliznych
typU leukemii. JAK/STAT signéini drdha
je negativné regulovéna rodinou SOCS
proteind. Inhibice téchto proteind napf.
fosforylaci Bcr-Abl u CML vede k na-
sledné bunécné transformaci [73].

3. NF-kB - tento transkrip¢ni faktor re-
guluje expresi mnoha gent podilejicich
se na bunécnych odpovédich na rGzné
podnéty, jako je plsobeni cytokinG, mi-
krob(, volnych radikall ¢i ultrafialového
zafeni [74], a také ovliviiuje expresi né-
kterych antiapoptotickych gen( (bcl-2,
bcl-xL, survivin apod.). Poskozeni sig-

ndlni drahy NF-kB vede k vyvoji nadoru
a jeho progresi, chemorezistenci, k chro-
nickym zdnétdm ¢i autoimunitnimu
onemocnéni [75,76].

4. Wnt/B-catenin, Hedgehog a Notch
signdlni dréhy hraji zasadni roli v ucho-
vani populace CSCs. Draha Notch ovliv-
fnuje proces sebeobnovy bunék a je
nezbytnd pro zachovani specifické bu-
nécné linie pfi diferenciaci normalnich
bunék mlécné Zlazy [77]. U pankreatic-
kych nadorovych bunék rezistentnich
ke gemcitabinu bylo prokazano spojeni
signalni drahy Notch s metastazovanim
a EMT [78]. Potlaceni signalizace Notch
pomoci siRNA vedlo ¢astecné ke zvra-
ceni EMT a k zabranéni vzniku rezistence
ke gemcitabinu [79]. Poruchy regulace
signalni drahy receptoru Hedgehog (Hh)
jsou kritickym faktorem pfi |é¢bé one-
mocnéni a léky zamérfené na tuto drdhu
vykazuji slibné vysledky v klinickych stu-
diich [80]. Aktivni draha Hh byla identi-
fikovana u leukemii, zejména u primar-
nich leukemickych bunék s fenotypem
CD34+. Monoklonalni protilatka anti-Hh
indukuje apoptézu u bunék akutni mye-
loidni leukemie rezistentnich k cytara-
binu [81]. Draha Wnt/B-catenin hraje
vyznamnou ulohu v embryogenezi
a podili se na zachovani a proliferaci nor-
malnich kmenovych bunék. Aktivovana
drédha Wnt/B-catenin byla identifikovana
u mnoha typl naddorovych onemocnéni,
jako je leukemie, karcinom tlustého
stieva, karcinom mléc¢né zlazy ¢i kaze,
kde navozuje Iékovou rezistenci [82,83].
U karcinomu tlustého streva studie pro-
kazaly mutace genu APC (adenomatous
polyposis coli), které vedou ke stabilizaci
-cateninu, nasledné aktivaci kaskady
signalni drahy Wnt a indukci epitelidlni
transformace bunék [84]. Snizeni akti-
vity drahy Wnt pomoci siRNA proti 3-ca-
teninu vedlo k efektivni inhibici pro-
liferace a lékové rezistence u bunék
nadorU plic [85]. Podobné zablokovani
Wnt drahy u bunék karcinomu tlustého
stfeva s expresi CD133+ snizilo jejich
odolnost k 5-fluorouracilu [79].

Antiapoptotické signalni drahy jsou
zapojeny do lékové rezistence zpro-
sttedkované CSCs. Specifické inhibi-
tory téchto drah, napt. siRNA, miRNA
apod., v kombinaci s daldimi léky
mohou predstavovat strategii pro pre-

konani Iékové rezistence nadorl a pro
eliminaci CSCs.

Terapie zaméfrené na nadorové
kmenové bunky

Dostupné metody radioterapie ¢i che-
moterapie nic¢i predevsim ,télo” nddoru
a Casto nezasahuji CSCs chranéné rlz-
nymi obrannymi mechanizmy. U né-
kterych typl nddorovych onemocnéni
(glioblastomy, karcinom mlécné zlazy,
karcinom tlustého stfeva) bylo pro-
kdzano, ze rezidudlni nadory po tera-
pii jsou obohaceny o bunky podobné
CSCs [58]. CSCs mohou byt snadno dete-
kovény pomoci povrchovych receptort
napf. kombinaci CD34+/CD38— u leuke-
mickych bunék nebo CD44+/CD24- pfi-
padné CD133+ u pevnych nador( [86].

Pokud jsou zékladem nadoru opravdu
kmenové bunky, je pravdépodobné, ze
rezidudlni onemocnéni se vyviji prave
z téchto rezistentnich CSCs (obr. 2).
Tyto druhotné tumory jsou vice ma-
ligni, rychle metastazuji a jsou odolné
vUci [ékdm pouzitym v prvni linii 1éCby.
Cilena terapie zasahujici CSCs je klicova
pro uspésnou lé¢bu malignich onemoc-
néni a mohla by pomoci predchazet re-
cidivé onemocnéni [87].

V soucasné dobé bylo vyvinuto néko-
lik rGznych terapeutickych systému za-
méfenych na zni¢eni CSCs, které vyka-
zuji slibné vysledky. MGzeme je rozdélit
do skupin podle jejich zaméreni na:

1. Povrchové markery CSCs

Vétsinou se jednd o protilatky proti
povrchovym markerdm nadorovych
bunék nebo jejich ligandy, (CD44,
CD133 apod.), zejména pak o monoklo-
nalni protilatky rozezndvajici CSCs. P¥i-
kladem je gemtuzumab ozogamicin,
humanizovana mysi monoklonalni pro-
tilatka anti-CD33 konjugovana s cytoto-
xickou latkou (kalicheamicinem) pou-
Zivana pfi 1é¢bé AML (akutni myeloidni
leukemie) [88].

2. Transmembranové pumpy

fizené ATP

Sledovani hladiny exprese ABC pfena-
se¢ll pomaha predikovat Uspésnost
chemoterapie a snizovat tak naklady
na neucinnou lécbu. Vétsina lé¢ebnych
metod zaméfenych na ABC pfenasece
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Obr. 2. Vznik a vyvoj reziduadlniho onemocnéni zalozeny na teorii nddorovych kmeno-
vych bunék.

sekunddrni (rezistentni)
nador

Rezistentni CSCs, které prezily pfedchozi chemoterapii ¢i ozafovani, mohou byt pfi¢inou
vzniku sekundarnich invazivnich nador(. CSCs vytvareji rezistentni mnohobunéc¢né ku-
lovité Utvary tzv. sféroidy. Bunky sféroidd mohou diferencovat do adherentni epitelialni
linie, kterd si zachovava fenotyp plvodniho nadoru, nebo mohou byt zodpovédné za
metastazovani nddoru. Pfi vyvoji metastdz podstatna ¢ast CSCs podléha EMT a formuje
sféroidy, které opousti nador, vstupuji do krevniho nebo lymfatického systému a ve vhod-
ném prostredi/nice vytvareji metastazy nebo nové nadory. Nadorové sféroidy mohou di-
ferencovat do rdznych typu bunék, véetné masivné rostoucich, které agresivné formuji

nové krevni cévy a krok po kroku davaji vznik nddorové tkani.

se je snazi obejit, neutralizovat nebo
jinak vyuzit a pfedejit tak vzniku rezis-
tence k Iékdm. Lécba s vyuzitim inhibi-
tor(i P-gp ¢i MRP-1 nebyla pfilis Uspésna,
proto bylo vyvinuto nékolik inhibi-
torll ¢i modulator( P-gp, které se testuji
v kombinaci s dalsimi protinddorovymi
Iéky [89,90]. Alternativni strategie se za-
méfuje na regulaci exprese ABC prena-
$ecU napf. inhibici signalizace prostred-
nictvim receptord Hedgehog nebo SMO
(smoothened) signalni drahy [91].

3. Ovlivnéni signalnich drah

Aktivni antiapoptotické drahy a soucasné
inaktivované proapoptotické drahy jsou
dal$im oblibenym cilem novych lé¢eb-
nych strategii. Byly vyvinuty monoklo-
ndlni protilatky zasahujici signdini drahy
Notch ¢i Wnt [92,93]. Malé molekuly p-
sobici jako antagonisté Hh ¢i inhibi-
tor SMO cyklopamin, inhibujici kaskadu
Hh, snizuji rlst, invazivitu a metastazo-
vani karcinomd mlé¢né Zlazy, prostaty,
slinivky ¢i mozku in vitro i in vivo [94,95].
Inhibice NF-kB zvysuje citlivost nadoro-
vych bunék k Iékdim. Kombinace doxo-
rubicinu ¢i paclitaxelu s inhibitory NF-«kB

Uspésné prekonava mnohocetnou léko-
vou rezistenci [96,97]. Slibné vysledky
v klinickych testech byly ziskdny pouzitim
nizkomolekuldrniho inhibitoru ABT-137
(inhibitor proteint Bcl-2 rodiny), ktery
zvysoval citlivost nddorovych bunék
k ozafovani a chemoterapii u mnohocet-
ného myelomu, lymfomu a malobuné¢-
ného karcinomu plic [98]. Podobné jsou
testovéany i inhibitory HSP, zejména in-
hibitory HSP90 jako geldamycin a jeho
derivaty.

4. Mikroprostiedi nadora
Zménou mikroprostiedi nador( a po-
$kozenim jejich ochranné bariéry mize
dojit k potlaceni ¢i prekonani Iékové re-
zistence. Pfikladem je redukce krevniho
fecisté u mysiho glioblastomu pomoci
bevacizumabu (inhibitor angiogeneze),
kdy dochdzi k naruseni mikroprostredi
nadoru a ke snizeni poctu nadorovych
kmenovych bunék [99]. Podobné pU-
sobi i kombinace protildtky anti-VEGF
(vascular endothelial growth factor)
a cyklofosfamidu [100].

Dalsim prikladem je vazba SDF-1 (stro-
mal cell-derived factor-1), produkova-

nym stromalnimi burikami, na recep-
tor CXCR4 (chemokine receptor type 4)
na povrchu leukemickych bunék. Touto
vazbou se leukemické bunky dosta-
vaji do tésného kontaktu se stromal-
nimi bunkami kostni dfené, soucasné
se aktivuje jejich rlst a zvysuje se jejich
odolnost k Ié¢bé. Pfi aplikaci CXCR4 an-
tagonistQ, jako je Plerixafor, dochazi
k rozpadu vazby CDF-1/CXCR4, leuke-
mické bunky se presouvaji mimo kostni
dren a stavaji se citlivéjsi k cytotoxickym
[ékam [9].

K cilenému transportu léciv Ize také
vyuzit mirné kyselé pH prostfedi obklo-
pujici pevné nadory. Latky citlivé na ur-
¢ité pH konjugované s transportnimi
molekulami a lé¢ivem mohou rychle
a presné dopravit Iék na misto s danym
pH a podstatné zvysit jeho Ucinek [101].

Zaveér

Stdle se objevuji nové dikazy o existenci
CSCs u rtznych typ malignit a o jejich
schopnosti sebeobnovy a diferenciace,
jez jsou nezbytné pro vznik, rast, udr-
Zeni a metastazovani nadord. Metody
identifikace a izolace CSCs pomoci nové
objevenych markerQ se neustéle zlep-
Suji a pozornost je nyni vénovana vyvoji
terapii zamérenych na CSCs. Lze pred-
pokladat, ze komplexni strategie l1é¢by
bude dosahovat lepsich vysledk. Prikla-
dem je vyvoj nanodéstic konjugovanych
se Ctyfmi typy latek: 1. ligandy rozpo-
znavajici specificky CSCs, 2. cytotoxické
protinddorové latky zasahujici CSCs,
3. latky prekonavajici Iékovou rezis-
tenci a 4. latky usnadnujici diagnostiku
nadoru. Kombinace téchto slozek by
méla dosdhnout specifického protina-
dorového efektu s minimem vedlej-
Sich Gcink{. Navic tento pristup umozni
lokalizaci priméarniho naddoru i jeho
metastaz.

Rozsitujici se poznatky o nadorovych
kmenovych bunkach ukazuji dalsi smér
v boji s malignitami. Nicméné nalezeni
strategie vyuzivajici unikatnich vlast-
nosti CSCs vyzaduje dal3i vyzkum a spo-
lupraci napfi¢ védnimi obory.
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