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Souhrn

Tumorogeneze je vzdy doprovazena zménami v mikroprostiedi pfislusné tkané. Nadorové mi-
kroprostredi predstavuje heterogenni komplex, ktery Sirokou skélou vnéjsich podnétl kontro-
luje bunécnou proliferaci, diferenciaci, nekrézu nebo apoptézu a miize vést k vyvoji agresivniho
fenotypu bunék nadoru. Vliv nddorového mikroprostredi je také ¢asto spojovan s rezistenci
k bézné pouzivanym lé¢ebnym postuptm. Specifika nadorového prostiedi jsou tésné spojena
se strukturnimi i funk¢nimi abnormalitami cévni sité v nadoru, stejné jako se zménami v bunéc¢-
ném metabolizmu. Pro nadorové tkéné je typické zejména zvyseni podilu glykolyzy, zvyseny
pfijem glukozy, produkce laktatu a CO,, rovnéz jako pfitomnost hypoxickych oblasti a oblasti
se snizenym pH. V soucasné dobé existuje mnozstvi metod vhodnych pro in vitro simulaci a vy-
zkum nékterych z téchto podminek a mnozstvi novych metod se nadale vyviji. Blizsi poznani
specifik nddorového mikroprostredi tak bude stéle vice ovliviiovat vyvoj novych lécebnych
prostiedkd pro nadorova onemocnéni u ¢lovéka.
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Summary

Tumorigenesis is always accompanied by alterations of the microenvironment in the respective
tissue. The tumor microenvironment represents a heterogeneous complex, in which cell pro-
liferation, differentiation, necrosis or apoptosis are regulated by various extracellular stimuli,
and it can also lead to development of an aggressive phenotype of tumor cells. Influence of
tumor microenvironment is also often connected with resistance to frequently used thera-
peutic procedures. Specifics of the tumor microenvironment are closely associated with the
structural and functional abnormalities of tumor microvessels and altered cellular metabo-
lism. Moreover, changes such as increase in glycolysis, elevated glucose uptake, production of
lactate and CO,, and presence of hypoxic regions and regions with acidic pH are typical features
of tumor tissues. At present, there is a lot of methods for in vitro simulation and investigation of
some of these specific conditions, and a number of new methods are being developed. A detai-
led understanding of the specifics of the tumor microenvironment should increasingly improve
the development of new treatment possibilities of human cancers.
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Specifika nadorového
mikroprostiredi

Plvodni redukcionisticky pohled na bio-
logii solidnich nadord predpokladal, ze
nadorové onemocnéni vznikd pouze
v dlsledku mutaci, které nasledné zpu-
sobuji progresi nddoru. Podle této teo-
rie nddorova masa, v jejichz burikach se
kumuluji mutace, existuje viceméné izo-
lované a s okolnim prostfedim ve tkani
komunikuje jen minimalné. Soucasné
pojeti vychazi ze skutecnosti, Ze tkan na-
doru je tvofena burikami transformova-
nymi i burikami nenadorovymi, coZ jsou
zejména bunky stromalni nebo buriky
imunitniho systému. Tato tkan pfijima
mnozstvi signald ze svého okoli, které
v kone¢ném dusledku rozhoduji o me-
tabolizmu, rGstu a prezivani nadorové
transformovanych bunék [1,2].

Zatimco pfimé vzajemné interakce na-
dorové transformovanych bunék s bun-
kami netransformovanymi Ize v soucas-
nosti v systémech in vitro zkoumat jen
obtizné, pfi kultivaci nddorovych bunék
je mozné vyuzit Uprav kultiva¢niho pro-
stiedi tak, aby co nejvice odpovidalo
podminkdm uvnitf nddorové tkané.
V praxi to znamend zejména nizsi obsah
kysliku a glukézy v kultivaénim pro-
stiedi, protoze nekontrolovany rudst na-
dorové masy vieobecné vede k nedosta-
te¢nému zasobeni jednotlivych bunék
kyslikem a Zivinami. Soucasné se jedna
o snizené pH kultiva¢niho média, coz
odpovida podminkdm v nddorové tkani,
kde je pokles pH zplsoben hromadénim
odpadnich produktd buné¢ného meta-
bolizmu a CO, [3]. Buriky nadorové tkané
in vivo se s témito problémy vyrovnavaji
pomoci specifickych zmén metabolizmu
a stimulaci neoangiogeneze [4].

Oprotinormalné diferencovanym bun-
kam, které pro ziskani energie potiebné
k buné¢nému metabolizmu upfednost-
nuji mitochondridlni oxidativni fosfory-
laci, vétSina nadorovych bunék prechazi
i za pfitomnosti kysliku na glykolyzu -
tento fenomén se oznacuje jako Warbur-
gulv efekt [5]. Aerobni glykolyza ovsem
predstavuje ve srovnani s oxidativni fos-
forylaci pomérné neefektivni cestu, jak
energii ve formé ATP vyprodukovat.
Proto se neustale diskutuje o tom, jaké
dalsi vyhody muize vyuzivani aerobni
glykolyzy nadorovym bunkam posky-

tovat. V soucasné dobé se ma za to, ze
meziprodukty glykolyzy jsou dulezité
pro biosyntetické procesy, které jsou ne-
zbytné pfi rychlé proliferaci nddorovych
bunék [1,6,7]. Navic produkce a hroma-
déni laktatu prispiva k agresivnimu cho-
vani nddoru. Ukazalo se, Ze tvorba a aku-
mulace laktatu narusuje metabolizmus
T lymfocytl a tim brani nddorovou tkan
pfed imunitnim systémem. Laktat také
funguje jako antioxidant a pfispiva tak
k rezistenci vici lé¢ebnym postuplm,
které vyuzivaji indukci reaktivnich kys-
likovych radikall (reactive oxygen spe-
cies — ROS). Produkce laktatu déle in-
dukuje degradaci extraceluldrni matrix
a usnadnuje tak migraci nadorovych
bunék. Je také zndmo, Ze laktét je scho-
pen indukovat angiogenezi [8-11].
Cévni zasobeni nddorové tkané se vy-
znacuje typickou chaotickou architektu-
rou, postrada lymfatické cévy a kromé ji-
ného je také ¢asto pficinou vyssiho tlaku
v nddorové tkani [12]. Neoangiogeneze
tedy problémy v zdsobovani nddorové
tkdné fesi jen caste¢né a chaoticka ar-
chitektura v kombinaci s relativné cas-
tymi prestavbami cévniho fecisté pfi-
spivé k heterogenité naddorové tkané.
Pro nddorové mikroprostredi jsou cha-
rakteristické vlastnosti hypoxie, extra-
celuldrni acidéza a nedostatek glukézy,
k nimz dochazi pravé v disledku nedo-
state¢ného cévniho zésobeni. | z hle-
diska téchto podminek je vsak nddorova
tkan znacné heterogenni a jednotlivé
oblasti nddoru se v uvedenych parame-
trech mohou navzéajem znacné lisit [13].

Méfeni parametr mikroprostiedi
v podminkach in vivo

V minulosti bylo pH nadorové tkané
v podminkach in vivo méfeno pomoci
sklenénych nebo ocelovych mikroelek-
trod, nevyhodou téchto pfistupl vsak
byla jejich invazivita [14]. V soucasnosti
jsou proto upfednostriovany neinvazivni
metody, zejména pozitronova emisni to-
mografie (PET), magnetickd rezonance
(MRI), poptipadé optické méfeni s vyuzi-
timfluorescencnéznacenych sond[14,15].
Obdobné tomu je i u méfeni parcidlniho
tlaku kysliku, kdy se misto jehlovych elek-
trod [16] dnes vyuzivaji metody PET a MRI
v kombinaci s exogennimi, popf. endo-
gennimi markery. Jako exogenni markery

jsou uzivany nitroZilné nebo i ordlné apli-
kované znacené nitroaromatické slouce-
niny. O nich je zndmo, Ze v burkach do-
chazi k redukci jejich nitro-skupin na
amino-skupiny, coz je proces sice bézny,
ovsem za nepfitomnosti kysliku nevratny.
Jako endogenni markery slouzi proteiny,
jejich exprese je spojena s pfitomnosti
nebo nepritomnosti kysliku a Ize je dete-
kovat napf. v plazmé, krvi nebo imuno-
histochemicky v nddorové tkéni ziskané
biopsii [17,18]. Pomoci PET a MR, nejcas-
téji s vyuzitim znacenych analogt pfislus-
nych sloucenin, se také stanovuje meta-
bolicka spotfeba glukézy, aminokyselin
nebo lipid v nddorové tkani [19,20].

Zmeény obsahu kysliku

v nadorové tkani

V lidskych organech se koncentrace kys-
liku vyznamné lisi mezi jednotlivymi
tkanémi. V dobfe prokrvenych orga-
nech (napt. jatra, ledviny, srdce) se kon-
centrace kysliku pohybuje v rozmezi
4-14 %. Oproti tomu v relativné malo
prokrvenych orgénech, kam patfi mozek
(0,5-7 %), oko (1-5 %) ¢i kostni dren
(0-4 %), jsou hodnoty nizsi [21]. Hodno-
ceni, kdy se v nddorovém mikroprostredi
jiz jednd o hypoxii, je tedy tieba vzdy po-
méfovat k okolni tkani.

Hypoxie je jednim z nejtypictéj-
Sich jevl charakterizujicich nadorovou
tkan. Asi polovina solidnich nador( bez
ohledu na velikost a jiné parametry ob-
sahuje hypoxické oblasti, které vznikaji
v dUsledku exponencialni proliferace na-
dorovych bunék v kombinaci se speci-
fickou strukturou cévniho fecisté [22].
Vzhledem k faktu, Ze kyslik je schopen ve
tkani difundovat pouze do vzdélenosti
kolem 100 pm, se béhem rlistu nadoru
neustéle zvysuje nerovnovaha mezi pfi-
sunem a spotiebou kysliku [23-25].

Hypoxie vyrazné ovliviiuje viechny me-
tabolické procesy v burice - a to nejen
zpUsob vyuzivani glukézy a s tim spo-
jeny vyse popsany Warburglv efekt, ale
je také pfi¢inou vyuzivani alternativnich
zdrojli energie, jako napf. aminokyse-
liny glutaminu [5]. DalS$im metabolickym
procesem, ktery je spojovan s hypo-
xii, je de novo syntéza mastnych kyselin.
Ta se u vétsiny nenadorovych bunék vy-
skytuje jen ojedinéle [26]. To je pro buriky
nadoru jedna z moznosti, jak ovliviiovat
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redoxni rovnovahu porusenou zvysenou
glykolyzou [27]. V pfipadé vy3si exprese
syntazy mastnych kyselin byla zjisténa
korelace s agresivitou nadorového feno-
typu [28]. Hypoxie také indukuje nebo
naopak potlacuje expresi mnoZzstvi gend,
které hraji dulezitou roli v procesech an-
giogeneze, nddorové progrese, metastazo-
vani nebo pfi produkci glykolytickych en-
zym(, rdstovych faktorG a transkripnich
faktor(. Velmi casto se tak déje prostied-
nictvim transkripcniho faktoru HIF-1a [29].
Jiz dlouho je také zndmo, Ze hypoxické na-
dorové buriky jsou 3-5krat rezistentnéjsi
k ionizujicimu zéfeni v porovnani's normo-
xii. To souvisi se schopnosti kysliku vytvéret
nasledkem ionizujiciho zafeni ROS, které
poskozuji membrany bunék a mohou zpu-
sobovat i dvouretézcové zlomy v molekule
DNA. V hypoxickych podminkach tak neni
tvorba ROS pro efektivitu terapie dosta-
tecnd [30-32]. Stejnym zplisobem hypo-
xie zvysuje rezistenci k nékterym léciviim,
jako je cyklofosfamid, karboplatina nebo
melphalan [33].

Moznosti navozeni hypoxie

v podminkach in vitro

Pro experimentalni dosazeni kratkodo-
bého maximélniho anoxického efektu
je mozné pouzit smés plyni 95% N,/
/5% CO, a inkubaci ve fosfatovém pufru
s pridavkem EC Oxyrase, coZ je bio-
katalytické agens redukujici zbytkovy
kyslik v inkubaénim roztoku [34,35]. Nej-
Castéjsi zpUsob, jak v laboratofi zajistit hy-
poxické podminky, je vyuziti hypoxické
komrky, popfipadé inkubatoru s moz-
nosti Upravy a monitorovani obsahu kys-
liku v kultiva¢ni atmosfére. Inkubace pfi
hladinach kritické hypoxie (1% O,) se
¢asto vyuzivaji pfi vyzkumu kmenovych
bunék, nebot hypoxie potlacuje diferen-
ciaci a je povazovana za vyznamnou vlast-
nost tzv. niche kmenovych bunék [21,36],
tedy specifického mikroprostiedi okolo
kmenovych bunék, které se podili na udr-
Zeni biologickych vlastnosti téchto bunék,
zejména schopnosti sebeobnovy [37,38].
Stejné tak je hypoxie studovana v souvis-
losti s hypotézou nadorovych kmenovych
bunék a jejich mikroprostredi [39,40]. Tato
teorie predpoklada existenci urcité popu-
lace nddorovych bunék s nékterymi vlast-
nostmi bunék kmenovych. Tyto vlast-
nosti, jako je vlastni niche, nizsi frekvence

proliferace a naopak schopnost produko-
vat rychle se délici progenitorové burky,
cini tyto bunky casto rezistentni ke kon-
vencni terapii.

Zmény pH v nadorové tkani

Dalsi charakteristickou vlastnosti nado-
rové tkané je alkalické intracelularni pH
(pHi) s hodnotami v rozmezi 7,0-7,4 a ky-
selé extracelularni pH (pHe), jehoz hod-
noty dosahuji 6,2-7,0 [41]. U nenéadoro-
vych tkanf je tomu naopak — hodnoty pHi
se pohybuiji v intervalu 6,99-7,2 a hod-
noty pHe okolo 7,4 [42,43]. Acidifikace
nadorového mikroprostiedi je pfisuzo-
vana slabé rozvinuté cévni siti v nddo-
rové tkani a akumulaci kyseliny mlécné,
coz je produkt aerobni glykolyzy, v extra-
celuldrnim prostoru [44]. Dalsim vyznam-
nym zdrojem acidity v hypoxickém pro-
stfedi je CO, [13,45], ktery je pfeménovan
pomoci anhydrazy kyseliny uhli¢ité na
hydrogenuhlic¢itan a proton. Kyselé pHe
v okoli nddoru je spojeno s jeho progresi,
konkrétné se zvySenou produkci angio-
gennich faktort a protedz, s pozménénou
transkripci gen(ll a se zvySenim invazivity
nadoru [46]. Nizké pH a nahromadéna
kyselina mlécnd také ovliviuje imunitni
reakci organizmu, nebot T lymfocyty po-
dobné jako nadorové bunky uprednost-
nuji glykolyzu i za pfitomnosti kysliku
a prebyte¢né kyseliny mlé¢né se zbavuji
transportem do okoli diky koncentrac-
nimu gradientu. V nddorovém prostredi
je oviem tento gradient zablokovén a ky-
selina mlé¢nd uvnitf T lymfocytl narusuje
jejich metabolizmus a znemoziuje tak
jejich spravnou funkci [47]. Snizené pHe
také prispiva k nestabilité genomu, a to
hlavné kvuli poskozeni reparacnich me-
chanizmd. V podminkach in vitro se po-
tvrdilo, Ze bunky vystavené kyselému pH
a hypoxii vykazovaly niz3i schopnost re-
parace ve srovnani s burikami kultivova-
nymi v normoxickych podminkach. Pfi-
¢inou je inhibi¢ni pGsobeni nizkého pH
a nizkého pO, na reparacni systém N-ER
(nucleotide excision repair) [48]. Dalsi ge-
gennim pUsobenim kyselého pH, které
muze zpUsobit zZlomy DNA, vymény chro-
matid a prestavby chromozomu [49].
V nadorovém prostiedi se rovnéz casto
vyskytuji buriky s poruchou repara¢niho
systému MMR (DNA mismatch repair), jez

jsou nachylngjsi ke vzniku spontannich
mutaci. Ddvodem jejich zvyseného vy-
skytu je skutecnost, Ze bunky s touto po-
ruchou jsou rezistentni k apoptdze vyvo-
lané hypoxii nebo nizkym pH [46]. Kysely
charakter nddorového mikroprostredi je
spojovan také s rezistenci nadorovych
bunék k nékterym chemoterapeutikiim.
MUze za to fakt, Ze mnoZstvi chemotera-
peutik se do bunék dostava v neutralni
formé a diky pusobeni kyselého pH do-
chéazi k protonaci chemoterapeutic-
kych ¢inidel a tim ke znemoznéni jejich
prostupu pres cytoplazmatickou mem-
branu. Mezi takto ovlivnéna chemotera-
peutika patfi napf. vinkristin a doxorubi-
cin [44]. V nadorovém mikroprostiedi in
vivo je tedy jejich pfijem burikou snizen
a pacient se stava k danym Ié¢iviim rezis-
tentnim. V soucasnosti se proto vyuzivaji
rlizné pfistupy, jak takovéto Iékové rezis-
tence prekonat - patfi k nim napf. alka-
lizace nadorového mikroprostredi nebo
enkapsulace léciv do micel [25].

Moznosti navozeni zmén pH

v podminkach in vitro

Pro navozeni acidickych podminek se
v systémech in vitro vyuziva predevsim
upravené médium, v kterém jsou bunky
kultivovany za jinak standardnich pod-
minek. Do média se pfidava specificky
organicky pufrovaci systém, aby v kul-
tivacnich podminkach (37°C/5% CO,)
bylo udrzeno zaddané pH. Nejcastéji se
pH upravuje na hodnoty v rozmezi pHe
6,5-6,8 pomoci NaOH a HCI. Pro vyzkum
plsobeni alkalického prostfedi pouzivaji
rdzni autofi rozdilné hodnoty pH i od-
lisné pufry.

Popséno bylo napf. pouziti 15mM MES
(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)
a Bis-Tris pfi vyzkumech vlivu nizkého pH
na vznik chromozomadlnich aberaci [49,50];
25 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-pipe-
razineethanesulfonic acid) [48] a 25 mM
MOPS (4-morpholinepropanesulfonic
acid); 20 mM HEPES, 20 mM MES a 10 mM
tricinl [41] a také 25 mM NaHCO, [13].

Zmény koncentrace glukozy

v nadorové tkani

Specifickym rysem nadorového mikro-
prostiedi je glukézovy deficit. Zatimco
priimérna koncentrace glukézy v krvi se
typicky pohybuje okolo 1 220 nmol/g,

S50
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tj. asi 5,6 nmol/l, v nddorové tkani byly
zaznamenany hodnoty nékolikanasobné
nizsi [51,52]. Hlavni pfi¢ina tohoto defi-
citu je nedostatecné prokrveni nadorové
tkané zplsobené chaoticky fizenou an-
giogenezi. Dalsi pficina mize byt vyssi
spotfeba glukézy, ze které nadorové
bunky ziskavaji energii ¢astéji glykoly-
zou nez oxidativni fosforylaci, a proto
ji na stejné mnozstvi ziskané energie
spotrebuji vice. Zvysena spotieba glu-
kdézy ma i pfimou souvislost s hypoxii,
nebot nékteré enzymy dilezité pro gly-
kolyzu jsou regulovény transkripénim
faktorem HIF-1 [25]. Metabolizmus glu-
kézy a s nim spojené hromadéni lak-
tatu mGze mit nejen vliv na agresivni
chovani nadoru a pfipadnou lé¢bu, jak
bylo zminéno vyse, ale gluk6zova depri-
vace v kombinaci s hypoxii a nizkym pH
muze na progresi a expanzi nadoru pU-
sobit i bezprostfredné, protoze vétsina
bunék vznikajiciho nddoru neni schopna
se témto zménénym podminkam pfizpu-
sobit a typickym vysledkem je tak bud'in-
dukce nekrézy, nebo apoptdzy. Vyse zmi-
néné nadorové kmenové burnky oviem
mohou tuto selekci prezit a v kombi-
naci s rezistenci k 1é¢bé pak predstavuji
potencialni riziko recidivy onemocnéni.
Identifikace takovychto bunék a pocho-
peni specifik jejich biologickych vlast-
nosti otevird nové perspektivy v protina-
dorové terapii [25,53-55].

Moznosti navozeni zmén
koncentrace glukozy

v podminkach in vitro

Vliv snizené hladiny glukézy na nado-
rové transformované buriky je nejcastéji
studovén pomoci inkubace v bezgluké-
zovém médiu pouze s pfidavkem fetal-
niho teleciho séra (10-15 %) se sérovym
obsahem glukézy [56,57], nebo s prida-
nou glukézou v nizS§im mnozstvi, nez je
v béZném médiu s nizkym obsahem glu-
kézy (5 mM). Napriklad Raffaghello et
al [58] popisuji, Ze prostiedi se snizenym
mnozstvim glukdzy (2,5 mM) mize chra-
nit sav¢i bunky pred vysokymi davkami
oxidativniho poskozeni nebo pred puso-
benim chemoterapeutik. Dalsi moznosti
studia je vyuziti nékterych induktor
proteind regulovanych glukézou (GRP),
jako jsou napt. deoxyglukéza, glukosa-
min ¢i Calimycin A23187 [59].

3D kultivace

V posledni dobé se vyzkumu ndado-
rového mikroprostiedi in vitro otevi-
raji nové moznosti v podobé kultivaci
v 3D strukturdch. Vyhoda takovych kul-
tivaci je moznost simulovat nejen bio-
chemické faktory, ale zaroven i me-
chanické podnéty, u kterych bylo také
zjisténo, ze jejich modifikace mize mit
vliv na buné¢ny riist, migraci a invazivitu
stejné jako na proliferaci a apoptoézu [60].
Pochopitelné nejpfesnéjsi simulaci 3D
prostfedi je kultivace s vyuzitim kom-
pletnich organizmU nebo jejich embryi.
Mezi Uskali téchto pristupl ovsem patii
nemoznost presné definovat kultiva¢ni
prostiedi, nesnadné zobrazovani kulti-
vovanych bunék a také s témito pfistupy
spojené otazky ekonomické a etické.
V prostoru mezi 2D kultivacnimi modely
a vyuzitim kompletnich organizmu se tak
Ize setkat nejcastéji s kultivacemi formou
bunécnych sfér a nebo s rznymi modely
tkanového inzenyrstvi [61].

Tkanové inzenyrstvi bylo plvodné
rozvijeno ve snaze vyvinout funkéni na-
hrazky tkéni a orgént. To vedlo k vytvo-
feni 3D matric a leSeni, na ktera jsou v la-
boratofi nanaseny rlizné typy bunék za
pfitomnosti poZzadovanych rastovych
faktord [62]. LeSeni imituje podminky
podminky pfirozené se nachdazejici v ex-
tracelularni matrix, coz umoznuje bun-
kam nabyt pfirozeny tvar a zajistit pfiro-
zenou tkdnovou organizaci [63]. Tyto 3D
kultivace rychle zaujaly své misto ve vy-
zkumu, kde jsou vyuzivany predevsim
pro sledovani angiogennich a tumori-
gennich mechanizm nadoru [62].

Bunécné sféry jsou v porovnani
s tkdnovym inzenyrstvim jednoduché
3D modely, zaloZzené na schopnosti ad-
hrentnich bunék agregovat. Tyto mo-
dely nevyzaduji le3eni a mohou byt
jednoduse pozorovany mikroskopem.
Svoje uplatnéni nachazeji pfedevsim
v modelaci riistu solidnich nadord a stu-
diu schopnosti metastazovat [64]. Nevy-
hodou sfér je neschopnost transportu
latek a tak se diky hladovéni a toxicité
nahromadénych metaboliti ve sférach
vétsich nez 1 mm tvofi centra s odumre-
lymi burikami [63].

Problém s transportem latek, pfisu-
nem kysliku a Zivin v 3D kulturdch v sou-
Casnosti fesi bioreaktory. Tyto pfistroje

jsou integrovany s vyse uvedenymi 3D
modely a umozniuji pfesnou a reprodu-
kovatelnou kontrolu podminek pozado-
vanych pfi kultivaci, jako je teplota, pH,
stfedni pratok, hladina kysliku, pfivod
Zivin nebo odstranéni metabolitd [63].

Ackoliv maji pfistupy 3D kultivace
stale jeSté nékteré limity, oproti béznym
2D kultivacim v podminkach in vitro jsou
schopny poskytovat informace, které
mnohem lépe reflektuji specifika bio-
logie solidnich nador(, a to navic rych-
leji a levnéji v porovnani se zvirecimi
modely.
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