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Abstrakt

Uvod: Karciném pltc patri' v sticasnosti medzi maligne ocho-
renia s najvyssou mortalitou u nds aj vo svete. Preto je dolezi-
té venovat pozornost nielen skorej diagnostike, ale aj in vitro
vyskumnym aktivitdm zameranym na odhalovanie novych
Specifickych markerov a terapeutickych cielov. Karbonicka
anhydraza IX, nadorovo asociovany, hypoxiou indukovany
enzym predstavuje doleziti sicast nadorového mikroprostre-
dia. Expresia CA IX bola dokdzana aj pri karcinéme pltc. In
vitro analyzy predstavuji nevyhnutni sdcast predklinického
vyskumu a je velmi dolezité, aké modelové systémy su v ta-
komto vyskume pouzivané. 3D modely kokultivacnych né-
dorovych sféroidov lepsie reflektuji heterogénne nadorové
tkanivo in vitro.

Metody: Nadorova bunkova linia A549 derivovand z adeno-
karcindmu plic a nadorova bunkova linia H1299 odvodena
z lymfatickej uzliny nemalobunkového karcinomu plic boli
kultivované v kultivaénom médiu DMEM pri 37 °C a 5 % CO,
v termostate s kontrolovanou vlhkostou. Bunky boli kultivova-
né v monovrstve alebo vo forme sféroidov. V pripade kokulti-
vacnych modelov sme bunkové linie kultivovali s pldcnymi
fibroblastami MRC5, ako aj s mononukledarnymi bunkami de-
rivovanymi z periférnej krvi.

Vysledky: Pripravili sme 3D modely homotypickych a hetero-
typickych sféroidov z adenokarcinémovych nadorovych bu-
niek A549 a plicnych fibroblastov MRC5. V heterotypickom
modeli A549/MRC5 sme testovali cytotoxické efekty chemo-
terapeutika Pemetrexed. Dokazali sme retardaciu rastu sféroi-
dov, pokles v hladine proteinu CA IX a aktivaciu apoptdzy
vplyvom Pemetrexedu. Zavied|i a optimalizovali sme komplex-
ny model kokultivacnych sféroidov s imunitnymi bunkami izo-
lovanymi z periférnej krvi darcov. Potvrdili sme zvysenie pe-
netracie imunitnych buniek dovnitra sféroidov pdsobenim
Pemetrexedu, ako aj zvySenie cytotoxického dcinku a stimula-
ciu apoptotickej signalizacie.

Zaver: Kokultivatné modely nadorovych bunkovych sféroidov
s dalsimi zlozkami nadorového prostredia - pltcnymi fibrob-
lastami a s imunitnymi bunkami izolovanymi z periférnej krvi
predstavujd vyssi stuperi modelov vernejsie odzrkadlujici he-

Abstract

Introduction: Lung cancer is currently one of the malignant
diseases with the highest mortality both in our country and
in the world. Therefore, it is important to pay attention not
only to early diagnosis, but also to in vitro research activities
aimed at discovering new specific markers and therapeutic
targets. Carbonic anhydrase IX, a tumor-associated, hypoxia-
-induced enzyme, is an important part of the tumor microen-
vironment. The expression of CA IX has also been proven in
lung cancer. In vitro analyses are an essential part of preclini-
cal research and it is very important what model systems are
used in such research. 3D models of co-culture tumor sphe-
roids better reflect heterogeneous tumor tissue in vitro.
Methods: The lung adenocarcinoma-derived A549 tumor
cell line and the non-small cell lung carcinoma-derived H1299
tumor cell line were cultured in DMEM culture medium at
37°C and 5% CO, in a humidity-controlled thermostat. The
cells were cultured in monolayers or as spheroids. In the case
of co-culture models, we cultured the cancer cell line with
MRCS5 lung fibroblasts as well as with peripheral blood-deri-
ved mononuclear cells.

Results: We prepared 3D models of homo- and heterotypic
spheroids from adenocarcinoma tumor cells A549 and lung
fibroblasts MRC5. In the heterotypic A549/MRC5 model, we
tested the cytotoxic effects of the chemotherapy drug
Pemetrexed. We demonstrated retardation of spheroid
growth, a decrease in the level of CA IX protein and activation
of apoptosis due to Pemetrexed. We introduced and optimi-
zed a complex model of co-cultivation of spheroids with
immune cells isolated from the peripheral blood of donors.
We confirmed the increase in the penetration of immune
cells into the spheroids by the action of Pemetrexed, as well
as an increase in the cytotoxic effect and stimulation of apo-
ptotic signaling.

Conclusion: Co-cultivation models of tumor spheroids with
other components of the tumor microenvironment - lung
fibroblasts and with immune cells isolated from peripheral
blood represent a higher level of models that faithfully reflect
the heterogeneous tumor environment. 3D co-culture model
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terogénne nadorové prostredie. 3D kokultivacné systémy
predstavuji vhodnejsi systém v predklinickom stadiu testova-
nia inovativnych liekov alebo v zakladnom vyskume zamera-
nom na odhalovanie novych markerov nadorovych ochoreni
(obr. 4, lit. 50). Text v PDF www.lekarsky.herba.sk.

KLUCOVE SLOVA: nemalobunkovy karciném pltc, karbonicka
anhydraza IX, hypoxia, sféroidy, nddorové mikroprostredie.
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represents a more suitable system in the preclinical stage of
testing innovative drugs or in basic research aimed at discove-
ring new markers of cancer diseases (Fiig. 4, Ref. 50). Text
in PDF www.lekarsky.herba.sk.

KEY WORDS: non-small cell lung cancer, carbonic anhydrase
IX, hypoxia, spheroids, tumor microenvironment

Lek Obz 2025, 74 (5): 184-194

Uvod

Nemalobunkovy karciném plic (NSCLC) patri medzi
molekulovo velmi heterogénne ochorenie. Podobne
ako pri inych malignitach je tvorené subpopuldciami bu-
niek alebo klonov s réznymi molekulovymi znakmi, ¢o
vedie k vyznamnej intratumordlnej heterogenite asocio-
vanej s progresiou ochorenia, s invazivnostou a meta-
stazovanim. Ochorenie je diagnostikované vo vacsine
pripadov v pokrocilom stadiu. Klinické stadie, imunohis-
tochemické, molekulovogenetické analyzy s cielom za-
vedenia personalizovanej liecby u pacientov v pociatoc-
nom aj v pokrocilom stadiu ochorenia, odhalili potrebu
zlepsenia morfologickej diagnostiky, ale zdroven aj po-
trebu novych inovativnych liecebnych stratégii. Na zdk-
lade odporicani Svetovej zdravotnickej organizacie
z roku 2017 sa ako standard pouZiva morfologicka kla-
sifikdcia. Medzi hlavné typy NSCLC patria skvamocelu-
larny karciném (30 %), adenokarciném (40 %), velko-
bunkovy karciném (15 %), ale aj neuroendokrinny
karcinom (NET), adenoskvamézny a sarkomatoidny kar-
ciném. Okrem tychto typov WHO uvadza aj dalsie
podtypy (1). Velka roznorodost histopatologickych
typov odrdza heterogenitu karcinému plic, ktora ovplyv-
nuje samotnd diagnostiku, patogenézu, prognézu ocho-
renia, ale aj terapeutickd stratégiu (2).

Genetickd analyza NSCLC sa zameriava preferencne
na mutdcie receptora epidermdlneho rastového faktora
(EGFR). Priblizne 90 % mutdcii v NSCLC tvoria delécie
exonu 19 a L858R v exdne 21, ktoré su citlivé na inhi-
bitory tyrozinkindz (TKD) (3). Medzi dalsie vySetrované
zmeny patri prestavba v kinaze anaplastického lymfému
(ALK), ktora aktivuje rast buniek (4). Zmeny boli opisa-
né v pripade receptora protoonkogénu tyrozinkindzy
ROS1. Celkovd prevalencia prestavby ROST v NSCLC je
2 - 5 % (5). NSCLC nestice mutdcie v receptore 2 fud-
ského epidermalneho rastového faktora (HER2) sa po-
vazuji za odlisny molekulovy podtyp. Pri NSCLC je
HER2 aktivovany génovymi mutdciami (1 - 4 %), am-
plifikdciou (2 - 5 %) a nadmernou expresiou proteinov
(2 - 30 %) s roznymi prognostickymi a prediktivnymi
vysledkami (6). Inzercie exonu 20 ovplyvriujice kinazo-
vl doménu su najcastejSimi mutaciami HER2 (96 %). Su
podobné aktivaénym mutdciam EGFR (inych ako
T790M), ktoré su spojené s rezistenciou voci prvej, ako
aj druhej generdcii TKI. Amplifikdcia ¢cMET, ktord vedie
k aktivacii tumorigenézy, sa zistila v 2 - 5 % NSCLC
(7). Mutdcie KRAS patria medzi najcastejsie faktory
ovplyvnujdce NSCLC. Vyskytuji sa priblizne v 25 -
30 % plicneho adenokarcindmu, zriedkavo sa vyskytu-
ju pri skvamocelularnom karcinéme. Viac ako 80 %

mutdcii KRAS mozno ndjst v koddéne 12, najcastejsie
KRAS G12C (40 %), KRAS G12V (18 - 21 %) a KRAS
G12D (17 - 18 %). Na rozdiel od inych typov mutacii
st mutdcie KRAS zvycajne spojené s fajcenim (8).
Nadorové mikroprostredie (TME - tumor microen-
vironment) NSCLC je velmi heterogénne a charakteris-
tické dynamickymi interakciami medzi jeho jednotlivymi
zlozkami. Md zdsadnid Ulohu v procese tumorigenézy
a vyznamne ovplyviuje odpoved nddorovych buniek na
liecbu (9). TME sa sklada z nddorovych a nenadorovych
zloziek, ktoré sa vzdajomne ovplyviujd, stimulujd a ulah-
Cujd nekontrolovand bunkovd proliferaciu (10). Z histo-
logického hladiska sa na tvorbe nadoru podiela nadoro-
va stréma a vlastné nadorové bunky. Stromadlne
komponenty predstavuji krvné cievy, podporné tkanivg,
extracelularny matrix, fibroblasty a imunitné bunky.
Hypoxia, nizka koncentrdcia kyslika v tkanive a acidéza
vyvoland hypoxiou spulstaja signdlne drahy vedice
k adaptdcii nddorovych buniek na zmenené podmienky.
Hypoxia aktivuje fenotypové zmeny vznikajice v do-
sledku transkripéného a translaéného preprogramova-
nia, podporuje konverziu normalnych plicnych fibrob-
lastov na nddorovo asociované fibroblasty (11), aktivuje
expresiu génov suvisiacich s imunosupresiou a pokle-
som cytotoxicity. Pri hypoxii je aktivovana hypoxicka
signalizdcia reprezentovand hypoxiou indukovanymi fak-
tormi HIF1 a HIF2. Tieto spustaju expresiu génov zapo-
jenych do regulacie metabolizmu, pH, angiogenézy,
imunitnej odpovede (12). Pri NSCLC je vysoka aktivita
transkripéného faktora HIF1 spojend s negativnym vply-
vom na celkové prezivanie (13), v dosledku extracelu-
larnej acidozy dochddza k blokovaniu aktivdcie, prolife-
racie a cytotoxicity NK buniek (14). Onkogénny
metabolizmus vedie k produkcii mnozstva ,kyslych” me-
tabolitov a k acidéze, ktora predstavuje silny selekcny
tlak prispievajici k vzniku agresivnych, terapeuticky
odolnych klonov. Acidéza zvy3Suje aj nestabilitu genému
prostrednictvom chromozémovych zlomov alebo trans-
lokdcii (15). Dolezitou sicastou TME je aj karbonicka
anhydraza IX (CA IX). Je to transmembranovy, hypoxiou
indukovany protein majuici zdsadnud dlohu v udrziavani
homeostazy vnatrobunkového pHi a zdroven prispieva-
juci k acidifikacii extracelularneho pHe v TME prostred-
nictvom extraceluldrne orientovanej katalytickej domé-
ny. CA IX je suicastfou transportného metabolonu, kde
kooperuje s inymi proteinmi s ciefom adaptovat nadoro-
vé bunky na zmeny spdsobené hypoxiou a acidézou.
Katalyzuje reverzibilnd premenu oxidu uhli¢itého na
hydrogénuhlicitanovy anién a protén. Zaroven svojou
lokalizdciou v invadopddidch prispieva k invazivnosti
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a metastazovaniu (16, 17). Pritomnost CA IX je asocio-
vand preferenc¢ne s nadormi, pricom v koresponduju-
com nenadorovom tkanive sa CA IX nenachddza.
Prirodzena expresia CA IX je v normdlnom nenddoro-
vom tkanive limitovand na tkanivd Zalidka a hrubého
Creva. Transkripcia génu CA IX je aktivovana preferenc-
ne v hypoxii a je riadend najma transkripénym faktorom
HIF1 (18).

V karcinéme plic koreluje pritomnost proteinu CA
IX s vysokym Stadiom, nekrézou a nizkou dcinnostou
terapie (19, 20). Vo viacerych publikdcidch bola opisana
zvySend hladina CA IX v resekatoch NSCLC dokonca aj
v ranom $tadiu. Vysokd hladina CA IX je castd najméa
pri skvamocelularnom karcinéme (SCC) plic. Koreldcia
medzi vysokou hladinou transkriptu CA IX a horsou
prognézou pacientov bola opisand pri skvamocelular-
nom karcinéme, ako aj pri pacientoch s adenoskvamo-
celularnym karcinémom plic a tiez u pacientov s po-
krocilym NSCLC (pacienti s G2-G3, T2-T3, Stadium
2 - 3 a pN+) (21). Pritomnost CA IX bola potvrdena aj
v praci Kim a kol. 2004 (22) v 72 % skorych stadii na-
dorov NSCLC (§tddium | a 1), kde bola CA IX asocio-
vand zdroven aj s vyssou proliferaciou buniek hodnote-
nou indexom Ki-67. Imunohistochemickd analyza
potvrdila pritomnost CA IX v 62 % vzoriek NSCLC (23),
kde hladina CA IX ako aj HIF1a boli vyssie v SCC ako
v adenokarcinéme. Anderson a kol. (24) opisali vysokd
hladinu CA IX v SCC s tendenciou k negativnej prog-
néze. Sucasne vykonali rozsiahlu analyzu nadorovych
biopsii obsahujdcich neoplastické epitelové bunky
a biopsie nddorovej stromy, kde porovnavali prognostic-
ké dopady proteinov HIF1a. a HIF2a (alfapodjednotka
hypoxiou indukovaného faktora HIF1 a HIF2), GLUT1
(glukézovy transportér 1), LDH5 (laktatdehydrogendza
5) a CA IX podla ich lokalizdcie v nadorovych a stro-
malnych bunkach. Pritomnost HIFTa bola v nadorovych
bunkach nezavislym prediktorom zlej progndzy, naopak
vysokd stromdlna expresia HIF1o naznacovala dobrd
prognozu. Tieto vysledky jasne poukazuji na vyznamnu
dlohu TME v progresii plicnych karcinémov a dolezi-
tost interakcii medzi jednotlivymi komponentami TME.

Prace opisané v predchddzajicom odseku doku-
mentujd pritomnost proteinu CA IX v NSCLC, ktord je
¢asto asociovand s vyssim a agresivnejSim Stadiom
ochorenia, ako aj so zlou prognézou a zavisi od zloZe-
nia TME, ktoré je velmi dynamické a citlivo reaguje na
zmeny. Preto sme sa zamerali na pripravu vhodnych in
vitro modelov, ktoré by boli relevantné nielen v ramci
zistovania a charakterizacie novych markerov, ale aj v
predklinickych testoch potencidlnych novych terapeutik.

Material a metody

Bunkové linie

Komer¢né nddorové bunkové linie A549 (CCL185,
ATCC) - linia odvodend z adenokarcindmu plic, bun-
kova linia H1299 (CRL 5803, ATCC) - NSCLC linia pri-
pravena z pozitivnej lymfatickej uzliny pacienta s NSCLC.
Primdrne fibroblasty MRC-5 izolované z normdlneho
tkaniva pltc.

Kultivacné podmienky

Bunky A549 a MRC-5 sme kultivovali v kultivachom
médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
s pridanim fetdlneho bovinneho séra (FBS) (findlna kon-
centracia 10 %) (HyClone Laboratories, Logan, UT,
USA) a antibiotik Gentamicin 0,1 % (Sandoz, Svajciarsko).
Bunkovd liniu H1299 sme kultivovali v kultivatnom
médiu RPMI-1640 s pridavkom 10 % fetalneho bovin-
neho séra (FBS) (HyClone Laboratories, Logan, UT,
USA) a 0,1 % Gentamicinu (Sigma Aldrich). Bunky sme
kultivovali v termostate s regulovanou vlhkostou (95 %)
pri teplote 37 °C s 5 % CO,. Pouzitd pracovna koncen-
tracia chemoterapeutika Pemetrexed bola 0,8 uM.

Kultivacia buniek v hypoxii

Hypoxické podmienky sme simulovali kultivaciou
buniek v hypoxickej stanici s regulovanou koncentra-
ciou kyslika (Ruskinn Technologies, Bridgend, UK).
Bunky v monovrstve sme vysievali na sterilné kultivacné
misky v koncentrdcii 300 000 buniek/¢ 6 cm a kultivo-
vali 24 h v atmosfére s 1 % O,, 5 % CO,, 10 % H,
a 84 % N, pri teplote 37 °C a vlhkosti 95 %.

Priprava homotypickych sféroidov

Homotypické sféroidy tvorené z buniek A549 rastli
v 96-jamkovej platnicke s neprifnavym povrchom (ULA
platnicky, ultra low attachment plate). Bunky A549 sme
vysievali do jamiek v koncentrdcii 5000 buniek/jamka.
K bunkovej suspenzii sme pridali kultivacné médium
DMEM s 10 % FBS v objeme 150 pl/jamka. Po 5 drioch
kultivacie sa v kazdej jamke vytvoril 1 sféroid.

Priprava heterotypickych sféroidov

Heterotypické sféroidy sme pripravovali z nadoro-
vych buniek A549 a plicnych fibroblastov MRC5 zmie-
Sanych v pomere 2 : 1. Bunkovi suspenziu A549
a MRC5 sme vysievali do ULA platnicky v koncentracii
5000 buniek/jamka. Heterotypické sféroidy rastli po
dobu 5 dnf.

Izolacia mononuklearnych buniek z periférnej krvi

Periférnu krv s antikoagula¢nym cinidlom sme zmie-
Sali v pomere 1 : 1 s Dulbeccovym fosfatovym timivym
roztokom (DPBS) (Biotech). Nariedenu krv sme navrstvili
na hladinu Ficollu (Cytiva) v pomere Ficoll : krv 2,4 : 3
a centrifugovali pri 400 x g 35 mindt. Gradient vytvoreny
centrifugdciou obsahoval vo vrchnej vrstve plazmu, spod-
nd vrstvu predstavoval Ficoll a v strednej Casti sa nachd-
dzala vrstva s PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cell). Suspenziu PBMC sme 3x premyli s DPBS a centri-
fugovali 10 min pri 180 x g. Sediment sme resuspendo-
vali v DMEM. Izolované PBMC sme pouzili v kokultiva¢-
nom modeli s heterotypickymi sféroidmi.

Polyakrylamidova gélova elektroforéza, western
blot a imunodetekcia komplexov

Bunky kultivované v monovrstve, ako aj sféroidy
sme lyzovali lyza¢nym roztokom RIPA (1 mM EDTA;
0,1 % SDS; 50 mM Tris-HCl; pH 7,4, 150 mM NaCl;
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1 % Triton X100; 0,05 % deoxycholat sodny).
Koncentrdciu proteinov sme stanovili pomocou kitu
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).
Nasledne sme 30 pg celkovych proteinov z kazdej vzor-
ky zmiesali s 2x koncentrovanym roztokom Laemmliho
(0,005 % brémfenolova modra; 30 mM Tris-HCI pH 6,8;
10 % glycerol; 0,01 % SDS; 5 % p-mercaptoetanol)
a naniesli na 10 % SDS-PAGE gél, kde prebiehala elek-
troforetickd separdcia pri napati 95 V. Po separdcii sme
proteiny preniesli na PVDF membranu (Milipore). Po
blokovani nespecifickych vézieb (5 % odtu¢nené mlie-
ko, 1 h pri izbovej teplote) sme membranu inkubovali
s primarnymi protilatkami riedenymi v TBST (3 % BSA;
0,1 % Tween20; 20 mM Tris pH 7,6; 140 mM NaCl)
cez noc pri 4 °C. Na detekciu proteinu CA IX sme po-
uzili mysiu protilatku M75 riedend 1 : 3, HIFTa sme
detegovali pomocou mysej protilatky anti-HIF1a (BD
Transduction Laboratories) riedenej 1 : 200, Stiepeny
PARP sme testovali pomocou krdli¢ej protildtky Stiepeny
PARP (Cell Signalling) riedenej 1 : 1000. Ako vnitornd
kontrolu sme pouzili analyzu hladiny proteinu B-aktin,
ktorého expresia nie je ovplyvnend hypoxiou. Pouzili
sme mysiu protildtku anti-B-aktin riedend 1 : 10 000. Po
premyti sme membranu inkubovali so sekunddrnymi
protilatkami anti-mysia IgG/HRP (Dako) alebo anti-kra-
licia 1gG/HRP (Dako) riedenymi 1 : 5000 v 5 % odtuc-
nenom mlieku pri izbovej teplote 1 h. Po premyti sme
signal vyvolavali pomocou chemiluminiscen¢ného sub-
stratu (ECL) a signdl sme exponovali na réntgenové
filmy (FUJD.

Meranie rastu sféroidov

Rast sféroidov sme zaznamendvali prostrednictvom
mikroskopickych snimok. Sféroidy kultivované v ULA
platnicke sme kazdy den sledovali a snimali mikrosko-
pom ZEISS, Axiovert 40 CFL, objektiv 10x. Kazdé me-
ranie sme uskutocnili v Sestplikach. Rast sféroidov sme
sledovali pocas 5 dni.

Fixacia sféroidov a priprava parafinovych rezov
Sféroidy sme fixovali v 4 % paraformaldehyde pri
izbovej teplote a po dobu 1 h. Po premyti fyziologic-
kym roztokom sme sféroidy odvodnovali radom alkoho-
lov nasledovne: 30 % etanol 5 min, 50 % etanol cez
noc, 70 % etanol 5 min, 70 % etanol s eozinom 1 min,
70 % etanol 2x5 min, 80 % etanol 5 min, 96 % etanol
15 min, izopropanol 10 min, xylén 2x5 min. Po presy-
teni parafinom 2x 30 min sme sféroidy zalievali do pa-
rafinu prostrednictvom zalievacej stanice Leica EG1150H.
Sféroidy v parafinovych blockoch sme narezali na rezy
s hrdbkou 4 pm pouzitim mikrotému (Leica RM2125RT
) a umiestnili na polylyzinové sklicka (Thermo Scientific).

Imunohistochémia

Rezy sféroidov sme odparafinovali a rehydratovali
nasledovne: xylén | 5 min, xylén Il 5 min, 96 % etanol
I 5 min, 96 % etanol Il 5 min, 70 % etanol 5 min, dH,O
5 min. Imunohistochemické znacenie sme uskutocnili
prostrednictvom kitu EnVision FLEX+ (DAKO) podla

protokolu odpordcaného vyrobcom Po blokovani endo-
génnej peroxidazovej aktivity (5 min) a premyti sme
rezy sféroidov inkubovali 1 h s primarnou protilatkou
$pecifickou voc¢i CA IX M75 riedenou 1 : 100 v Dako
REAL™ Antibody Diluent a po premyti so sekundarnou
anti-mySou protilatkou EnVision FLEX /HRP 30
min. Signdl sme vyvoldvali 1 min pomocou EnVision
FLEX DAB+ Chromogen. Jadra sféroidov sme doznadili
hematoxylinom EnVision FLEX, Hematoxylin (link) po
dobu 6 min. Po fixacii rezov prostrednictvom montova-
cieho média Aquatex sme pozitivny signdl pozorovali
pomocou mikroskopu Leica DM4500 B.

Detekcia apoptotickych buniek

Na detekciu a monitorovanie apoptotickych buniek
sme pouzili konfokdlnu mikroskopiu. Cytotoxicky efekt
liec¢iva Pemetrexed sme testovali v kokultiva¢nych sféro-
idoch A549/MRC5 a A549/MRC5/PBMC. Apoptotické
bunky sme znacili prostrednictvom apopxinu - zeleny
fluorescenc¢ny signal (Ex/Em = 490/525 nm). Merali
sme celkovd intenzitu fluorescenéného signalu apopto-
tickych buniek v objeme sféroidu.

Vysledky

In silico analyza expresie proteinu CA IX v NSCLC

V dvode prace sme sa zamerali na in silico analyzu
expresie génu CA9 v adenokarcinéme a v skvamocelu-
larnom karcinéme plic. Analyzu sme uskutocnili pros-
trednictvom platformy Xena, on-line nastroja na analyzu
verejne dostupnych siborov klinickych a multiomickych
dat (25). Vysledky na obrazku 1A dokumentujd signifi-
kantne zvysenu expresiu génu CA9 kddujiceho protein
CA IX v adenokarcindme plic, ako aj vo skvamocelu-
larnom karcinéme plic v porovnani s nenddorovym
plicnym tkanivom. Analyza zdroven ukdzala signifikant-
ne vyssiu expresiu CA9 vo skvamocelularnom karciné-
me v porovnani s adenokarcinémom plic. Zamerali
sme sa aj na identifikdciu rozdielov v expresii génu CA9
medzi jednotlivymi Stadiami (stage | - IV) v adenokar-
cinéme, ako aj vo skvamocelularnom karcinéme pltc.
Vysledky (obr. 1B, C) dokumentuji vysokd hladinu tran-
skriptu CA9 naprie¢ Stadiami s posunom medidnu
k vyssim hodnotam pri $tadiu IV pri oboch analyzova-
nych subtypoch NSCLC. Vysledky prezentované na ob-
razku 1 jasne dokazuji vysoku hladinu transkriptov pre
protein CA IX v adenokarcinéme plic, ako aj vo skva-
moceluldrnom karcinéme pltc.

www.lekarskyobzor.sk

187



Obrazok 1. In silico analyza expresie génu
CA9 kédujticeho protein CA IX realizova-
na prostrednictvom platformy Xena

s naslednym spracovanim v programe
GraphPad Prism 10. Graf (A) porovnava
expresiu génu CA9 v adenokarcinéme pliic
(n = 515), v skvamocelularnom karcinéme (n
= 498) s nenadorovym normalnym tkanivom
pltc (n = 288). Grafy expresie génu CA9 v
jednotlivych stadiach (stage | - IV) ochore-
nia v adenokarcinémoch (B) a v skvamoce-
luldrnych karcinémoch pltic (C).
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Protein CA IX je v bunkach A549 aktivovany pri
nizkej koncentracii kyslika
Vysledky prezentované v obrdazku 1 nds viedli k in
vitro testom zameranym na sledovanie expresie CA IX
v komerc¢ne dostupnych, dobre charakterizovanych bun-
kovych liniach. Pracovali sme s ndadorovymi bunkami
A549 a H1299. Bunky A549, derivované z adenokarci-
nomu plic, sme kultivovali v monovrstve v normoxii
a v hypoxii (1 % O,) pocas 24 h. Prostrednictvom wes-
tern blotu s ndslednou imunodetekciou sme zistovali
hladinu proteinu CA [X, ako aj hladinu regulacnej pod-
jednotky - transkripcného faktora HIF1. Zistili sme, ze
v normoxickych podmienkach je v bunkach A549 hla-
dina CA IX velmi nizka a vyrazne stdpa prave v hypo-
xickych podmienkach s regulovanou koncentraciou kys-
lika (1 % O, (obr. 2A). Zdaroven sme potvrdili aj
vysoku hladinu podjednotky HIFTa, ktord je stabilizova-
na iba v hypoxii a v normoxii nebola detegovatelna
kvoli rychlej degraddcii proteazémovym systémom. Ako
vnutornud kontrolu sme pouzili B-aktin, ktorého expresia
nie je ovplyvnend hypoxiou. Pri kultivacii buniek v mo-
novrstve sU uniformne vsetky bunky vystavené rovna-
kym podmienkam, teda normoxii alebo hypoxii. Dalsou
testovanou liniou boli bunky H1299 derivované z pozi-
tivnej lymfatickej uzliny pacienta s NSCLC. Aj v tychto
bunkach sme analyzovali hladinu CA IX a HIF1a v nor-
moxii a v hypoxii (1 % O,) (obr. 2A). Na rozdiel od
buniek A549 v tomto pripade sme protein CA IX nede-
tegovali napriek tomu, Ze HIFTa bola stabilizovana.
Obe bunkové linie sme pouzili aj v 3D modeli ho-
motypickych sféroidov, kde vznikd hypoxia prirodzene
v dobsledku gradientu kyslika spdsobeného rastom bu-
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niek vo vrstvach sféroidu, ¢im smerom dovnitra klesa
hladina kyslika. Ako dokumentuje vysledok imunohisto-
chemického znacenia proteinu CA IX v rezoch sféroi-
dov, vo sféroidoch A549 sme zistili nielen vysokd hladi-
nu, ale aj intenzitu znacenia proteinu CA IX (obr. 2B).
Pri znaceni rezov sféroidov H1299 sme opatovne nepo-
tvrdili pritomnost proteinu CA IX (obr. 2C). V oboch
pripadoch je pozorovatelna centrdlna nekroticka cast,
ktord je v pripade sféroidov A549 vypadnutd. Sféroidy
H1299 preukazuji zmenend morfolégiu buniek v cen-
tralnej oblasti. V dalsSich experimentoch sme preto po-
uzivali iba nadorové bunky A549, pretoze v bunkdch
derivovanych z lymfatickej uzliny je expresia proteinu
CA IX narusend a nereaguje na hypoxiu.

Priprava heterotypickych sféroidov a sledovanie
cytotoxického efektu chemoterapeutika
Pemetrexed

V rdmci testovania vhodnych in vitro 3D modelov
sféroidov sme pripravili heterotypické sféroidy tvorené
nadorovymi epitelovymi bunkami A549 a primdrnymi
fibroblastami MRC5 izolovanymi z normdlneho nena-
dorového tkaniva pltic. Okrem morfolégie a rastovych
charakteristk sme sledovali sme aj cytotoxické efekty
antifolatového chemoterapeutika Pemetrexed, ktoré sa
stdle pouziva v liecbe neskvamoézneho NSCLC.
Kokultivacny model zahfnajdci aj stromdlnu zlozku
predstavuje vyssi stupen simuldcie nadorového prostre-
dia. Prostrednictvom merania priemeru sféroidov v Case
sme analyzovali vplyv Pemetrexedu na rast sféroidov
A549/MRC5. Rastové krivky (obr. 3A) dokumentujd re-
tardaciu rastu heterotypickych sféroidov vplyvom antifo-
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Obrazok 2. Western blot analyza s detekciou imunokomplexov dokumentuje aktivaciu expresie proteinu CA IX v bunkovej linii A549 kulti-
vovanej v monovrstve v hypoxickych podmienkach s regulovanou koncentraciou kyslika (1% O,). V normoxii je expresia CA IX velmi nizka
(A). V hypoxii sme dokazali pritomnost regulacnej podjednotky - transkripéného faktora HIF1 (A). V bunkovej linii H1299 kultivovanej v monovrs-
tve nedochddza k expresii proteinu CA 1X ani v hypoxickych podmienkach napriek tomu, Ze je pritomny protein HIF1a (A). V 3D modeli homoty-
pickych sféroidov A549 s prirodzenym gradientom kyslika sme imunohistochemicky dokézali vysoki hladinu CA 1X (B). V homotypickych sféroi-
doch H1299 nedochddza k aktivacii expresie CA IX (C) ani pri prirodzene sa tvoriacom gradiente kyslika.

NO HY NO HY
A549 H1299
A

Obrazok 3. Vyuzitie heterotypickych sféroidov A549/MRC5 pri testovani ucinku chemoterapeutik. Rastové krivky dokumentuji spomalenie
rastu sféroidov vplyvom pésobenia chemoterapeutika Pemetrexed (A). Cytotoxicky efekt Pemetrexedu sme dokdzali zvySenim hladiny Stiepenej
formy proteinu PARP western blot analyzou s imunodetekciou (B). Pokles hladiny proteinu CA IX po pésobeni chemoterapeutika Pemetrexed

v rezoch sféroidov dokazuje vysledok imunohistochemického znacenia CA 1X (C) Konfokdlnou mikroskopiou a analyzou intenzity fluorescenéné-
ho signalu apopxinu sme dokazali aktivdciu apoptézy posobenim Pemetrexedu (D).
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latového chemoterapeutika. Spomalenie rastu sféroidov
dokumentuje aj schopnost chemoterapeutika prenikat
dovndtra sféroidov, Co je nevyhnutné pre testovanie
efektov potencidlnych lieciv. Vysledky proteinovej analy-
zy prostrednictvom western blotu s imunodetekciou
ukazali, Ze vplyvom chemoterapeutika Pemetrexedu do-
chadza k zvySeniu hladiny Stiepenej formy PARP (obr.
3B), Co sa povazuje za charakteristicky znak apoptdzy.
V heterotypickych sféroidoch sme analyzovali aj vplyv
Pemetrexedu na rozsah a intenzitu znacenia proteinu
CA IX v rezoch sféroidov prostrednictvom imunohisto-
chémie. Zistili sme pokles v intenzite znacenia CA IX
po 5-driovom pdsobeni chemoterapeutika Pemetrexed
(obr. 3C). Cytotoxicky efekt Pemetrexedu sme analyzo-
vali aj prostrednictvom konfokalnej mikroskopie, kde
sme merali intenzitu zeleného fluorescencného signdlu
senzora apopxinu. Ide o metddu, pri ktorej sledujeme
translokaciu fosfatidylserinu, ktory sa pri apoptoze pre-

nesie do vonkajSej Casti plazmatickej membrany. Vyskyt
fosfatidylserinu na bunkovom povrchu je univerzalnym
indikdtorom pociato¢nych/strednych stadii bunkovej
apoptézy a mozno ho zistit skor, ako mozno pozorovat
morfologické zmeny. Nase vysledky jasne dokazujd cy-
totoxicky efekt Pemetrexedu na bunky sféroidu A549/
MRC5 a aktivaciu bunkovej smrti prostrednictvom apo-
ptézy (obr. 3D).

Imunitné bunky ako stcast in vitro 3D modelov

PretoZe imunitné bunky predstavuji neoddelitelnd
stcast nadorového mikroprostredia, nasim cielom bolo
pripravit 3D model, ktory by v in vitro modeloch zahf-
ral aj imunoprostredie. Heterotypické sféroidy tvorené
nadorovymi bunkami a fibroblastami sme kokultivovali
s mononuklearnymi bunkami izolovanymi z periférnej
krvi (PBMC) zdravych darcov. Zistovali sme, ¢i si PBMC
schopné nielen prenikat do vnitornych vrstiev heteroty-
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pickych sféroidov, ale ¢i je toto prenikanie ovplyvnené
cytotoxickym Gcinkom Pemetrexedu. Sériou experimen-
tov sme testovali rézne pomery PBMC vo vztahu
k poctu nadorovych a stromalnych buniek. Zistili sme,
Ze pre nas model heterotypickych sféroidov je idedlny
pomer A549/MRC5 : PBMC 2,5 : 1. Prostrednictvom
konfokalnej mikroskopie sme sledovali prenikanie PBMC
do jednotlivych vrstiev sféroidov A549/MRC5. Vysledky
(obr. 4A, B) jasne dokumentuju signifikantne zvySené
prenikanie imunitnych buniek do sféroidov po posobeni
Pemetrexedu. Cytotoxicky efekt chemoterapeutika naru-
$i krehkd rovnovahu mikroprostredia sféroidu, v dosled-
ku ¢oho st imunitné bunky schopné prenikat do hlbsich
vrstiev sféroidov. Zdroven sme testovali aj cytotoxicky
efekt Pemetrexedu v takomto kombinovanom modeli so
zahrnutim imunitnych buniek. Sledovali sme mnoZzstvo
apoptotickych buniek prostrednictvom detekcie intenzi-
ty senzora apopxinu. Z vysledkov (obr. 4C) vyplyva, Ze
vplyvom chemoterapeutika dochddza k aktivacii apopto-
tickej signalizacie. Pri porovnani intenzity apoptotického
signalu medzi heterotypickymi sféroidmi A549/MRC5 a
A549/MRC5/PBMC sme zistili zvySenie mnozZstva
apototickych buniek vo sféroidoch, ktoré boli vystavené
pdsobeniu Pemetrexedu.

Diskusia

Stcasné trendy v modernej experimentalnej onko-
|6gii si zamerané na zavedenie modelov, ktoré by boli
schopné realistickejsie zachytit intratumordlnu a intertu-
mordlnu heterogenitu nddorov a zdroven aj dynamiku
interakcii jednotlivych komponentov TME. Intratumoralna
heterogenita charakterizuje pritomnost buniek v nadore
s roznym stupriom morfoldgie, rychlosti proliferdcie,
schopnosti metastdzovat, citlivosti na liecivd, zavislosti
od rastovych signalov. Dlhodobo je uzndvana ako cha-
stvisi' s relapsom nadorového ochorenia. Genotypovu aj
fenotypovi diverzitu v rdmci nadorov je pohanajd nie-
len genetické mutdcie a epigenetické zmeny, ale aj

Obrazok 4. Kombinovany kokultivacny model heterotypickych
sféroidov A549/MRC5 s PBMC. Pemetrexed aktivoval zvySenu
penetraciu imunitnych buniek izolovanych z periférnej krvi do
vnutra sféroidov A549/MRC5 (A). Prenikanie PBMC sme sledovali
v Case a fluorescencné obréazky (B) dokazuju signifikantne zvysené
prenikanie PBMC po 36 h kokultivacie v pritomnosti Pemetrexedu.
Vplyvom imunitnych buniek smer dokazali zvyseny cytotoxicky
efekt Pemetrexedu v kombinovaych sféroidoch A549/MRC5/
PBMC (O).

vplyv nadorového mikroprostredia. V dosledku expanzie
agresivnejsich klonov, hierarchiou diferencidcie nadoro-
vych a nenddorovych kmeriovych buniek vznikd Siroka
diverzita buniek v rdmci kazdého nadoru (26). K tomu
sa prirodzene vztahuje aj intertumordlna heterogenita
charakterizujica individudlne rozdiely medzi nadormi
u roznych pacientov. Uspesnost novych, Gcinnejsich
a inovativnych pristupov v onkologickej liecbe zavisi aj
od schopnosti simulovat nador ako velmi komplexny
a dynamicky ekosystém aj v in vitro podmienkach.
Dlhodobo pouzivané 2D modely bunkovych kultdr
predstavuju efektivny ndstroj na analyzu bunkovej sig-
nalizdcie, ako aj na prvotné analyzy Gcinnosti potenci-
alnych lie¢iv. Bunky kultivované v monovrstve maju
takmer rovnaky pristup k zivinam a rastovym faktorom,
¢o umoZriuje homogénny rast a proliferdciu buniek.
Stale su atraktivnym a casto pouzivanym modelom pre
ich efektivnost a jednoduchost (27). Pri komer¢ne do-
stupnych nadorovych bunkach je velmi dolezity spravny
vyber bunkovej linie vzhladom na $tudované mechaniz-
my a signdlne drahy. Takéto bunkové linie si detailne
charakterizované aj z pohladu genetickej zataze, mor-
folégie, pdvodu a kultivaénych podmienok. V nasich
experimentoch sme pouzili dve bunkové linie NSCLC
s cielom sledovat hypoxicku signalizdciu a os HIF1- CA
IX. Bunkova linia A549 je derivovand z primdrneho na-
doru adenokarcinému pltc, bunky linie H1299 boli de-
rivované z pozitivnej lymfatickej uzliny pacienta
s NSCLC. Je zname, Ze NSCLC exprimuju protein CA
IX a maju tiez aktivhu hypoxickd signalizaciu v odpove-
di na pokles v koncentracii kyslika v nddorovom tkanive
(21, 24). Viaceré prace dokazujd, Ze v bunkovych Iini-
ach A549 a H1299 dochddza k stabilizacii podjednotky
HIF1a v hypoxii a k aktivacii expresie HIFT cielovych
génov (28 - 30). Pri zdkladnej charakterizacii tychto
buniek v monovrstve sme zistili, Ze napriek tomu, Ze
hypoxicka signalizacia prostrednictvom transkripcnej ak-
tivacie HIF1 je v oboch typoch buniek aktivha a obe
Iinie majd v hypoxii protein HIFTa, k expresii CA IX
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dochddza iba v bunkdch A549 (obr. 2A). Toto zistenie
sme overovali aj v 3D modeli homotypickych sféroidov,
kde dochadza prirodzene k tvorbe gradientu kyslika,
nutricnych, odpadovych latok a pH smerom dovndtra
sféroidu (31). V rezoch sféroidov sme overovali pritom-
nost proteinu CA IX. Podobne ako pri detekcii CA IX
v lyzatoch buniek H1299 kultivovanych v monovrstve,
ani v rezoch sféroidov H1299 sme nedetegovali protein
CA IX. Naopak v rezoch sféroidov A549 bola intenzita
znacenia vysokd (obr. 2B). Vzhladom na tieto skutoc-
nosti sme v dalsich experimentoch pouzivali iba bunko-
vl liniu A549. Nase vysledky dokumentuji dolezitost
spravneho vyberu bunkovej linie a zdroven aj potrebu
detailného overovania pritomnosti testovanych protei-
nov.

Nadorové bunkové linie kultivované v monovrstve
predstavuji neoddelitelnd a doélezitd stcast experimen-
talnej onkolégie. Majd vsak viacero nedostatkov najma
v pripade sStudovania nddorového mikroprostredia in
vitro, pretoZe nedostatocne odzrkadluji vzajomné inte-
rakcie, priestorovi architektiru a dynamiku v rdmci
TME (32). Najvacsim nedostatkom 2D kultdr je absen-
cia stréomy a extracelularneho matrixu, ako aj nezohlad-
novanie bunkovej heterogenity, gradientu zivin, kyslika
a pH a interakcii medzi bunkami (31). 3D modely sfé-
roidov predstavuju vyssi stuperi organizacie nadorovych
buniek s definovanou priestorovou geometriou. Su
schopné lepsie napodobnit nielen in vivo morfolégiu,
ale aj bunkové prepojenia, polaritu, génovi expresiu
a tkanivovud architektdru. Okrem toho su sféroidy zloZe-
né z buniek s r6znymi fenotypmi, ako su proliferujdce,
neproliferujice, apoptotické a nekrotické bunky (33,
34). Pri dosiahnuti velkosti okolo 500 ym preukazuji
charakteristické znaky avaskuldrnych nadorov a mikro-
metastaz s vonkajsou proliferujicou zénou, vndtornou
zo6nou neproliferujtcich hypoxickych buniek a nekrotic-
kym jadrom, ktoré vznikaju v désledku gradientov Zivin
a kyslika (35). Sféroidy tvorené jednym typom nadoro-
vych epitelovych buniek, zndme aj ako homotypické
sféroidy, sme pouzili aj v nasich experimentoch.
Vysledky prezentované na obrazku 2B dokazuji vysoku
expresiu CA IX vo sféroidoch A549 s centrdlnou vypad-
nutou nekrotickou castou a s proliferujdcimi povrchovy-
mi dostatoc¢ne okyslicenymi bunkami (svetlé bunky
v povrchovych vrstvach sféroidu). Takéto 3D modely
zabezpecuju spravne interakcie bunka-bunka a bunka-
prostredie s cieflom imitovat Struktdru nddorového tka-
niva. Bunky mo6zu zaroven prijimat stimuly z lokalneho
prostredia tak, ako je to v in vivo podmienkach (36,
37). Okrem toho sa v 3D kultirach zachovava morfo-
|6gia a polarita buniek (38) a $pecifickd vnutorna archi-
tektira vznikajdca v dosledku apoptézy v centrdlnej
Casti sféroidov. Bunkova proliferdcia pritom zavisi od
lokalizacie bunky vo sféroide a je vyssia v periférnej
Casti 3D Struktdr, ¢o dokumentuje aj obrazok 2B.

PretoZze nadorovd masa nie je tvorend iba jednym
typom buniek, je nevyhnutné pripravit taky experimen-
talny 3D model, ktory by spolahlivejsie simuloval stav
nadoru in vivo a bol by zdroven vhodny na stidium

vzdjomnych vztahov nddor-stréma. V rdmci nasej expe-
rimentdlnej prdce sme pripravili model heterotypickych
sféroidov, kde sme kokultivovali sicasne dva typy bu-
niek - bunky plticneho adenokarcindmu A549 a plicne
fibroblasty MRC5. Inkorpordcia pltcnych fibroblastov
predstavuje dalsi krok smerom k obohateniu mikro-
prostredia sféroidu stromalnymi zlozkami. Takyto pristup
predstavuje vysSiu Udroven 3D in vitro modelov.
Komplexné heterotypické sféroidové modely obsahuji
dva alebo viac typov buniek. V takomto modeli mozZno
analyzovat r6zne pomery nadorovej a stromalnej zlozky,
ktoré sa pri NSCLC menia v zavislosti od Stadia nadoru,
ako aj od mutacnej zataze (39). Pritomnost fibroblastov
zaclenenych do sféroidu A549 zabezpecila produkciu
extraceluldrneho matrixu a s tym sivisiace zmeny
v TME. Fibroblasty st hlavnymi zlozkami nadorového
vom stimuldcie nadorovymi bunkami aktivuji na na-
dorovo asociované fibroblasty (CAF) podporujtce nie-
len rozvoj a progresiu nadoru, ale aj chemorezistenciu
(40). Produkciou vlastnych proteinov mézu remodelovat
extraceluldrny matrix a tym aj TME (41). Dokazom re-
levantnosti nasho modelu v testovani terapeutik sd aj
vysledky, kde sme heterotypické sféroidy A549/MRC5
pouZili na sledovanie cytotoxického efektu chemotera-
peutika Pemetrexed, ktoré sa v sicasnosti stale pouziva
v lie¢be neskvaméznych NSCLC. Ucinnost a cytotoxic-
ky efekt chemoterapeutika sme sledovali na viacerych
drovniach. Zistovali sme vplyv Pemetrexedu na rast sfé-
roidov prostrednictvom kontinudlneho monitorovania
rastu sféroidov. Rastové krivky jasne dokazuju retardaciu
rastu sféroidov A549/MRC5 vplyvom Pemetrexedu.
PretoZe maju tieto sféroidy velkost nad 500 pm, pred-
stavuju zdaroveri aj model avskuldrnych nddorov alebo
mikrometrastaz (35). U¢innost Pemetrexedu sme doka-
zali na proteinovej Urovni prostrednictvom western
blotu s naslednou imunodetekciou hladiny Stiepeného
PARP (Poly (ADP-ribose) polymeraza), markera apopto-
zy. PARP je enzym majuci dbélezitd dlohu v oprave
DNA, v moduldcii chromatinu, ale aj v programovanej
bunkovej smrti. Prave jeho Stiepend forma je prejavom
apoptickych procesov, v nasom pripade indukovanych
antifolatovym chemoterapeutikom. Kym v kontrolnych
sféroidoch nebol stiepeny PARP detegovatelny, zvysenu
hladinu sme pozorovali v Pemetrexedom oSetrenych
vzorkach. Cytotoxicky efekt tohto liec¢iva sme potvrdili
aj prostrednictvom konfokalnej mikroskopie, kde sme
sledovali prostrednictvom indikdtora apopxinu zmeny
v intenzite fluorescencéného Ziarenia. Opatovne sa nam
potvrdila aktivacia apoptdzy vplyvom Pemetrexedu.

V slcasnosti je v centre pozornosti tloha imunitné-
ho systému nielen v tumorigenéze a progresii ochore-
nia, ale aj v odpovedi na protinddorovi lie¢bu. Uloha
kontrolnych bodov imunitného systému a imunoterapia
zamerana na niektoré z nich je aj sicastou liecebnych
stratégii NCSLC. Vyvoj inhibitorov imunitnych kontrol-
nych bodov prostrednictvom blokujtcich protilatok na-
mierenych napr. proti CTLA-4 alebo PD-1/PD-L1 vyraz-
ne zlepsili liecbu viacerych typov nddorov. Miera
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objektivnej odpovede prostrednictvom takejto blokady
je vsak v sGcasnosti priblizne len 20 % (42 - 44).
Viaceré stidie odhalili, Ze NSCLC obsahuju rozne typy
imunitnych buniek vrdtane T-buniek, B-buniek, makrofa-
gov, NK buniek a dendritickych buniek a hustota imu-
nitnych buniek sdvisi s preZivanim pacientov (45 - 49).
Preto je potrebné zavddzat nové spolahlivé metody na
charakterizaciu imunitnej odpovede aj pri NSCLC. Pre
testovanie novych potencidlnych lie¢iv je vyhodné pra-
covat s charakterizovanymi nddorovymi epitelovymi
bunkami, kde vieme presne genetické pozadie, ako aj
typ karcinému, z ktorého bola linia pripravend. V nasom
pripade sme pripravili kokultiva¢ny imunomodel A549/
MRC5/PBMC. PBMC zahfnaju viaceré typy imunitnych
buniek vratane T-lymfocytov a B-lymfocytov, NK buniek,
monocytov a dendritickych buniek. Analyzovali sme nie-
len efekty Pemetrexedu, ale tiez sme sledovali, ¢i pri-
tomnost imunitnych buniek v tomto modeli ovplyvni
cytotoxicky efekt pouZitého chemoterapeutika v porov-
nani s modelom bez pritomnosti PBMC. Nase vysledky
ukazali, Ze PBMC su schopné prenikat dovnitra hetero-
typickych sféroidov A549/MRC5. Zaroven sme zistili, Ze
Pemetrexed zvysuje schopnost PBMC prenikat do sfé-
roidov. Nase zistenia st v silade publikovanymi vysled-
kami Okimoto a kol., 2020 (50), ktori zistili, zZe
Pemetrexed je schopny senzitizovat bunky NCSLC pro-
strednictvom moduldcie imunoregula¢nych molekdl.
Nase vysledky analyzy apoptotického signalu v tomto
modeli ukazali, Ze pri PBMC zvysuju cytotoxicky efekt
Pemetrexedu. Kombinovany experimentalny model za-
hffajlci viaceré zlozky TME - okrem nddorovych bu-
niek aj fibroblasty a imunitné bunky predstavuje experi-
mentdlny systém vhodny na testovanie Gc¢innosti novych
potencidlnych lieciv vyuZitelnych pri liecbe NSCLC.
V ére personalizovane] terapie sa do popredia dostdva
priprava nadorovych organoidov, ktoré si pripravené
priamo z nddorového tkaniva pacienta a predstavuju
systém vhodny na stratifikdciu pacientov na najicinnej-
Siu terapiu. Vyhodou je, Ze organoidy si udrziavaji mu-
tacnu zataz a zakladné charakteristiky povodného na-
dorového tkaniva a rekapitulujd nador v in vitro
podmienkach.

Zaver

TME ma zdasadnu dlohu vo vsetkych procesoch tu-
morigenézy prostrednictvom expresie Specifickych mar-
kerov, genetickych zmien a dokonca aj v odpovedi na
protinadorovd liecbu. Poznanie jeho jednotlivych stcas-
ti, ich vzajomnych vézieb a interakcii preto predstavuje
vel'mi dolezity krok nielen k presnejsej diagnostike, ale
aj k cielenej personalizovane] terapii. Sféroidy NSCLC
preukazujd viaceré fyziologické a molekulové charakte-
ristiky nddorového tkaniva a predstavuje vhodny model
na testovanie Gcinnosti novych potencidlnych lieciv. 3D
modely nadorov odrdzaju celkovid bunkovid heterogeni-
tu a plasticitu nadorov a su relevantnym pristupom
v experimentdlnej onkolégii. Vysledky naSich experi-
mentov jasne dokazujd adekvdtnost 3D modelov homo-
typickych a heterotypickych sféroidov v experimentdlne;j

onkolégii. V zavislosti od Studovanych bunkovych pro-
cesov su sféroidy vhodné na testovanie nielen signal-
nych drdh, fyzikdlno-chemickych komponentov TME, ale
aj stromadlnych zloziek, interakcii bunka-bunka, bunka-
stroma. Kokultivaénym modelom s Gcasfou imunitnej
zlozky sme zaviedli vyssi stupen experimentalnych mo-
delov umoznujici studovanie komplexnych mechaniz-
mov a vztahov v dobre definovanych modelovych sys-
témoch s inkorpordaciou viacerych bunkovych
a nebunkovych stcasti TME.*

*Tento ¢ldnok neobsahuje Ziadne Stddie na ludskych alebo zvieracich
objektoch.

Autori publikdcie vyhlasujd, Ze nemaju Ziaden konflikt zéujmov

Podakovanie. Tato prdca bola podporend z grantov VEGA2/0113/24
a VEGA2/0095/23.

Literatura

1. YANG X, LIN D. Changes of 2015 WHO Histological Classification
of Lung Cancer and the Clinical Significance. Zhongguo Fei Ai
Za Zhi 2016, 19: 332 - 336. https://doi.org/10.3779/].issn.1009-
3419.2016.06.06.

2. DE SOUSA VML, CARVALHO L. Heterogeneity in Lung
Cancer. Pathobiology 2018, 85: 96 - 107. https://doi.
org/10.1159/000487440.

3. LEE CK, BROWN C, GRALLA RJ, HIRSH V, THONGPRASERT S
et al. Impact of EGFR Inhibitor in Non-Small Cell Lung Cancer on
Progression-Free and Overall Survival: A Meta-Analysis. JNCI 2013,
105: 595 - 605. https://doi.org/10.1093/jnci/djt072.

4. SHAW AT, YEAP BY, MINO-KENUDSON M, DIGUMARTHY SR,
COSTA DB et al. Clinical Features and Outcome of Patients with
Non-Small-Cell Lung Cancer Who Harbor EML4-ALK. J Clin Oncol
2009, 27: 4247 - 4253. https://doi.org/10.1200/JC0O.2009.22.6993.

5. D’ANGELO A, SOBHANI N, CHAPMAN R, BAGBY S, BORTOLETTI
C et al. Focus on ROS1-Positive Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC): Crizotinib, Resistance Mechanisms and the Newer
Generation of Targeted Therapies. Cancers 2020, 12: 3293. https://
doi.org/10.3390/cancers12113293.

6. RIUDAVETS M, SULLIVAN I, ABDAYEM P, PLANCHARD D.
Targeting HER2 in non-small-cell lung cancer (NSCLC): a glimpse of
hope? An updated review on therapeutic strategies in NSCLC har-
bouring HER?2 alterations. ESMO Open 2021, 6: 100260. https://
doi.org/10.1016/j.esmoop.2021.100260.

7. DAVIES KD, NG TL, ESTRADA-BERNAL A, LE AT, ENNEVER PR et
al. Dramatic Response to Crizotinib in a Patient with Lung Cancer
Positive for an HLA-DRB1-MET Gene Fusion. JCO Precis Oncol
2017, 1: 1 - 6. https://doi.org/10.1200/PO.17.00117.

8. FERRER I, ZUGAZAGOITIA J, HERBERTZ S, JOHN W, PAZ-ARES L
et al. KRAS-Mutant non-small cell lung cancer: From biology to the-
rapy. Lung Cancer 2018, 124: 53 - 64. https://doi.org/10.1016/j.
lungcan.2018.07.013.

9. CHEN Z, FILLMORE CM, HAMMERMAN PS, KIM CF, WONG K-K.
Non-small-cell lung cancers: a heterogeneous set of diseases. Nat
Rev Cancer 2014, 14: 535 - 546. https://doi.org/10.1038/nrc3775.

10. MANTOVANI A, ALLAVENA P, SICA A, BALKWILL F. Cancer-
related inflammation. Nature 2008, 454: 436 - 444. https://doi.
org/10.1038/nature07205.

192

www.lekarskyobzor.sk



11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

ZHANG Y, BIAN Y, WANG Y, WANG Y, DUAN X et al. HIFI1[ is
necessary for activation and tumourlpromotion effect of cancerl
associated fibroblasts in lung cancer. ] Cell Mol Med 2021, 25: 5457
- 5469. https://doi.org/10.1111/jcmm.16556.

SEMENZA G. L. (2000). HIF-1: mediator of physiological and
pathophysiological responses to hypoxia. Journal of applied phy-
siology (Bethesda, Md. : 1985), 88 (4): 1474 - 1480. https://doi.
org/10.1152/jappl.2000.88.4.1474.

POTZL J, ROSER D, BANKEL L, HOMBERG N, GEISHAUSER A et al.
Reversal of tumor acidosis by systemic buffering reactivates NK cells
to express IFNII and induces NK cellldependent lymphoma con-
trol without other immunotherapies. Int ] Cancer 2017, 140: 2125 -
2133. https://doi.org/10.1002/ijc.30646.

VAUPEL P, MULTHOFF G. Adenosine can thwart antitumor immune
responses elicited by radiotherapy. Strahlenther Onkol 2016, 192:
279 - 287. https://doi.org/10.1007/s00066-016-0948-1.

MORITA T, NAGAKI T, FUKUDA |, OKUMURA K. Clastogenicity
of low pH to various cultured mammalian cells. Mutat Res -
Fundam Mol Mech Mutagen 1992, 268: 297 - 305. https://doi.
org/10.1016/0027-5107(92)90235-T.

PASTOREK J, PASTOREKOVA S. Hypoxia-induced carbonic anhyd-
rase IX as a target for cancer therapy: from biology to clinical
use. Seminars in cancer biology 2015, 31: 52 - 64. https://doi.
org/10.1016/j.semcancer.2014.08.002.

SVASTOVA E, HULIKOVA A, RAFAJOVA M, ZAT'OVICOVA M, et al.
Hypoxia activates the capacity of tumor-associated carbonic anhyd-
rase IX to acidify extracellular pH. FEBS letters 2004, 577 (3): 439 -
445. https://doi.org/10.1016/j febslet.2004.10.043.

WYKOFF CC, BEASLEY NJ, WATSON PH, et al. Hypoxia-inducible
expression of tumor-associated carbonic anhydrases. Cancer rese-
arch 2000, 60 (24): 7075 - 7083.

KON-NO H, ISHII G, NAGAI K, YOSHIDA J, NISHIMURA M, et
al. Carbonic anhydrase IX expression is associated with tumor
progression and a poor prognosis of lung adenocarcinoma. Lung
Cancer 2006, 54: 409 - 418. https://doi.org/10.1016/j.lung-
can.2006.08.017.

HUSSAIN SA, GANESAN R, REYNOLDS G, GROSS L, STEVENS A
et al. Hypoxia-regulated carbonic anhydrase IX expression is asso-
ciated with poor survival in patients with invasive breast cancer.
Br J Cancer 2007, 96: 104 - 109. https://doi.org/10.1038/sj.b-
j€.6603530.

SIMI L, VENTURINI G, MALENTACCHI F, GELMINI S, ANDREANI
M et al. Quantitative analysis of carbonic anhydrase IX mRNA in
human non-small cell lung cancer. Lung Cancer 2006, 52: 59 - 66.
https://doi.org/10.1016/j.lungcan.2005.11.017.

KIMSJ, RABBANI ZN, VOLLMER RT, SCHREIBER E-G, OOSTERWIJK
E et al. Carbonic Anhydrase IX in Early-Stage Non - Small Cell Lung
Cancer. Clin Cancer Res 2004, 10: 7925 - 7933. https://doi.
org/10.1158/1078-0432.CCR-04-0636.

LEE JH, PARK WY, JEONG SM, LEE MK, KIM YD et al. Relationship
between the Endogenous Hypoxic Markers Hypoxia Inducible
Factor-1l, Carbonic Anhydrase 1X, and Epithelial Mesenchymal
Transition Regulator TWIST Expression in Non-small Cell Lung
Cancer. Korean J Pathol 2010, 44: 469 - 476. https://doi.
org/10.4132/Korean]Pathol.2010.44.5.469.

ANDERSEN S, EILERTSEN M, DONNEM T, AL-SHIBLI K, AL-SAAD
S et al. Diverging prognostic impacts of hypoxic markers according
to NSCLC histology. Lung Cancer 2011, 72: 294 - 302. https://doi.
org/10.1016/j.lungcan.2010.10.006.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

GOLDMAN M), CRAFT B, HASTIE M, REPECKA K, et al. Visualizing
and interpreting cancer genomics data via the Xena platform. Nature
biotechnology 2020, 38 (6): 675 - 678. https://doi.org/10.1038/
s41587-020-0546-8.

NEELAKANTAN D, DRASIN DJ, FORD HL. Intratumoral heteroge-
neity: Clonal cooperation in epithelial-to-mesenchymal transition
and metastasis. Cell Adhesion & Migration. 2015, 9 (4): 265 - 276.
Doi 10.4161/19336918.2014.972761.

DUVAL K, GROVER H, HAN LH, MOU Y, PEGORARO AF et al.
Modeling physiological events in 2D vs. 3D cell culture. Physiology
(Bethesda) 2017, 32: 266 - 277. https://doi. org/10.1152/phys-
i0.00036.2016.

Wu Z, Xu B, He Q, Hu Z, Yu Z. Tetrastigma hemsleyanum Ethanolic
Extract Inhibited the Growth of Nonsmall Cell Lung Cancer Cells by
Suppressing Hypoxia-Inducible Factor-1-Dependent Glycolysis and
Angiogenesis. Natural Product Communications. 2023, 18 (1). DOI:
10.1177/1934578X221142796

HUANG Y, CHEN Z, LU T et al. HIF-10 switches the functionality of
TGF-l signaling via changing the partners of smads to drive glucose
metabolic reprogramming in non-small cell lung cancer. J Exp Clin
Cancer Res 2021, 40: 398. https://doi.org/10.1186/513046-021-
02188-y.

MORENO ROIG E, GROOT AJ, YAROMINA A, et al. HIF-10 and
HIF-21 Differently Regulate the Radiation Sensitivity of NSCLC Cells.
Cells 2019, 8, 45. https://doi.org/10.3390/cells8010045.

COSTA EC, MOREIRA AF, DE MELO-DIOGO D, GASPAR VM,
CARVALHO MP, et al. 3D tumor spheroids: an overview on the
tools and techniques used for their analysis. Biotechnol Adv 2016,
34: 1427 - 1441. https://doi. org/10.1016/j.biotechadv.2016.11.002.
IMAMURA 'Y, MUKOHARA T, SHIMONO Y, FUNAKOSHI Y,
CHAYAHARA N, et al. Comparison of 2D- and 3D-culture models as
drug-testing platforms in breast cancer. Oncol Rep 2015, 33: 1837 -
1843. https://doi.org/10.3892/ 0r.2015.3767.

KIM JB. Three-dimensional tissue culture models in cancer biology.
Semin Cancer Biol 2005, 15: 365 - 377. https://doi. org/10.1016/j.
semcancer.2005.05.002.

FANG Y, EGLEN RM. Three-Dimensional Cell Cultures in Drug
Discovery and Development. SLAS Discov 2017, 22: 456 - 472.
https://doi.org/10.1177/1087057117696795.

RODRIGUES T, KUNDU B, SILVA-CORREIA ], KUNDU SC,
OLIVEIRA JM et al. Emerging tumor spheroids technologies for 3D
in vitro cancer modeling. Pharmacol Ther 2018, 184: 201 - 211.
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2017.10.018.

CAWKILL D, EAGLESTONE SS. Evolution of cell-based reagent pro-
vision. Drug Discov Today 2007; 12: 820 - 825. DOI: 10.1016/j.dru-
dis.2007.08.014.

LEE J, CUDDIHY M]J, KOTOV NA. Three-dimensional cell culture
matrices: state of the art. Tissue Eng Part B Rev 2008, 14: 61 - 86.
DOI: 10.1089/teb.2007.0150.

YAMADA K, CUKIERMAN E. Modeling tissue morphogenesis
and cancer in 3D. Cell 2007, 130: 601 - 610. DOI: 10.1016/j.
cell.2007.08.006.

HU H, PIOTROWSKA Z, HARE PJ, CHEN H, MULVEY HE, et al.
Three subtypes of lung cancer fibroblasts define distinct therapeu-
tic paradigms. Cancer Cell 2021, 39: 1531 - 1547.e10. https://doi.
org/10.1016/j.ccell.2021.09.003.

SOCOVICH AM., NABA A. The cancer matrisome: From compre-
hensive characterization to biomarker discovery. Semin. Cell Dev
Biol 2019, 89: 157 - 166. DOI: 10.1016/j.semcdb.2018.06.005.

www.lekarskyobzor.sk

193



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

CARTER EP, ROOZITALAB R, GIBSON SV, GROSE RP. Tumour
microenvironment 3D-modelling: simplicity to complexity and back
again. Trends in cancer 2021, 7 (11): 1033 - 1046. https://doi.
org/10.1016/j.trecan.2021.06.009.

TOPALIAN SL, HODI FS, BRAHMER JR, GETTINGER SN, SMITH
DC, MCDERMOTT DF, et al. Safety, activity, and immune correlates
of anti - PD-1 antibody in cancer. N Engl ] Med 2012, 366: 2443.
DOI: 10.1056/NEJM0a1200690.

BRAHMER JR, DRAKE CG, WOLLNER I, POWDERLY JD, PICUS J,
SHARFMAN WH, et al. Phase | study of single-agent anti-program-
med death-1 (MDX-1106) in refractory solid tumors: safety, clini-
cal activity, pharmacodynamics, and immunologic correlates. J Clin
Oncol 2010, 28: 3167. DOI: 10.1200/)C0O.2009.26.7609.
SANTARPIA M, GIOVANNETTI E, ROLFO C, KARACHALIOU N,
GONZALEZ-CAO M, ALTAVILLA G, et al. Recent developments in
the use of immunotherapy in non-small cell lung cancer. Expert Rev
Respir Med 2016, 10: 781. DOI: 10.1080/17476348.2016.1182866.
AL-SHIBLI KI, DONNEM T, AL-SAAD S, PERSSON M, BREMNES
RM, BUSUND LT. Prognostic effect of epithelial and stromal lym-
phocyte infiltration in non-small cell lung cancer. Clin Cancer Res
2008, 14: 5220. DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-08-0133.
DIEU-NOSJEAN MC, ANTOINE M, DANEL C, HEUDES D, WISLEZ
M, POULOT V, et al. Long-term survival for patients with non-small-
-cell lung cancer with intratumoral lymphoid structures. J Clin Oncol
2008, 26: 4410. DOI: 10.1200/)JC0O.2007.15.0284.

OHRI CM, SHIKOTRA A, GREEN RH, WALLER DA, BRADDING
P. Macrophages within NSCLC tumour islets are predominantly of
a cytotoxic M1 phenotype associated with extended survival. Eur
Respir J 2009, 33: 118. DOI: 10.1183/09031936.00065708.

48.

49.

50.

AL-SHIBLI K, AL-SAAD S, DONNEM T, PERSSON M, BREMNES
RM, BUSUND LT. The prognostic value of intraepithelial and
stromal innate immune system cells in non-small cell lung car-
cinoma. Histopathology 2009, 55: 301. DOI: 10.1111/j.1365-
-2559.2009.03379.x.

SCHALPER KA, BROWN ], CARVAJAL-HAUSDORF D,
MCLAUGHLIN J, VELCHETI V, SYRIGOS KN, et al. Objective mea-
surement and clinical significance of TILs in non - small cell lung
cancer. JNCI J Natl Cancer Inst 2015, 107. DOI: dju435. 10.1093/
jnci/dju435.

OKIMOTO T, KOTANI H, IIDA Y, KOYANAGI A, TANINO R,
TSUBATA Y, ISOBE T, HARADA M. Pemetrexed sensitizes human
lung cancer cells to cytotoxic immune cells. Cancer Sci 2020, 111
(6): 1910-1920. DOI: 10.1111/cas.14401.

Do redakcie doslo 14. 2. 2025.

Adresa pre koreSpondenciu:

RNDr. Monika Barathova, PhD.

Virologicky tstav BMC SAV

Dubravska cesta 9
845 05 Bratislava

194

www.lekarskyobzor.sk



