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Nova generacia metodickych pristupov k sekvenovaniu odhalila v nadoroch neo¢akavani komplexitu a genomické alteracie spojené s jednot-
livymi podtypmi nadorov. Tato diverzita existuje nielen medzi jednotlivymi typmi nadorov, ale aj medzi nadormi rovnakého histologického
podtypu, a aj medzi podskupinami buniek v ramci jedného nadoru. Sihrnne sa tento fenomén oznacuje ako nadorova heterogenita. Bez
ohladu na jej priciny a mechanizmy vzniku ma velky dosah v klinickej praxi. Geneticka, fenotypova a expresna diverzita nadorov je klticova
pre u¢innu lie¢bu nadorov, a ma aj doélezity vyznam v ich prognéze. Intratumoralna heterogenita ma klu¢ovu ulohu aj vo vnutornej aj ziska-
nej rezistencii na cytotoxicku aj cielent lie¢bu. V prehladnom ¢lanku sa venujeme mechanizmom vzniku intratumoralnej a intertumoralnej
heterogenity a ich vztahu k liekovej rezistencii. Porozumenie mechanizmom a ¢asopriestorovej dynamike heterogenity pred terapiou a po-
cas nej je dolezité na dosiahnutie moznosti nadizajnovat individualizované lie¢ebné protokoly vhodné v danom molekularnom kontexte.
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Tumor Heterogeneity and Drug Resistance

New generation of sequencing methodologies revealed unexpected complexity and genomic alterations linked with the tumor subtypes.
This diversity exists across the tumor types, histologic tumor subtypes and subsets of the tumor cells within the same tumor. This phe-
nomenon is termed tumor heterogeneity. Regardless of its origin and mechanisms of development it has a major impact in the clinical
setting. Genetic, phenotypic and expression pattern diversity of tumors plays critical role in the selection of suitable treatment and also
in the prognosis prediction. Intratumoral heterogeneity plays a key role in the intrinsic and acquired chemoresistance to cytotoxic and
targeted therapies. In this review we focus on the mechanisms of intratumoral and intertumoral heterogeneity and their relationship
to the drug resistance. Understanding of the mechanisms and spatiotemporal dynamics of tumor heterogeneity development before

and during the therapy is important for the ability to design individual treatment protocols suitable in the given molecular context.
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Uvod

Nadorova heterogenita

Nadory jednotlivych organov boli podla
neustdle zloZitejSej taxondmie klasifikované na
mnohé konkrétne histologické podtypy. V rdm-
ci tychto zdanlivo homogénnych skupin viak
konkrétne nadory obsahuju rézne populdcie
nadorovych buniek, ktoré sa odliSuju mnohymi
dolezitymi specifickymi znakmi, napriklad klono-
genicitou a invazivnym potencidlom. Odlisnosti
existuju aj medzi nadormi rovnakého podtypu,
atiez v rdmci jedného nadoru v jednotlivych je-
ho ¢astiach. SU sposobené vnutornymi faktormi
a mechanizmami vyvoja nadorovych buniek (in-
tratumoralna heterogenita), ale aj faktormi, ktoré
prispievaju k heterogenite medzi nddormirovna-
kého podtypu (intertumoralna heterogenita) (1).
Priamymi dosledkami nddorovej heterogenity je
velmiindividudlna odpoved na zvolenu protiné-

dorovu lie¢bu. Zérover tak dostavame odpoved

na otazku, prec¢o po pociato¢nej odpovedi na
cielené lie¢ivd dochadza takmer nevyhnutne
k rekurencii nddoru. Mechanizmus zahfiia kom-
binovanie viacerych biologickych fenoménov
a vyvija sa polyklondlna liekova rezistencia (2, 3).
Je velmi doleZité porozumiet biologickym prici-
nam odlisnosti nddorov a jednotlivych populacif

nadorovych buniek v rdmci jednej malignity, pre-
toze to povedie k odhaleniu novych spbsobov
kombinovania lie¢ebnych stratégif (4).

Vnutrobunkové mechanizmy vzniku
heterogenity

Ak by za vznik nddoru bola zodpovedna
jedina bunka, v nddore by neexistovala intratu-
moralna heterogenita, vietky nadorové bunky
by boli identické. Existuje mnoho faktorov, ktoré
ovplyvauju intratumordlnu heterogenitu, ¢ize
ako sa vzajomne lisia jednotlivé populécie buniek
v rdmcijedného nédoru. Jednym z nich je klonal-
na evollcia nadoru, ked'v néddore, ktory vzniké zo
spoloc¢nej prekurzorovej bunky, delenim docha-
dza k objaveniu sa klonov s odlinymi mutaciami.
Genetické faktory zodpovedaju nielen za klondinu
evollciu nddoru, ale aj za selektivne vyradenie
(selective sweep) urcitych klonov nddorovych
buniek po pouZitf terapie. V nadore sa tak vy-
razne zmeni zloZenie a zostavaju preferencne
klony, ktoré boli na lie¢bu rezistentné od zaciatky,
alebo klony nddorovych buniek, v ktorych doslo
ku genetickym zmendm veducim k rezistencii
(5). K intratumorélnej heterogenite prispieva aj
odlidna metylacia v promotorovych oblastiach
génov, ktord vedie k epigeneticky podmienenej
odli$nosti medzi nadorovymi bunkami v ramci
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jedného nadoru. V modeli, ktory predpoklada
existenciu nddorovych kmenovych buniek, tak-
tieZz moze dochadzat ku klondlnej evoldcii, ktord
viak zasahuje len nddorové kmenové bunky.
Nadorové kmenové bunky maju schopnost se-
baobnovy a davaju vznik mnohym typom dife-
rencovanych buniek v nddore. Obe tedrie vzniku
nadorov a nadorovej heterogenity sa vzajomne
dopliaju a v sticasnosti sa Uz nepovazujl za
vzajomne sa vylucujuce. Zdrojom heterogenity
je potom prave urcita hierarchickd organizacia
buniek v rdmci nadoru, ked ¢asto minoritné na-
dorové kmerniové bunky davaju vznik diferen-
covanym majoritnym populaciam nadorovych
buniek (vdc¢sine naddorovej masy — tumor bulk)
(6). Intratumoralnu heterogenitu dalej ovplyviuje
n&dorové mikroprostredie. Nadorova stréma je
v rdmci nédoru a v jeho bezprostrednom okolf
distribuovand nerovnomerne. Invazivne okra-
je nadoru su v priamom a najuzsom kontakte
s faktormi z nddorovej strémy. Bezprostredne
susediace okolie nddoru, nddorové mikroprostre-
die, a to konkrétne typy buniek, napriklad myo-
fibroblasty a bunky imunitného systému, ale aj
solubilné faktory tymito bunkami produkované,
dokazu indukovat mnohé biologické zmeny v di-
ferencovanych bunkéch vratane posunu smerom
k nddorovym kmenovym bunkdm (7).
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Vonkajsie faktory prispievajuce
k heterogenite nadorov

Dalsim typom nadorovej heterogenity je
vzajomna rozdielnost nddorov jedného organu
a oznacuje sa ako intertumoralna heterogenita.
Napriklad pri meduloblastome, jednom z najcastej-
Sich pediatrickych mozgovych nadorov, sa podarilo
na zéklade odlidenia molekuldrmych podtypov
ndjst dva rézne typy buniek, z ktorych medulo-
blastémy moézu vznikat.V pripade, Ze je aberantne
aktivovand signalna drdha SHH (sonic hedgehog),
vznikaju tieto nddory z prekurzorovych buniek
cereberdlnych granuldrnych neurénov a maju
horsiu prognoézu ako tie, v ktorych je aktivovana
signdlna draha Wnt. Tieto nddory vznikaju z neu-
ralnych prekurzorov buniek mozgového kmena
a ich progndza je lepsia. Prikladom intertumo-
ralnej odlisSnosti danej genetickymi faktormi su
rozne podtypy nadorov hrubého creva. Nadory
s mikrosatelitovou instabilitou (MSI — microsatel-
lite instability) su asociované s mutdciami v BRAF
onkogéne. Nadory hrubého ¢reva s chromozomal-
nou instabilitou (CIN — chromosomal instability)
sU asociované s mutdciami v onkogénoch KRAS
a APC. Nielen tieto genetické odlisnosti, ale aj epi-
genetické zmeny vytvaraju metylacné fenotypy
tychto nadorov. Dalsim prikladom heterogenity
sposobenej genetickymi faktormi je rozlisovanie
karcinémov mliecnej Zlazy podla expresie kon-
krétneho markerového aj terapeutického ciela,
akymi su receptory pre estrogén (ER-pozitivne
podtypy) a hladina receptora epidermalneho
rastového faktora typu 2 (Her2). Inym zdrojom
heterogenity v nddoroch je ovplyvnenie fenotypu
nadorovych kmeriovych buniek signdlnou drdhou
TGF-B v karcindmoch mliecnej Zlazy. Aktivécia tejto
drahy v bazélnom podtype nadorov vedie k zvy-
Seniu markerov nddorovych kmenovych buniek.
Konkrétne charakteristiky nddorovych kmenovych
buniek a ich ,podpisy” (cancer stem cell signa-
tures) su asociované s omnoho horsou prognézou
vyvoja ochorenia. Aktivacia TGF-(3 signalizécie v od-
lisnom podtype, v lumindlnych nddoroch markery
afenotyp nadorovych kmenovych buniek znizuje.
Jednotlivé podtypy nddorov sa daju odlfSit aj na
zéklade markerov exprimovanych v nddorovej stré-
me, takzvaného stromalneho podpisu (stromal
signature). SUhrn a hladina expresie urcitych znakov
v strdme potom suvisf s prognézou vyvoja ochore-
nia (SDPP — stroma-derived prognostic profile) (1).

Samotna existencia heterogenity, bez ohla-
du na priciny jej vzniku, mé zavazné dosledky na
klinicku prax. V pripade intratumoralnej hetero-
genity je detekcia onkogénnej mutacie priamo
ur¢ujuca na rozhodnutie o lie¢be. Pritomnost
mutacie moze sice na jednej strane predpovedat
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Obrdzok 1. Mechanizmy chemorezistencie nadorovych buniek. U¢innost terapie pri konkrétnych
nadorovych bunkéach ovplyvhuje viacero mechanizmov, ktoré v réznych kombinacidch prispievaju

k vyvoju polyklonalnej liekovej rezistencie.
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neucinnost konkrétnej terapie (mutacie KRAS pri
inhibitoroch EGFR signalizacie). Na druhej strane
viak identifikicia onkogénnej aberécie, ktord je
rozhodujucim driverom konkrétneho typu nddoru
(mutdcia BRAF pri melandme), umozriuje cielenym
nasmerovanim liecby Gcinne zasiahnut. Pri uvazo-
vani o diagnostike je rozhodnutie o terapeutickom
ovplyvnenf velmi obmedzované heterogenitou,
pretoze preskimana vzorka nddoru nedava Uplny
reprezentativny obraz nddoru. Prelomova préca
pri genetickej analyze mnohych oblasti rendlneho
karcindmu, ktord umoznil technologicky pokrok
a metddy sekvenovania druhej generdcie, ukazala
neocakdavany rozsah nddorovej heterogenity. Az
60 % identifikovanych somatickych mutécii ne-
bolo zastlpenych vo vietkych vzorkach jedného
nadoru z rdznych jeho Casti (8). Terapeutickd odpo-
ved'je vyrazne ovplyvnena heterogenitou nadoru,
cielend lieCba vdaka svojej vysokej selektivite ¢asto
zlyhdva pri $pecifickych genetickych zmenach
cielovych molekdl. Pri vytvoreni selekéného tla-
ku, napriklad pri aplikacii terapie, sa nevyhnutne
selektuju najzivotaschopnejsie — najrezistentnejsie
klony, ktoré preZivaju a za¢nu expandovat, ¢o sa
potom klinicky manifestuje ako relaps nadoru.
V kontexte biolégie nadorovych kmenovych bu-
niek sa zd3, Ze terapia selektuje vysoko rezistent-
né klony, ktoré boli v nddore zastupené uz pred
nasadenim terapie. Vseobecne sa predpoklada,
Ze naddorové kmenové bunky su rezistentnejsie
na mnohé typy lieciv, ako sme potvrdili aj my na
modeli meduldmeho tyroidného karcindmu (9).
Toto ma zévazny vplyv v klinickej praxi, kde by
prioritou pri dizajnovani novych lie¢iv malo byt
monitorovanie efektu, a tiez redukcia populacie
nadorovych kmenovych buniek.

Mechanizmy chemorezistencie
nadorovych buniek a nddorovych
kmenovych buniek

Cielom kazdej protinadorovej liecby je selek-
tivne zabit nddorové bunky zasiahnutim ich klu-
Covych biologickych vlastnosti, ktoré im umozru-
jU udrzanie tumorigenicity a progresiu maligneho

ochorenia. Nadorové bunky vsak neutralizuju
efekt cytotoxickych ltok celou skdlou mnohokrét
sa prekryvajucich mechanizmov (obrazok 1).

V zékladnom rozdeleni pozname primérnu
a sekundérnu rezistenciu. Primarna rezistencia je
vrodeng, je dana pre konkrétny typ buniek, ktoré
maju cely rad mechanizmov, ktoré ich robia re-
zistentnymi. Primdrna rezistencia je zodpovedna
za zlyhanie terapie v prvej faze, ked dané lieci-
vo na takéto bunky nie je schopné Ucinkovat.
Naopak, sekundérna rezistencia sa vyvija pocas
terapie v prvej faze, bunky na terapiu reaguju
a rezistencia sa vyvija ¢asom.

Medzi najdoleZitejSie mechanizmy rezisten-
cie, ktord sa vyvinula pocas lie¢by pacientov, patri:
aberantna oprava DNA,
aberantné signdlne drahy bunkovej smrti,
drug efflux — vyluc¢ovanie liekov z bunky,
zniZzena penetracia lieciva do bunky,
rezistencia na apoptdzu a invazivita induko-
vand hypoxiou,

vk W

zmeny v metabolizme lieciv,

~N o

autofagia a iné.

Aberantnd oprava poskodenej DNA ma vy-
znamnu Ulohu pri sekundarnej rezistencii buniek
voci chemoterapii. Pri chemoterapii obsahujlcej
platinové derivéty sa tvoria vdzby s bdzamiv DNA
a vytvdraju kovalentné mostiky, ktoré zastavuju
replikaciu DNA. To nésledne vedie k apoptdze bun-
ky. Pri oprave tohto typu poskodeni DNA zohrava
vyznamnu ulohu nukleotidova excizna oprava
a homologicka rekombinacia, ktoré su primarnym
mechanizmom DNA opravy po pdsobeni platino-
vych zlicenin. Bunka sa takymto spdsobom stéva
rezistentnou proti podsobeniu cisplatiny, kedZe sa
vie s poskodenou DNA vyrovnat.

Bunkova smrt —apoptdza je velmi komplexny
proces a je kontrolovana viacerymi signalnymi
drdhami.V pripade nddorovych buniek dochadza
k Uniku pred apoptézou, ¢o mé za nasledok rast
nadoru a aj rezistenciu na protinddorovu liecbu.
To je zabezpelené pomocou aberantnej expre-
sie IAPs (z angl. Inhibitor of Apoptosis Proteins).
Hladina tychto protefnov v bunkach je silne kon-



Obrdzok 2. Mezenchymové stromdlne bunky (MSB) ovplyviiuju citlivost na chemoterapiu cisplatinou

MSB v reakcii na posobenie cisplatiny produkuju parakrinné faktory, ktoré st uz v malych mnozstvéach schopné

sprostredkovat rezistenciu nadorovych buniek na cytotoxické ucinky chemoterapie. Vysledkom je rezistencia

nadorovych buniek vyvoland parakrinnym okolim a stromalnou zlozkou nddoru (nddorovym mikroprostredim).

A) Modelovanie heterogenity nddorov kombinovanim malignych a nemalignych buniek.

B) Fluorescen¢ny obraz heterogénnej sféroidnej kultury. NucLighRed-MDA231 (¢ervené) bunky boli zmiesané
s EGFP-MSB (zelené) a kultivované 5 dni v neadherentnych podmienkach — 3D sféroidy.

<)

Vyhodnotenie Uc¢inku chemoterapeutika porovnanim objemu sféroidov. MSB sme opracovali zvolenym

lie¢ivom 20 hodin pred zacatim experimentu. Fluorescencne znac¢ené nadorové bunky odvodené z kar-
cinému prsnika MDA231 sme potom ovplyvnili chemoterapeutikom bez pritomnosti a v pritomnosti
MSB-sekretovanych latok v neadherentnej 3D kulture in vitro. V pritomnosti MSB-produkovanych faktorov

je inhibovanie sféroidov mensie.
D)

Stanovenie hladiny ATP luminiscen¢nou metédou (Luminescent Viability Assay, Promega Corporation,

Madison, WI) ukdzalo, Ze v pritomnosti MSB je toxicita cisplatiny a doxorubicinu vyrazne niZsia. PAC - pa-
klitaxel, CisPt — cisplatina, DOX — doxorubicin. Nase vysledky zdéraznuju potrebu vyuzivania komplexnych

heterogénnych modelov a ukazuju moznosti vyuzitia pokrocilych metdd kultivacie buniek pri testovani
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trolovand na transkrip¢nej a aj posttranskripénej
drovni. Dalsim délezZitym proteinom v kontrole
apoptdzy je protein p53, ktory je povazovany
za klucovy nadorovy supresor, jeho inaktivacia
je ¢asto spojend s nadorovym ochorenim (10).
Vylucovanie liekov z bunky je proces evoluc-
ne konzervovany od baktérif az po bunky ludské.
Zastupcovia rodiny ATP-viazucich kaziet (ABC) su
lokalizovanf{ v plazmatickej membrane buniek.
ZUc&astiuju sa na transporte réznych Struktdr-
ne a funk¢ne odlisnych substratov cez bunkovu
membranu. Rovnakym mechanizmom prispieva-
ju aj k efluxu protinddorovych lie¢iv znddorovych
buniek. Najlepsie charakterizovanym transmem-
branovym proteinom je P-glykoprotein, ktory je
produktom génu MDR], ktory je stcastou rodiny
génov MDR (11). Vyznamnu ulohu v rezistencii
nadorovych buniek maju aj MRP1 a BCRP prote-

iny. Tkaniva, ktoré za fyziologickych podmienok
neexprimujui MRP1, ako su bunky pluc, tkanivo
prsnika a prostaty, su rezistentné proti chemo-
terapeutikdm v dosledku expresie pribuznych
transportérov MRP1 a BCRP. BCRP chrdni normal-
ne bunky pred Ucinkom toxinov a je exprimova-
ny v kmenovych bunkdch. MnoZstvo klinickych
studif ukdzalo, ze zvysend expresia niektorych
ztychto transportérov v nddorovych bunkach je
zodpovedna za zIU klinickd prognézu (12).
ZniZena penetracia lie¢iva do bunky je dalsim
kli¢ovym mechanizmom, ktorym sa bunka brani
cytotoxickym Ucinkom chemoterapie. Tento me-
chanizmus je dolezity hlavne pri chemoterapeu-
tikach, ktoré priamo zasahuju DNA (mitomycin C,
cisplatina). Rezistencia na tieto liecivé vzniké bud
redukovanim mnozstva lie¢iva v bunke, alebo uz
spominanou zvysenou opravou DNA.
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Rezistencia na apoptdzu a invazivita induko-
vand hypoxiou su dalsou vlastnostou nddorovych
buniek, ktoré stitymto spbdsobom schopné uniknut
apoptdze — programovanej bunkovej smrti. Ide
o mnohopocetné defekty na rozli¢nych drovniach
signalnych drah kontrolujucich apoptézu buniek.
Epitelové nddorové bunky vdaka epitelidino-me-
zenchymélnemu prechodu (EMT) nadobudaju
mezenchymdlny fenotyp a menia sa na bunky
s vlastnostami kmeriovych buniek, ¢o umoziuje
ich disemindciu z primdrneho tumoru a tvorbu
metastdz. Hypoxia potlaca expresiu E-kadherinu,
azaroven podporuje tvorbu MMP-2 proteindzy, ¢im
vyrazne pomaha migracii nddorovych buniek (13).

Zmeny v metabolizme lie¢iv maju za na-
sledok, ze liecivo je modifikované, ¢iasto¢ne
degradované, alebo vytvédra komplex s inymi
molekulami alebo proteinmi, ktoré zabezpeluju
nevyhnutnu aktivaciu lieciva na ucinnu latku.
LieCivo sa tak stava neucinné.

Autofdgia hra tlohu pri preZivani organizmu
v ¢ase hladovania alebo pri obnove poskode-
nych organel, ako aj v procese programovanej
smrti buniek. Autofégia zac¢ina vznikom autofa-
gickych vakuol (autofagozémov), ktoré pohlcuji
cielovt organelu, spajaju sa s lyzozémom, ¢im
vznikd autolyzozém. DéleZitym reguldtorom
autofagickej smrti st Bcl-2 proteiny. Autofégia
moze byt alternativnou programovanou smrtou
v bunkéch, ktoré maju zvysené antiapoptotické
Bcl-2 a znizené proapoptotické Bax/Bak. Takisto
sa autofagia potvrdila v bunkéch v pritomnosti
kaspazovych inhibitorov.

Nase porozumenie molekuldrnym udalos-
tiam, ktoré vedu k zlyhaniu liecby, sa v sticasnosti
vyrazne prehlbilo vdaka novym technikdm geno-
mickej analyzy a predklinickému modelovaniu
(14). Intratumorélna nddorova heterogenita je
jednym z prominentnych faktorov, ktoré vedu
k zlyhaniu terapie. Ukazuje sa ¢oraz zretelnejsie,
Ze individudlne nadory ziskavaju rezistenciu cez
viacero mechanizmov simultanne, ¢o sa oznacuje
ako polyklondlna rezistencia. Preto aj liecba, ktora
sa zameriava na prekonanie jedného mecha-
nizmu rezistencie, méze priniest len limitova-
ny uspech. V sucasnosti pri lie¢be naddorovych
ochorenf je odporucand kombinovana terapia,
ktord do urcitej miery zabrani vzniku sekundarnej
rezistencie nadorovych buniek. Taktiez kombino-
vana terapia zasahujlca viaceré funkéne odlisné
ciele v bunke je U¢innejsia ako monoterapia sa-
motnd. Na kombinovanie terapie je potrebné
navrhnut klinické studie so sekven¢nou analyzou
nadorového materidlu, aby sme ziskali lepi obraz
o funkénych vztahoch medzi klonmi a subpopu-
ldciami v nddore a ich vyvojom pocas liecby (15).
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Vplyv stromy na chemorezistenciu
nadorovych buniek

Nédorové mikroprostredie vyrazne prispieva
k ovplyvneniu odpovede nadorovych buniek
na lie¢bu (16). V nasej experimentalnej praci sa
zameriavame na objasnenie biologickych me-
chanizmov vzajomného pésobenia mezenchy-
movych stromalnych buniek, ktoré reprezentuju
nemalignu zloZku nddorového mikroprostredia,
a nadorovych buniek (17). Experimenty potvrdili
ovplyvnenie na mnohych urovniach nédorovej
bioldgie vratane chemorezistencie (18). Nasou
snahou je analyzovat mechanizmy ovplyvnenia
na pokrocilych komplexnych modeloch pri kul-
tivacii sféroidov v 3D podmienkach, ktoré umoz-
nuju prostrednictvom dvoch fluorescencne odli-
senych populdcii buniek kinetického sledovania
ich odpovede (obrazok 2). V experimentalnych
modeloch pracujeme s bunkovou liniou od-
vodenou z karcinému prsnika MDA231 expri-
mujucou Cerveny fluorescencny protein v jadre
v kombindcii s mezenchymovymi stromalnymi
bunkami znacenymi zelenym fluorescencnym
protefnom v cytoplazme. Kinetické sledovanie
umoznuje pristroj Incucyte ZOOM FLR, vdaka
ktorému vieme vyhodnocovat vzdjomné pdso-
benie a ovplyvnenie nddorovych a stromélnych
buniek, a po pridani chemoterapeutik aj mode-
lovat cytotoxické pdsobenie na 3D kultdrach na
obe zlozky, malignu aj nemalignu.

Zaver

Poznanie komplexnych vztahov medzi
nadorovymi bunkami a ich mikroprostredim,
a mechanizmoy, ktoré sa po ovplyvnenf lie¢ivom
spustaju v oboch zlozkédch nadoru, je dolezité
pre odhalenie dosial nezndmych mechanizmov
liekovej rezistencie. Zaroven tym ziskavame
moznost ovplyvnit tieto procesy v prospech

ucinnejSej kombinovanej terapie, ktord zasa-
huje rychlo sa deliace populacie nddorovych
buniek, dormantné naddorové kmeriové bunky,
a tiez bunky naddorového mikroprostredia a jeho
stromalnu zlozku.
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