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Seznam zkratek

Zkratky gena analyzovanych v ramci arrayi jsou uvedeny v piiloze 1.
Do &eského jazyka byly prcloZeny ty zkratky, které neméni pfekladem vyznam.
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1. Uvod

1 Uved

Karcinom prsu je druhé ncjéastéjsi maligni oncmocnéni zen v CR. V roce 2002 bylo
diagnostikovano 5378 novych pripada (roéenka UZIS 2005, CR) . Celych 16 % tmirti
Jen na zhoubné nadory je zapficinéno pravé karcinomem prsu. Incidence v Ceské
republice, podobné jako v jinych zemich, je trvale rostouci - v obdobi 1990-2000
stoupla o vice nez 30 % na soucasnych 112/100000 Zen. Za pfiznivé trendy je vSak
mozné¢ povaZovat zvyiujici sc podil pacientck nizSich klinickych stadii a sniZeni

umrtnosti [Novotny ef al. 2005]

V soudasnosti je znama fada faktoru, které jsou spojeny se zvy$enym rizikem vzniku
karcinomu prsu. Patii scm faktory genetické (zejména vyskyt karcinomu prsu v rodiné),
hormonalni (dlouhodobé pusobeni estrogennich hormonti na prsni Zlazu), nutriéni

(nadbytek tuktl v potravé, obezita) a faktory vnéjdiho prostiedi.

Nejcast&j$imi  zhoubnymi nadory prsu jsou epitelidlni ndadory - karcinomy.
Adenokarcinom - nador ze Zlazového epitelu - je zdaleka nejéastéj$i maligni nador prsu
a mizZe byt pivodu duktilniho (90 %), lobularniho (5 %) nebo smidené¢ho (5 %).

Naopak nadory mezenchymalniho puvodu - sarkomy - jsou vzacné.

Studium prsnich Karcinom probiha, kromé pfimé analyzy nadorovych tkéni, i na
tkafiovych kulturach. Kultivace primarnich cpitclialnich bunék z individualnich
solidnich primarnich nadord mlééné Zlazy je obtiZna. Rada poznatki o patogenezi a
vyvoji lidského karcinomu prsu byla proto ziskana ze studii permanentnich bunéénych
linii, které poskytuji ncomezeny zdroj homogenni populace prsnich nadorovych bunék.
Vé&tsina linii je pivodem z metastdz, bunééné linie z primarnich nadori mlééné Zlazy

Jsou velmi vzacné [O'Hare 1991; Wang ef al. 2000].

Laboratof bun&éné biologic UMG AV CR, kdc byla dizertaéni prace vypracovana, se
dlouhodobg zabyva kultivaci bunék z primarnich nadori mlééné zlazy Zen. Z pfiblizné
200 kratkodobych &i sticdnddobych populaci epitelidlnich bunék se zde podafilo
vypéstovat pouze jednu permanentni linii. Ustaveni klondlni linie a charakterizace

téchto bungk z hlediska bunééné i molekularni biologic je obsahem predkladané prace.

" Ke stazeni na http:/www.aizis.cx/download [ file.php?file=1887




1. Uvod

1.1 Strukturni a bunécéné charakteristiky mlécné Zlazy
Mlééna Zlaza se sklada zparenchymalni ¢asti a vyvodnych kanalkdi vyustujicich
vpodobé hlavnich miékovodii do oblasti bradavky. Zlazové téleso je uloZeno

v intersticiu bohatém na tukové buiiky. Tukova tkan pak obaluje celou Zlazovou
strukturu (Obr. 1).

Obr. 1. Anatomické uspoiadini mlééné Zlazy u dospélé Zeny v menoaktivnim véku (vlevo) a
schématické znazoméni struktury sekreéni a vyvodné komponenty mamamiho epitelu (vpravo).

. acinus (alveolus)
tukova tkan

miééna 2laza

lobulus intralobularni

S~ terminaini duktus

extralobularni
terminalini dukius

Vyvojové vznika mlééna 2laza z koZni epidermis invazi do podkozniho mezenchymu a
dalsi morfogenezi vétvenim [Davies 2002; Fridriksdottir er al. 2005]. Terminalni
duktuly a alveoly navazujici na intralobulami dukty se nazyvaji terminalni duktalné-
lobularni jednotky (TDLU) a jsou funkénimi jednotkami prsu [Gudjonsson et al.
2002a}. Mlécna Zlaza zistava po vétdinu menoaktivniho Zivota Zeny velmi dynamickou
tkani a prochizi znaénymi morfologickymi a funkénimi zménami, které reaguji na
zmény hormonalnich hladin vtéle. Juvenilni mlééna Zlaza Zeny prochazi v obdobi
puberty vyraznym rozvojem charakterizovanym expanzi Zlazovych struktur. Tento
vyvo)] vrcholi vobdobi téhotenstvi, na jehoZ konci nastdvd vyznamna proliferace

sekre¢niho epitelu pfipravujiciho se na obdobi laktace.

Parenchym mlééné Zlazy se sklada ze dvou typh epitelidlnich bun&k: (i) Luminalni
buiiky tvofi sekregni vrstvu, kters v acinu produkuje mléko. (ii) Myoepitelialni buiiky,
které obklopuji luminalni bun&ény kompartment, poskytuji kontraktilni aparat pro
transport mléka v obdobi laktace.
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Myocpitelialni vrstva je organizovana odli$né v duktech a v lobulech. V duktech tvori
protahl¢ myocpitelidlni buiiky viceméné spojitou bunéénou vrstvu a jsou v pfimém
kontaktu s bazdlni membranou a stromatem. Intcrakce mezi duktalnimi luminalnimi
butikami a cxtracelularni matrix jc z vé(§i casti zprostiedkovana myoepitelem, i kdyz
nékteré luminalni buitkky mohou byt v kontaktu s bazalni membrinou. Alveolarni
myoepitclidlni buiiky jsou spise hvézdicovitcho tvaru, tvofi koSikovitou strukturu
kolem acini a umoznuji kontakt bazalniho okraje lumindlnich buné¢k s bazilni

membranou (Obr. 2).

cévni zasobeni Obr. 2. Schéma uspoiadani parenchymu mléfné

#lazy v alveolu,
luminalni bunky

Alveolami struktury jsou tvofeny dvouvrstevnym
myoepitelialni

buiky epitelem. Lumindlni  buiky, které uvoliuji

apokrinni sckreci kapénky miéka, obklopuje vrstva

myoepitelidlnich bunék krytych bazalni

duktus membranou. V oblasti lobuld vykazuji luminalni

buitky nejvyssi sckreéni aktivitu, zatimeo v duktalni

¢dsti maji spisc charakter vystelkového epitelu.

Diferencované myoepitclialni buiiky jsou silné¢ kontraktilni a jejich ultrastruktura
pfipomina buiiky hladkého svalstva. Obsahuji velké mnozstvi mikrofilament,
cytoskcletalni a kontraktilni proteiny typické pro buiiky hladkych svali. Jsou to pittom
skutcéné cpitclialni  buiiky:  tvoii desmozomy a hemidesmozomy, hlavnimi
intermedidrnimi filamenty jsou cytokeratiny a jsou oddéleny od pojivové tkan¢ bazalni

membranou.

Fenotypové vlastnosti bunéénych typu in vivo jsou studovany na histologickych fezech
tkani  imunohistochcmickymi  technikami  pomoci monoklondlnich  protilatek.
Charakteristickymi markery cpitelidlnich bunék jsou cytokeratiny (keratiny). Keratiny
(K) jsou proteiny formujici intcrmediarni filamenta v epitelidlnich buitkach. Byly
rozd€leny do skupin na zakladé struktury, niboje a molckularni hmotnosti {Moll ez al.
1982]. Monospccifické protilatky reagujici s jednotlivymi cytokeratiny byly prvnimi
markery vyuZzivanymi k bunééné identifikaci epitelii. Jsou schopny rozliseni az na

uroveri individualnich bunék v tkéni. Predeviim diky cytokeratinim uréujicich imunitni

10
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t. Uvod

profil jednotlivych typi bun¢k mlééné Zlazy bylo prostudovéno jejich detailni
uspofadani v mamarnim cpitclu. Luminalni buriky jsou charakteristické expresi keratini
K7, K8, K18 a K19, zatimco myoepitelidlni buitky exprimuji K5 a K14 (Obr. 3)
[Taylor-Papadimitriou ef al. 1989].

TR . T Obr. 3. Schéma exprese nékterych charakteristickych
3 '5 keratinu v buitkach epitelu mlééné Zlazy.
K8 a K18 L Vi e )
f?;; -=["*'°’:.w K8, K18 a K19 jsou exprimovany v lumindlnich bufikach.
= |" I,T.-:r )
b & ".; * K14 je exprimovan v myoepitelidlnich buiikach.
"w" v ‘ ’ ._ : TDLU: terminaini duktalng-lobularni jednotka
K19 N i
gy
R "'"" e
K14 2.14:?};*__'_‘_,_; 5
(e i
" ) i
et smatonl s OO
o 4+ o
= + )

Dalsimi proteiny charakterizujicimi myocpitelialni buitky jsou jaderny protein p63
(patii do rodiny protcinii piibuznych p53), povrchovy antigen CALLA (CD10)
[Gusterson er al. 1986; Koker a Klecr 2004; Koukoulis et al. 1991] a protein hladkého
svalstva SMA (smooth muscle actin). Pro luminalni buiiky jsou kromé keratind typické
povrchové antigeny EMA (cpithelial membrane antigen) a ESA (epithelial specific
antigen) [Clayton er al. 2004].

1.2 Progenitorové buriky normdalni a nddorové tkané mléiné Zlazy

Karcinomy prsu vznikaji z epitelidlnich bunék mlééné Zlazy. Z rutinnich vySetfeni
parafinovych fezi nadorové tkéané je zndmo mnoho o termindlnim stadiu nadorové
transformace. Nové vyzkumné sméry viak kladou vy§$i diiraz na identifikaci bunék, ze
kterych nador vznika (tumor initiating cclls). Je dileZité znat fenotyp normalnich a

nadorovych bungk, ale i fenotyp bunék, které mohou byt z tkani kultivovany.
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Luminalni a myocpitelialni linic maji ziejmé spoleéné progenitory, které se vyskytuji
v epitclu mamdrni tkan¢ v riznych stadiich diferenciace [Birnbaum ef al. 2004; Bocker
et al. 2002; Clayton et al. 2004; Deugnicr et al. 2002b; Pechoux ef al. 1999; Stingl ef al.
2005]. Tyto progenilory sc povaZuji za bazalni epitelialni bunky, které se nachazeji
mczi bazalni/suprabazalni a luminalni bunéénou vrstvou v blizkosti bazalni membrany
[DiRenzo et al. 2002; Gusterson ef al. 2005]. Progenitorové buiiky jsou také ve velké
miic ptitomny v TDLU, coZ jsou nejmendi, ale mitoticky nejaktivngji intralobularni
dukty mlééné zlazy tvofici jakési zarode€né pupeny na koncich rozvétveného

*mamarniho stromu" {Gudjonsson ef a/. 2002b; Gusterson et al. 2005].

Analyzy mlééné Zlazy dospélych Zen ukazuji na cxistenci spoleénych progenitori
luminalnich a myocpitclidlnich bunék pozitivnich na K5 [Boecker a Buerger 2003].
Tyto buiiky maji schopnost diferencovat bud'to do Zlazovych/luminalnich (K18+), nebo
do myoepitelialnich (SMA+) bunék pfes piechodné (intermediarni) bunky K5+/K18+
ncbo K5+/SMA+. Jsou vétiinou lokalizované v nezralém luminalnim epitelu véetné

TDLU [Boecker a Buerger 2003; Gusterson ef al. 2005].

Ackoliv cxperimentalni data jasné potvrzuji existenci scbeobnovujici mamarni kmenové
buiiky, charakteristiky takovych bunck nebyly dosud dostatetné definovany. Teprve v
poslednich letech byly publikovany prace, ve kterych byly izolovany potencidlni
kmenov¢ buiiky miééné Zlazy u mysi i ¢lovcka, schopné rast in vivo 1 z velmi malého
inokula (50 bun¢k) [Dontu er al. 2003a; Stingl er al. 2005]. Podafila se téZ izolace a
nasledna imortalizace K19+ suprabazélnich udajné prekurzorovych bunék z luminalné
cpitclidlniho kompartmentu [Petersen ef a/. 2003]. V rekonstituované bazalni membrané
byly tyto buiiky schopny tvofit struktury podobné TDLU. Dalsi uspé3na izolace prsnich
kmenovych/progenitorovych bunék v prib&hu minulych let umoznila sledovat jejich
difcrenciaci in vitro [Clayton et al. 2004; Gudjonsson ef al. 2002b; Stingl ef al. 2005] a

identifikovat ,tumor initiating cells“ [Al Hajj ef al. 2003; Dontu et al. 2003b; Ponti et
al. 2005).

Buniky invazivniho prsniho karcinomu v&inou vykazuji fenotyp diferencovanych

lumindlnich epitelii K18+/K19+, predpoklada s tudiz, ze vznikly z progenitorovych

bunck luminalniho cpitclialniho kompartmentu.
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Kmenové ncbo progenitorové buiky v TDLU jsou zicjmé ncjéastéjSimi cilovymi
butikami maligni transformace, ncbot’ vétsina ncoplastickych prsnich 1ézi vznika pravé

v této oblasti [Pctersen ef al. 2003; Wellings er al. 1975].

1.3 Vznik nddoroveého onemocnénit

Vznik nadorového oncmocnéni je vicestupfiovy proces, ktery je vysledkem pusobeni jak
vnitinich, tak zevnich faktor.. Poéatck nadorové zmény se odehrava na molekularni
tirovni. K pfeméné normalni buitky na nadorovou dochazi v dusledku mutaci genomové
DNA. Mutace vznikaji pusobenim zevnich faktord na DNA v jadfe buiiky, ale i
v disledku inkompetentnich reparaénich mechanismi ¢ chyb v ramei replikace
genomové DNA. Mezi duilezité mutagenni zevni faktory patfi pfedevdim ionizujici
zafeni, kancerogeny a onkogenni viry. Vznik mutaci v zarodeénych burikach vede
k hereditarnim mutacim, které jsou pfitomny ve vsech buitkiach dospélého organismu a

jsou picnaseny z gencrace na gencraci.

Mutacemi vyvolané genctické zmény s¢ nemusi funkéné projevit (tiché mutace).
V naprosté vétsiné fenotypové aktivnich mutaci v3ak dochazi k zaniku burnky
v diisledku poskozeni dulezitych regulaénich nebo strukturnich gent. Pouze ve velmi
nizkém procentu vznikne v burice takova kombinace mutaci v kritickych genech, kterd
zpusobi selhani kontrolnich mechanizmi bunééné proliferace nebo apoptézy. Nasledné
dé¢leni takové buiiky ncodpovidajici na vnéjsi ani vnitini regulaéni mechanizmy zpiisobi

vyvoj klonu maligné transformovanych bunck.

Vznik nadorového onemocnéni je zpasoben poskozenim geni, které se Gcastni regulace
tkanové homeostazy. Tkanova homeostiza je dynamicka rovnovaha bunéénych
populaci ve tkanich. Je to vysledek komplexni signalizace mnohobunééného organismu
a soucasncho respcktovani lokalnich potieb cilového organuw/tkané. K rustu masy
nadorovych bunék miZe tedy dojit dvéma zpisoby. Absolutnd - piirisick bunééné
populace je dan zvyienou prolifcraéni aktivitou. Relativng - narlist vnika na zakladé
prodlouZené¢ho prezivani bunék, které ncodpovidaji na regulaéni signaly a které ztratily

schopnost indukovat apoptézu [Rowinsky 2003).

Naruseni tkdflove homeostazy je vysledkem poruch v genech, které Ize na zakladé jejich
aktivit rozdélit do nekolika skupin. Jedna se o onkogeny (resp. protoonkogeny - geny,

Jejichz genové produkty stimuluji bunéény cyklus a inhibuji pribéh apoptézy) a tumor
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supresorove geny (recesivni onkogeny — geny, jejichz genové produkty naopak inhibuji
prubéh bunéiného cyklu nebo aktivuji apoptézu). Krome téchto dvou hlavnich skupin
se nepfimo na narucni tkdilové homeostizy ucastni i reparaéni geny. Produkty
reparaénich geni se podilcji na vytvafeni reparacénich komplexu genomové DNA. Jejich
porucha pak vyvolava stav, ktery oznafujeme jako genomova nestabilita. V buiikich
s takto naruSenou genomovou stabilitou dochazi k vy$§i mutabilité DNA a porucha v

reparaénich genech navic umoziuje toleranci mutaénich zmén.

Ve skute¢nosti vyse uvedené skupiny gent fidi nékolik kritickych signalné
transdukénich déju: intracelularni signalizaci, bunéény cyklus, apoptoézu, reparaci DNA

a interceluldarni komunikaci [Rowinsky 2003].

Vyzkumy poslednich let ukazuji, Ze potatednim mistem vzniku nédorovych zinén ve
tkani pravdépodobné nejsou terminainé diferencované buiiky, ale bufiky kmenové nebo
progenitorové. Akumulace genctickych poskozeni miize v téchto buikach probihat
dlouhodobé a pravdépodobné ve vétsing piipadu po letech vyustit ve vznik maligné

transformovaného bunééného klonu [Smalley a Ashworth 2003].

Onkogen v §ir§im slova smyslu je kazdy gen, jehoZ produkt piispivda ke vzniku
nadorové transformace. Jako protonkogeny jsou oznafovany geny, jejichZ
fyziologickou dlohou jc regulace bunééné prolifcrace a diferenciace. Jejich produkty
jsou signalni proteiny, signaln¢ transdukéni proteiny a transkripéni faktory, které
pozitivné ovliviiujici nejen bundny cyklus, ale i fadu normalnich metabolickych
pochodu v buiice. Teprve nasledkem jejich mutace nebo aktivace v nevhodnou dobu
muZe vzniknout trvaly promitoticky signal zpiisobujici aberantni aktivaci buné&ného

cyklu a tim nasledné vznik nadorového klonu.

Ke zménam v aktivit¢ protoonkogeni muzZc dochédzet bud’ na urovni jejich exprese,
nebo vlivem strukturnich zmén postihujicich samotné geny protoonkogent. Jde napf. o
bodovou mutaci, pfi které dochazi k zaméné jediné nukleotidové baze. Vysledkem
mutace muze byt za¢len&ni nespravné aminokyseliny do vznikajiciho polypeptidového
fetézce nebo jeho zkraceni (v piipadé vzniku terminaéniho kodonu). Postihuje-li mutace
dulezitou aminokysclinu nebo &ast fetézee, miZe byt takovato zména z hlediska funkce
produktu kritickd, Déle miize jit o strukturni zmény chromozomt v disledku jejich

zlomi ncbo zmény lokalizace &sti chromozomu {(pfesunu lokusu na jiny chromozom -
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translokace - nebo pfemisténi do jiné oblasti na stejném chromozomu — inverze). Tim
muze dojit ke zméné v regulaci cxprese protoonkogenu. Muze s¢ dostat do oblasti
aktivované silnymi promotorovymi sckvencemi nékterych napf. provoznich (house-
keeping) gent. U protoonkogenl postacujc pro vznik aktivniho onkogenu schopného
nadorové transformace mutace jen v jedné ze dvou alel. Jde tedy o dominantni

genotypovy projev.

Hlavni vyznam produkti tumor supresorovych genu spo¢iva pfedevdim v inhibici
(negativni regulaci) bunééného cyklu, dalc je duleZity jejich podil na fizeni diferenciace,
apoptozy a odpovédi na stresové podnéty. Pro fenotypovy projev onemocnéni je
nezbytna inaktivace obou alel tumor supresorového genu. Hereditarni mutace tumor
supresorovych genu nachazime v naprosté vétsin€ u familiarné se vyskytujicich nadoru.
Jedna mutovana nebo deletovana alela se prenasi geneticky, k somatické inaktivaci
druhé dochazi béhem Zivota nosi¢e mutace. Tato inaktivace miize vzniknout v cilové
tkani v dusledku mutace nebo delece, aviak €asto je jeji podstatou funkéni inaktivace
genu na urovni hypermetylace promotorové sekvence aktivni alely [Devilee er al
2001].

1.4 Molekularné-biologické mechanizmy vzniku karcinomu prsu

Karcinom prsu se vyskytuje ve dvou patogencticky odlisnych formach: castéjsi
sporadicka forma karcinomu prsu jc polygennim onemocnénim, kde velkou dlohu
schravaji i epigenctické vlivy a faktory prostredi. Dédiéné formy karcinomu prsu tvofi
5-10 % vScch pripadi oncmocnéni. Doposud bylo charakterizovano nékolik tumor
supresorovych gend, jejichz dédiéné mutace vedou k predispozici pro vznik karcinomu
prsu. Nejdulezitéj$i z nich jsou tzv. hlavni predispozicni geny BRCAI a BRCAZ2 tvotici
pfes 50 % hereditarnich nadori [Szabo a King 1995]. Mezi dali geny, jejichZz dédi¢né
mutace predisponuji nosi¢e ke vzniku karcinomu prsu, patii geny pro negativni
regulatory bunéného cyklu PTEN, p53, a gen zpisobujici vznik Peutz-Jeghersova
syndromu STK// (jeho genovy produkt LKBI se podili na regulaci p53-dependentni
apoptdzy).

Na pomezi mezi genctickymi rizikovymi faktory a predispoziénimi geny se nachazeji
tzv. geny s nizkou penetranci. Jedna se vétinou o tumor supresorové geny, jejichZ

varianty se v populaci vyskytuji pomémé &asto (~ 1%). Mutace a polymorfismy v
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1. Uvod

genech s nizkou penetranci zvySuji riziko vzniku nadorového onemocnéni u nosice
vyrazné méné, ne je tomu v piipadé hlavnich predispozi¢nich genit. (Obvykle nartsta
zviSeni celoZivotniho rizika vzniku onemocnéni 2-3krat). Mezi takovéto doposud
charakterizované geny patfi geny pro kindzu regulujici bundtny cyklus CHEK2,
kofaktor nukledmich steroidnich receptorti AIB1 (NCOA3) nebo polymorfismy v genu
pro TNFp [Dapic et al. 2005; Kleibl et al. 2005].

1.4.1 Geny odpovédné za pfenos signalu v bufice

Promitogenni stimulace bufiky po&ind v extranukledmim kompartmentu buitky a
zahmuje Fadu signaing transdukénich mechanismi (Obr. 4).

Recsptory asociované Obr. 4. Schématické mazorméni I'llohy
5 G-proteiny .

Steroldy ! klidovich onkogeni (zclené) a tumor-
Receptorové T:,L — supresorovych gend (tervené)

Tyr-i M . “~ Senzory & DNA: . . . .
rse?:;ig'rr; L ATH, 53 _ v reguiaci bunééného cyklu a apoptozy.

% Ras T Syez 0\ " Bax
W Raf . Cykiny p27 Bel2

‘{E';Kf" i ‘_/’P'“ 1
Bunéény Apoptoza
cyklus

Riistové faktory jsou polypeptidy ovlivigjici proliferaci a diferenciaci bunék.
V néadorovych burikach je porucha signalizace ¢asto zpiisobena autokrinnim zvy$enim
exprese ristovych faktort, &imZ dochazi k zvy¥eni promitotické aktivity v nadorovych
burikach &t butikach nadorového stromatu. Mezi riistové faktory, aktivované v nadorech
prsu patfi napt. epidermalni riistovy faktor (EGF), inzulinu podobny ristovy faktor
(IGF), vaskul4mi endotelialni ristovy faktor (VEGF) aj. {Rosfjord a Dickson 1999].

Receptory pro riistové faktory jsou transmembrinové glykosylované molekuly
slouZici pro navézéni riistovych faktorl. Navazanim ristového faktoru na pfislulny
receptor dochézi k vytvofent aktivnich dimerii receptoru, jehoZ jednotlivé podjednotky
se vzijemné fosforyluji, a tim se aktivuji. V normalni bufice jsou receptory s navizanym
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ristovym faktorem rychle inaktivovany (napi. jsou pfesunuty do nitra bufiky a zde
degradovany). V nadorové buficc muzZc byt cxpresc reccptoru zvySena (napf.
amplifikaci ptislusného genu) nebo miiZe byt naruSena jeho internalizace, coZ vede
k prodlouzeni stimula¢niho ¢inku. Pfi mutacich genu receptorovych molekul mohou
vznikat 1 trvale aktivni receptorové molckuly, které jsou schopny vytvaiet aktivni

receptorové komplexy bez piftomnosti navazaného ligandu - riistového faktoru

Castou aberaci, sc kterou sc sctkavame u karcinomu prsu, je vysoka aktivita signalné
transdukéni drahy rustovych faktort skupiny EGF. EGF se vaZe na transmembranovy
receptor EGFR (¢astgji nazyvany ErbBl1) [Navolanic ef a/. 2003]. TGFa je kli¢ovym
ristovym faktorem pro normélni vyvoj prsni Zlazy [Lerebours a Lidereau 2002].
Amplifikace onkogenu pro ErbB2 (Her2/neu) receptor je Castou alteraci (v 15-30%) u
sporadickych karcinomu prsu. Pfitomnost této amplifikace je duleZitou prognostickou
znamkou nadoru a piedpokladem pro selektivni biologickou 1é¢bu pomoci specifickych
inhibitord Her2/ncu receptoru [Brand er al. 2006]. Mozny je rovnéZ vyskyt mutaci

v ErbB2 receptoru.

Proteiny zadastnéné v pfenosu signalu (signalni transducery) jsou z biochemického
hlediska heterogenni skupina bilkovin (G-protciny, ncreceptorové tyrosinkinazy aj.),
jejichz ukolem je zprostiedkovani pienosu signdlu z aktivovanych receptorovych

komplexi do bunééného jadra.

Meczi ncjznaméjsi zastupce onkogeni této skupiny patii guanosintrifosfat (GTP) —
vazajici proteiny zrodiny ras (p2iRas). Mutace v onkogenech ras jsou nejéastéji se
vyskytujici genctickou zménou v genech protoonkogend. U karcinomu prsu se
sctkdvame s mutacemi pfedeviim genu K-ras, aviak méng &asto neZ je tomu u jinych
nadort (karcinomi gastrointestinalniho traktu, ovaria) {Lerebours a Lidercau 2002].
Castym nalezem u nadortt je rovnéz vyskyt mutaci v genech kédujicich proteiny
kaskady kinaz (RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK). Piikladem miizc byt &astd alterace
protoonkogenu BRAF.

Mutace v protoonkogenu PIK3CA, jehoz genovy produkt (podjednotka pl10
proteinkindzy A) je zodpovédny za aktivaci kindzy AKT, se vyskytuji az ve 35 %
sporadickych karcinomi prsu [Li et al. 2006].
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Transkripéni faktory jsou proteiny po aktivaci translokované do bunééného jadra, kde
reguluji expresi genll (ncbo Castéji sad gend) v zavislosti na menicich se potfebach
buiiky. Patfi mezi né napi. produkty protoonkogenii c-jun a c-fos, které tvofi
heterodimerni transkripéni faktor AP-1. Mutantni onkoproteiny transkripénich faktort
ncjsou obvykle samy schopny vyvolat nddorovou transformaci ani pfi jejich zvyScné
expresi. Vedou viak ke vzniku populace tzv. imortalizovanych bunék s jinak normalnim
fenotypem. K nadorové transformaci dochazi po nasledném poskozeni nékterého

z dalsich kli¢ovych genu [Visvader a Lindeman 2003].

U sporadického karcinomu prsu se sctkivame ¢&asto samplifikacemi genu pro
transkripéni faktor c-myc, jehoz genovy produkt vytvaii s proteinem MAX aktivni
heterodimer zvysujici expresi transkripénich faktort dulezitych pro pozitivni regulaci

bunééného cyklu ze skupiny E2F [Aulmann et al. 2006].

1.4.2 Geny regulujici bunéény cyklus
Bunéény cyklus je komplexni regulaéni déj, jehoZ vysledkem je replikace buriky.

V nékterych piipadech probiha v ramci bunééného cyklu i diferenciace pfislusnych

bunck.

Na fizeni bunééného cyklu sc podili stovky proteiniu. Zakladnimi regulaCnimi
bilkovinami bun&éného cyklu jsou cykliny a cyklin dependentni kinazy (cdk). Cykliny
se v bufice cyklicky syntetizuji a zase rychle degraduji. Tyto molekuly aktivuji cdk,
které jsou v bufice pfitomné po cely bunény cyklus. Komplexy cyklind a cdk svou
proteinkindzovou aktivitou reguluji fadu bilkovinnych substratl zapojenych do
vlastnich biochemickych pochodii v jednotlivych fazich bunééného cyklu (protciny
zodpovédné za syntézu DNA v S-fazi, molckul4rni motory Fidici transport chromatid pfi

mitdze) nebo proteini s regulaénimi aktivitami (produkt tumor supresorového genu
pRb).

Amplifikace genii pro cykliny D a E je ¢astym nalezem u sporadického karcinomu prsu.

Je pfitomna ve 20-40 % pripadi [Lerebours a Lidereau 2002].

Na aktivitu komplexu cyklini a cdk maji zésadni vliv jejich inhibitory kédované tumor

supresorovymi geny pl6INK4A, pI1SINK4B, p18, pl9ARF, p2 1 WAF/CIPI, p27/KIP a
p37.
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Produktem tumor supresorového genu p33 je nuklearni fosfoprotein. Jako transkripni
faktor regulujc gcnovou cxpresi fady genld, mezi které patfi napiiklad protein
p21 WAF/CIP1 - kriticky inhibitor komplexu cyklinu D/cdk4/6. Mutace v genu p53 jsou
nejéastéjsi genctickou zménou u nadoru vubec. Priblizné 50 % lidskych nadorii nese
inaktivovany protcin p53 [Sherr 1996]. Sporadicky karcinom prsu je onemocnéni, u
kterého se setkdvame s mutacemi p53 v piiblizné 10-15 % ptipadi. Cast&jsi (ptiblizné
50%) je vyskyt inaktivace proteinu p53 u hereditamnich karcinomi prsu [Oliveira et al.
2005]. Tato inaktivace muZe byt zpisobena fadou pficin. Casty je vyskyt mutaci v genu
p53, ale dochazi i k hypermetylaci promotoru genu, ztratdm alel nebo funkéni inaktivaci
p53 proteinu. Pikladem miZe byt ubikvitinem zprostfedkovana proteazomalni

degradace proteinu p53 zpusobena hyperexpresi proteinu MDM2,

1.4.3 Geny regulyjici apoptézu

Apoptoza neboli programovana bunééna smrt je velmi dulezitym dé&jem v fizeni ristu
buné&énych populaci, ktery stoji na opa¢éném pélu vzhledem k mitéze. VyZaduje aktivni
idast buiiky na svém vlastnim zaniku. V buitkach malignich nadorii ¢asto dochazi k
jejim porucham [Kleibl e a/. 2002). Prub&h apoptozy charakterizuje jednotny

morfologicky obraz se vznikem apoptotickych télisek.

Biochemickou podstatou apoptozy je série regulovanych proteolytickych 3tépeni
vykonnych apoptotickych proteolytickych enzymu (kaspdz), jejichZ terminalnimi
substraty jsou pro bufiku Zivotné duleZit¢ rcgulacni a strukturni bilkoviny. Aktivace
apoptozy probiha vnitini nebo vnéj§i cestou. Tyto cesty se spojuji na urovni aktivace
exekutivnich kaspaz (Obr. 5). K primdarni aktivaci kaspdz z neaktivnich prokaspaz v
extrinsické Casti apoptozy dochazi cestou tzv. ,receptort smrti (TNF, CD95), které
tvofi komplex DISC (death inducing signaling complex). Spoustécim mechanismem
intrinsické cesty apoptdzy je uvolnéni cytochromu ¢ (AIF) z mitochondrie a nésledné
sestaveni apoptozomu. Postupna aktivace prokaspaz jiz aktivnimi kaspazami vede jak k
amplifikaci apoptotického signalu, tak také k jcho propagaci napfi¢ bunéénymi
kompartmenty. V regulaci apoptozy sehravaji dilezitou roli proteiny rodiny bel-2. Do
této rodiny patij pfes 20 proteind a obsahuje jak inhibitory (Bcl-2, Bel-XL), tak
aktivtory (Bax, Bad, Bid) apoptozy [Cory et al. 2003]. Jejich prostfednictvim vykazuje

zasadni viiv na prib&h apoptézy i protein p53, ktery je aktivatorem exprese genu Bax a
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inhibitorem exprese Bcl-2. Také se podili na zvySeni exprese dalSich proteink
aktivujicich apoptdzu, napf. receptoru CD9S5 (téz Apo-1) nebo p53-indukovanych gend
(PIGs).

Obr. 5. Schématické znazornéni procesu apoptézy. K primémi aktivaci kaspiz z neaktivnich
prokaspéz v extrinsické &Asti apoptézy dochazi cestou aktivace proteind patficich do rodiny receptord pro
tumor necrosis faktor (TNF) —tzv. , receptorii smrti” (TNF, CD95). Spoustécirn mechanismem intrinsické
cesty a apoptézy je uvoln¥ni cytochromu ¢ z mitochondrie, aktivace proteinu APAF1 a nasledné sestaveni
apoptozomu, které spo&iva v navazani prokaspézy 9 na aktivované molekuly APAF1. Postupna aktivace
prokasphz ji aktivnimi kaspizami vede jak k amplifikaci apoptotického signélu, tak také k jeho
propagaci napfi& bunéénymi kompartmenty. Proteiny rodiny Bel2 slouZi nejen pro regulaci apoptézy na
drovni uvolngni cytochromu ¢ z mitochondrie, ale v podob& proteinu Bid i pro vzéjemné spojeni obou
apoptotickych cest.

Cesta aktivace ,receptord smrti* .  Cesta aktivace mitochondrie

CDg5L pisc
CD95 %gd
(Death Receptor)

T
i

T
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Schopnost buttky indukovat apoptozu uréuje mimo jiné pomsér intracetulamich
koncentraci mezi skupinami proapoptotickych resp. protiapoptotickych zastupcii rodiny
bel-2, obvykle vyjadfovanych jako pomér jejich dvou zastupchi Bcl-2/Bax. S
overexpresi proteinu Bcl-2 (obvykle zpiisobenou amplifikaci genu) se setkavime u
40 % karcinomu prsu. Tato overexprese je negativnim prognostickym markerem, na

druhou stranu rovnés moznym cilem protinddorové 1é¢by pomoci antisense
oligonukleotiddi [Sirvent et al 2004).
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1.4.4 Reparacni geny

Ukolem reparagnich geni je oprava poskozené DNA, ktera vznika jak pii procesu
replikace DNA, tak pisobenim mnoZstvi kancerogennich vlivik z vngjsiho prostredi.
Stejné jako existuji rizné druhy poskozeni DNA, jsou v bufice pfitomny i riizné druhy
reparaénich mechanizmu. Kritickou poruchou jsou defekty reparaci dvoufetézcovych
zlomit DNA, k nimZ dochazi pusobenim ionizujiciho zafeni nebo nékterych chemickych
latek. Do systému oprav téchto defcktd je zapojena fada proteind, k nimz patii i
produkty tumor supresorovych geni vyskytujicich sc u familiarniho karcinomu prsu —
BRCAI, BRCA2, Rad51, BRAF, NBS! [Deng 2006]. Mutace v téchto proteinech jsou
patogenetickou podstatou vzniku hereditirnich karcinomu prsu, které u nas tvofi
ptiblizné 5-10 % viech karcinomi prsu [Pohlreich er al. 2005]. Cetnost somatickych
mutaci tdchto genli v piipadé sporadického karcinomu prsu pravdépodobné kolisa,

v F

astdjsi je vyskyt ztrat alel [Janatova ef al. 2003].

1.5 Bunécné linie 7 nddoru mlééné flazy

Vétsina patogenetickych poznatkd, které o nadorovych onemocnénich méme, byla
ziskana z in vitro studii nadorovych bunéénych linii i presto, Ze sc¢ bunéén¢ nadorové
linic mohou vyznamné odlisovat od nadorovych bunék in situ [Rummukainen et al.
2001]. Lidsk¢ wmamarni karcinomy jsou onemocnénim velmi heterogennim.
Onemocnéni nesc vyznamn¢é individualni charakteristiky, pfedeviim z divodu vysoké

heterogenity nadorovych bunék, ktera je pro prsni karcinomy typicka.

Pies velky rozmach molckularni a bun&éné biologie je po&et stabilnich nadorovych linii
karcinomu prsu nizky. Od konce 50. let, kdy byla pfipravena prvni bunééna linie BT20,
sc podarilo ustavit o malo vice nez 100 linii a jen velmi malo znich je dobie
charaktcrizovano [Lacroix a Leclercq 2004]. V nedavné studii bylo prokazano, Ze
permanentni bunéené linic karcinoml mlééné zlazy do velké miry odraZeji konkrétni
vlastnosti bunék nadoru in vivo, ze kterych byly odvozeny [Lacroix a Leclercq 2004].
Pro rozdifeni znalosti o prsnich karcinomech a jejich morfologické a molekuldrng-
biologické riiznorodosti je proto Zadouci ziskat co nejvétdi 3kalu ruznych typh
mamarnich linii a tyto podrobné prostudovat. Jednim z dulezitych piistupl je studium

genove exprese pomoci mikroarrayovych technologii. Problémem zustava, Ze dvé
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1. Uvod

tretiny viech studii o prsnich nidorovych bufikach byly vypracovany pouze na tiech
liniich: MCF7, T47D a MDA-MB23]. Navic absolutni vétSina linii mamarnich
karcinomu (v&etné tfi jmenovanych) byla odvozena z metastaz, vétSinou pleuralnich ¢i
biisnich vypotkd, tedy ze suspenzni formy velmi pozdniho vyvojového stadia téchto

bunék.

Buné&éné kultury zaloZené piimo ze solidnich nadort jednotlivych pacientek jsou velmi
vzacné [Wang ez al. 2000]. Jejich déleni byva pomalé (generacni doba aZ 100 hodin),
takZzc jsou pro experimentdlni studic obtizné pouZitcln¢ {von Fournier er al. 1980].
Pritom jsou tyto bufiky dulezitym modclem pro vyzkum &asnéjsich stadii nemoci ¢i
jejich méné agresivnich forem. Dobfe charakterizované linie jsou dulezitym zdrojem
pro vyzkum bunéiné a molekuldré- biologické charakteristiky nadori a pro vyvoj

novych strategii 16¢by.
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2 Cil prace

Cilem moji prace bylo zaloZeni a podrobna charakterizace permanentni klondlni

bun&éné linie, EM-G3, odvozené ze vzorku primarniho lidského karcinomu prsu.

Souédsti prace byly tyto dil€i ikoly:
1. Ustaveni a kultivace permancntni klonalni linic EM-G3.

2. Imunocytochemickd, molckularné-biologickd a cytogenetickda charakterizace

bunék linie EM-G3.

3. Studium schopnosti rustu bunék linie EM-G3 v my3im modelu.

Snahou prace bylo vysledovat puvod bunék linie EM-G3 v pitvodnim nadorovém
loZzisku na zikladé srovnani imunocytochcmického a imunohistochemického profilu
bunék linic a bunék pivodniho nddoru. Zaroveii jsem se pokusila zhodnotit potencialni
vyznam permanentni klonalni linie EM-G3 pro jeji vyuziti v oblasti dalSiho studia

kancerogeneze karcinomu prsu.
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3 Material a metody
3.1 Ustaveni a kultivace bunécné linie EM-G3

Linie EM byla ustavena zc vzorku primdrniho nadorového loZiska karcinomu prsu
pomoci feeder-layer tcchniky. Po zjidténi dostatetného proliferaéniho potencialu
(spontanni imortalizace) bylo nczbytn¢ pred naslednou charakterizaci bunék dosahnout
vysoce homogenni populace pomoci klondlni expanze bun¢k linic z jedné buiiky. Tato

linie byla popsana jako EM-G3.

3.1.1 Charakteristika pacientky a nadoru

Vzorek tkédn& pochazi z operaéni biopsic ziskané v ramci druhého chirurgického vykonu
od pacientky s metachronnim karcinomem prsu v fijnu 2001. Operaéni vykon byl
proveden na 1. chirurgické klinice 1. LF UK a VFN. Pacientce bylo v dobé druhé
operace 65 let. Histologické vySetfeni prokazalo piitomnost invazivniho duktalniho
karcinomu, grade II, pT1cNOMO s mikrokalcifikacemi, fibrogenezi a intraduktalni
propagaci. Buitky nadoru vykazovaly pozitivitu na pfitomnost estrogenniho receptoru
(ER) v 85 %, progestecronového receptoru (PR) v90% a ErbB2 v 80 %. Pacientka
prod&lala lumpcktomii, pfi niz byl odebran vzorck pro naslednou kultivaci (schvaleno

ctickou komisi VFN v Praze). Pacientka byla nasledné 1é€ena letrozolem.

P&t Ict pied operaci, zc které byl ziskan vzorek tkané pro kultivaci permanentni linie, se
pacientka podrobila operaci pro karcinom mamy vhormim zevnim kvadrantu
kontralateralniho prsu. Histologicky se jednalo o infiltrujici duktalni karcinom s loZisky
papilomatdzy s atypickou intraduktélni cpitelidlni hyperplazii s fibrocystickou chorobou
zbyvajici prsni tkdng. V Sesti vyictienych axilamich lymfatickych uzlinach nebyla
zji§téna pfitomnost metastdz (stadium 1IA). U pacientky byla provedena radikalni
mastektomie. Pacientka nasledné podstoupila adjuvantni hormonalni terapii

tamoxifenem a 1é¢bu letrozolem.

Matka pacienty zemicla na karcinom délohy; jiné maligni onemocnéni v rodiné

pacientka neudava. V souasné dobé je pacientka v remisi, 10 let po prvni, respektive 3
tet po druhé operaci.
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3.1.2 Zpracovani vzorku

Vzorck tkané (0,3 cm’) byl rozdélen sterilnimi niizkami na kousky o velikosti cca 1
mm’ a inkubovan v5 ml 0,05% kolagendzy A (Roche) rozpuSténé ve standardnim
kultivadnim médiu pfi 37°C. Vysledna bunéna suspenze byla nafedéna médiem a

centrifugovana 10 min pfi 200 g.

3.1.3 Kultivaéni metoda

Zakladem metody byla kultivace cpitelidlnich bunék na porostu pomocnych lctalné
ozatenych (100Gy, Gammacel 220) 3T3 mysich fibroblast o hustoté 25000 bunék/cm?
(feeder-layer). Tato vrstva pojivovych bunék slouZila jako ned@lici se, ale mechanicky a
metabolicky aktivni podklad pro epitelidlni builky mlé¢né Zlazy. Buiky feeder-layeru
produkujici fadu ristovych faktori zistavaly aktivni po dobu 7-10 dni. V pfipadé

potieby byly nahrazeny jinymi.

Buiiky byly p&stovany v polystyrénovych lahvickach nebo Petriho miskach s povrchem
upravenym pro tkafové kultury. Kultivace probihala v termostatu v 3,5% atmosféie
CO, pii 37°C. Standardni kultivaéni médium (pouzivané pro kultivaci fibroblastii 3T3)
bylo H-MEM (Eaglove minimalni médium v Hanksové pufru) doplnéné o viechny
necsencialni aminokyseliny, pyruvat sodny 0,12 g/l, NaHCO; | g/, 10% bovinniho séra,
penicilin 200 U/ml a streptomycin 100 pg/ml. Médium pro kultivaci epitelialnich bunék
bylo navic obohaceno o 2 % fetalniho bovinniho séra, hydrokortizon 0,5 pg/ml, inzulin
5 pg/ml (Actrapid, Novo Nordisk), cholera toxin 10'° M (Sigma) a epidermalni ristovy
faktor EGF 5 ng/ml (Sigma).

Buiiky ziskané ze vzorku tkang byly resuspendovany v epitelidlnim kultivaénim médiu
a nasazeny do kultivaéni lahvicky (NUNC, 25 cm?), ktera byla inkubovana 3 hodiny pii
37°C. Béhem této doby doglo k piichyceni lidskych fibroblasti ke kultivaénimu
povrchu a tim k oddéleni téchto rychle adherujicich bunék. Médium s plovoucimi

cpitclidlnimi bufikami bylo pfenescno do druhé kultivadni lahvitky na pipraveny
fecder-layer,
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3.1.4 Selekce bun&énych klonu

Pro ziskani homogenni populace odvozené z jedné bufiky byla imortalizovana linie
epitelidlnich bunck (nazvana EM) klonovana. Klonovani probéhlo v 96jamkové
Kkultiva¢ni desti¢ce pro tkanové kultury (NUNC). V praméru byly nasazeny dvé buiiky
na jamku v 0,2 ml média. Po 24 hodinach byly oznageny jamky, které obsahovaly pouze
jednu buiiku. Dobic rostouci jednobun&éné kolonic byly picneseny do kultivacnich
misck o priméru 35 mm a klony byly dale pasazovany. Jeden z klona, EM-G3, byl

vybran pro nasledny vyzkum.

3.1.5 Zmrazovani a rozmrazovani bunék

Buiky byly sklizeny trypsinizaci do kyvety snesmagivym povrchem, spocitiny
v Biirkerové komurce a centrifugovany 10 min pii 200 g. Peleta byla resuspendovana
v médiu a smichana v poméru 1:1 s vychlazenym zmraZovacim médiem, sloZzenym ze 3
ml epitelianiho kultivaéniho média, 1 ml bovinniho séra a 1 ml dimethylsulfoxidu.
Suspenze obsahujici 10%-107 bunék/ml byla rozplnéna po 1 mi do zmraZovacich ampuli.
Ampule byly vlozeny do zmrazovaci krabicky (freezing container, Nalgene)
s izopropanolem a uloZeny na 5-24 hodin do -70°C. Poté byly ampule trvale uskladnény

v tckutém dusiku.

Pti rozmraZovani bunk byla ampulka ohfata ve vodni lazni (37°C), buiiky byly

resuspendovany v 9 ml kultivaéniho média a dle potieby nasazeny.

3.1.6 Pasazovani bunék

Z kultivatni nadoby bylo odsiato médium a buiiky byly oplachnuty PBS pufrem.
K uvolnéni bunék ptisedlych na dné kultivaéni nadoby byl pouzit roztok 0,25%
trypsin/0,02% EDTA (2:1), v kterém byly buiiky inkubovany 10-15 min pfi 37°C. K
uvolnénym butikdm bylo v nadbytku pfidano standardni kultivaéni médium. V médiu

obsazené sérum inhibuje u&inek trypsinu. Bufiky byly spolitany, centrifugovany,

resuspendovany v epitelialnim kultivagnim médiu a nasazeny v pozadovaném mnoZstvi
do novych kultiva¢nich nidob.

26




3. Material a metody

3.2 Charakterizace bunécné linie EM-G3

Bunky klonalni linic EM-G3 byly charakterizovany pomoci imunocytochemickych
technik [Lacroix ef al. 2004]. Imunohistochemicky byly studovany vzorky puvodniho
nadoru od pacientky s karcinomem prsu. Pro analyzu genové exprese bun€k EM-G3
byly pouzity cilené cDNA arraye charakterizujici geny ovliviinjici intracelularni
signalizaci, bunéény cyklus a apoptézu. Genomové alterace byly studovany pomoci
mFISH. Byla provedena analyza vybranych onkogeni a tumor supresorovych geni
tasto alterovanych u karcinomu prsu. Dale byla charakterizovani zavislost EM-G3
bunck na EGF a regulatorcch ER. Nakonec byl rustovy potencial bunék EM-G3

hodnocen in vive v my3im modelu.

3.2.1 Imunocytochemické barveni

Buiiky linic EM-G3, parafinové fezy puvodniho lidského nadoru a experimentalniho
mysiho tumoru byly podrobeny imunocytochemické/imunohistochemické analyze
s pouZitim monoklonélnich protilatck proti K5, K7, K8, K14, EGFR, SMA, EMA, ESA
(Novocastra), K18, K19 (DAKO), ER (Sigma), PR, ErbB2, CD24, CD44 (Immunotech)
a p63 (BD Bioscience).

Subkonfluentni buné¢na kultura byla oplachnuta PBS. Pro znaceni cytoplazmatickych a
Jjadernych markera byly buniky fixovany vychlazenou (-20°C) smési methanol/aceton
(1:1) po dobu 5 min. Pro znageni povrchovych antigeni EMA, ESA, EGFR, ErbB2,
CD24 a CD44 byla kultura fixovana 4% paraformaldehydem 5-10 min pti pokojové
teploté a oplachnuta PBS 3x 5 min.

Nadorova tkan byla fixovana 10% formaldehydem a konzervovéna v parafinovych
bloccich. Piiprava fezii k barveni spotivala v odparafinovani, odhaleni antigenti
citratovym pufrem ¢i pepsinem, piipadné nasledovala blokace endogenni peroxidazy.

Provedeno ve spolupraci s Ustavem patologie 1. LF UK a VFN v Praze.

Dalsi postup byl pro viechny analyzované vzorky spoleény. Primarni protilitka byla
aplikovana na buiiky na 1 hodinu pii pokojové teploté, nebo ponechana ptes noc ve 4°C
ve vlhké komirce. K zesileni signalu specificky navézanych protilatek byl pouZit

Streptavidin-biotin univerzalni detekéni systém (Immunotech; Obr. 6):

27




3. Material a metody

Nejprve byly fixované buiiky ofetfeny pomoci Protein blocking agent (5 min), &imz

bylo zamezeno nespecifickému navazini protilatky. Poté byla na vzorky postupné

aplikovana:

1. primémi protilitka (1 h — pfes noc),

2. biotinylovana sekundarni protilatka (10 min)

3. streptavidin-peroxidaza (10 min)

Mezi jednotiivymi kroky byl proveden dikladny oplach PBS, vyjma kroku s pfidinim

Protein blocking agent, ktery se neomyva.

komplex DAB nebo AEC

stroptovidinu a rozpuslny substrat

blotinylované ' u pro peraxidazu

peroxidazy v s f
xﬁ Al by g

f.e'.

'3-'”’

%
Lol J‘J{)
onﬂmﬂml nrmlurlm A 5 : nerozpustny
Aaley hnédy (DAB) nebo
- oT%e . éeweny [AEC) produky
stgen W TS

I - —
J\ J‘ . é
. - DAB nebo AEC

gl p iddza streptavidin biotin produkt

@@w

Obr. 6. Streptavidin-blotin  umiverzalni
detekéni systém.

Zikladem je specificki wvazba primarmni
protilatky na antigen. Univerzalnost systému
je  danid  biotinylovanou  polyvalentni
sekundarni protilatkou, kterdi se vaZe na
primami protildtku, je? mide byt piivodem
z kréalika, my$i, krysy nebo moréete. Biotin je
kovalentn¢ vazan jak k sekundarni protilatce,
tak k peroxidaze. Navic se vyznaduje vysokou
afinitou k streptavidinu. Tim dochazi k tvorbs
komplexti. Peroxidaza pak katalyzuje redukei
H,O, a oxidaci chromogenu DAB (AEC).
Vznika nerozpustny hnédy (Serveny) produkt,

Poslednim (4.) krokem byla vizualizace antigenu 3-amino-9-ethyl-karbazolem (AEC,
Sigma-Aldrich) v ptipad$ preparatii zbundnych kultur, resp. diaminobenzidinem

(DAB, Sigma-Aldrich) u histologickych fezi.
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3.2.2 cDNA array

Pro tuto analyzu klicovych genu ovliviiyjicich prub&h bunééného cyklu a apoptézy byl
vybran GEArray Q scrics Human Cancer PathwayFinder array kit od firmy SuperArray
(www.superarray.con).

Cely proces lze rozdélit do n€kolika fazi: izolace celkové RNA, syntéza cDNA sond,
prehybridizace, hybridizace, radioaktivni detekce, scanovani radiogramu a vyhodnoceni

exprese (Obr. 7).

Obr. 7. Schéma postupu pFipravy

S RNA z

R A a  vyhodnoceni DNA arra
GEArray qaembrana Syntéza cDNA prob y ¢ ¢ y
ﬁfegg;’"d'z“e wPodCTP (2.6h) (SuperArray). Blizsi  vysvétleni

v textu,
ﬁﬁﬁﬁ%“’—"

Hybridizace {pfes noc)
Rad-oakuvm detekce

Scanovani autoradiogramu

Vyhodnoceni exprese (GEA suite)

e

Feoow

: e —

Izolace celkové RNA

Kvalita RNA je jednim z ncjdilezitéjsich faktorti nezbytnych pro dosaZeni uspésné
analyzy genové exprese [Sherr 1996]. Metody analyzy RNA, které byly provadény,
vyZadovaly zisk kvalitni, nedegradované RNA o vysokém vytézku, proto byla k izolaci

celkové RNA z tkafiovych kultur pouzita sada ArrayGrade Total RNA Isolation Kit
{SupcrArray).

Izolace timto kitem jc zalozena na sclektivni vazbé RNA na silikagelovou membranu
kolonky v prostiedi s vysokou koncentraci soli a cthanolu. Lyza¢ni pufr obsahujici
chaotropické soli stabilizuje RNA, predchazi jeji degradaci a dovoluje jeji optimalni
zadrZeni na membrang kolonky. Nezidouci kontaminanty jsou odstranny promytim
kolonky sadou pufrii a &istd RNA Je cluovana vodou,
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Nejprve byly builky sklizeny do suspenze v kultivatnim médiu, zcentrifugovany 10 min
pfi 200 g, médium bylo odstranéno, buniky byly resuspendovany v roztoku PBS a opét
zeentrifugovany. Po opatrném odstranéni PBS bylo délc pokrafovano v izolaci celkové
RNA podlc protokolu vyrobce. Na zavér byla RNA eluovana do 30-50 ul sterilni
redestilované vody bez RNaz {podle piedpokladaného vytézku) do sterilni 1,5 ml
zkumavky s vickem. Voda byla ncjdfive nancscna na kolonku, kde byla poncchana 3
min pii pokojové teploté, poi¢ byla kolonka zcentrifugovana 1 min pfi 11000 rpm. Eluat

obsahoval cclkovou RNA.
U ziskané RNA byla provedena kontrola kvality.

a) spektrofotometricky: méfenim absorbance pti 260 a 280 nin, po zfedZni S0x,
byla vypocitana koncentrace podle vzorce: ¢ (ug/ml) = Aseo x 40 x faktor fedéni

(50), daie byla ur¢ena Cistota vzorku vypoc&itanim koeficientu 260/280.

b) clektroforézou na agarosovém gelu: 3 pl vzorku byly smichany se 3 ul RNA
pufru a 10 min denaturovany pfi 65°C, poté byly naneseny na 1,5% agarosovy
gel obsahujici ethidiumbromid. Elekiroforéza probihala pfi napéti 90V po dobu

pfiblizné 100 min.

Svatéza cDNA sond znacenvch * P-dCTP
Pro syntézu radioaktivn¢ znacenych ¢DNA sond byl pouzit AmpoLabeling-LPR Kit
{SupcrArray) a 32p_dCTP (Amersham Biosciences). K pfipravé dostateéného mnozstvi

CDNA statily 3 pg celkové RNA, vyizolované z EM-G3 bunék ve 197. pasazi. Syntéza
se skladala z nékolika krokii (Obr 8):

a) Syntéza ¢DNA byla zahdjena anclaci primerd (ndhodnych hexanukleotidi)

inkubaci 3 min pfi 70°C a nasledn& 10 min pii 37°C.

b) Viastni syntéza cDNA probihala v pfitomnosti reverzni transkriptazy a
inhibitoru RNézy 25 min pii 37°C. Naslednym zahfatim na 85°C po dobu 5 min

byla hydrolyzovana RNA a inaktivovana reverzni transkriptaza.

¢) Znateni ¢cDNA bylo provadéno pomoci linearni polymeriazové reakce -
ur .32
v pritomnosti “P-dCTP a DNA polymerazy byla ¢cDNA plné denaturovana

5 min pti 85°C a naslednd amplifikovana ve 30 cyklech (1 min pii 85°C, 1 min
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pii 50°C, 1 min pfi 72°C). Po ukonéeni polymerace byl roztok inkubovan 5 min

pii 72°C pro termindlni dosyntctizovani produktq.

d) Picd vlastni hybridizaci byla provedena denaturace P_dCTP znaéenych cDNA
sond — 2 min pii 94°C.

3.0 pg celkové RNA  RT Primer Obr.8. Schéma piipravy c¢DNA pomoci
s AmpoLabeling-LPR Kit (SuperArray). BliZsi
1. Aneface | 13mir] Y vysvitleni v textu.

A
A
A

reverzni transknptaza
2. Syntéza cONA | 30mini inbibitor RNazy

RRARRA
ARRATL
AR

3. Linedrni polymerazovéd P dCTP
reakce (1h 40min) DNA polymeraza

4, Denarurace cONA préb l

P — dZTP znadena amplifikovana cDNA

Prehvbridizace a hybridizace

Picd vlastni hybridizaci byla GEArray Q Scries nylonové membrany prehybridizovana
3 ml GEAhyb Hybridization Solution (60°C) s obsahem 10 pg/ml Sheared salmon
sperm DNA (Invitrogen) inkubaci po dobu 1 — 2 h v hybridizaéni peci (60°C, 5-10
rpm).

Nasledné byl prchybridizaéni roztok nahrazen za 0,75 ml GEAhyb Hybridization
Solution (60°C) s cDNA sondou a hybridizovan pies noc (60°C, 5-10 rpm).

Po ukonceni hybridizace byl hybridizagni roztok nahrazen promyvacim roztokem A
(2x SSC + 1% SDS) a omyvan 2x po dobu 15 min (60°C, 20-30 rpm). Poslednim

krokem bylo promyti s promyvacim roztokem B (0,1x SSC + 0,5% SDS), 2x 15 min
{60°C, 20-30 rpm).

Membréna prckrytd mikrotenovou folii byla inkubovana v autoradiografické kazeté

§ filmem Kodak Biomax X-Omat X-ray film (Amersham Biosciences) po dobu 16
hodin.

Analiza arravi

Po vyvolani byly autoradiogramy digitalizovany pomoci scaneru ScanJet 4370 (HP) a

ve formétu jpg (256 odstind Sedi) pouity pro vyhodnoceni pomoci GEA suite software
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(http:.-".-"gcasuitc.supcrarray.com/indcx.jsp). Normalizacc cxpresnich  signali  byla

provedena dle intenzity exprese house-keeping genu.

3.2.3 Mnohobarevna FISH
Vysetieni bylo provedeno ve 142, a 212, pasazi EM-G3 bunék. Nejprve byla provedena

optimalizace metody na vhodnou koncentraci koleccmidu. Klon v exponencidlni fazi
ristu byl pak této koncentraci vystaven. Nasledovalo sklizeni bunék smési
trypsin/EDTA, centrifugace, hypotonizace 0,075 M KCl a fixace smési methanol/accton
(3:1). Pro mFISH a mBAND (mnohobarevnd pruhovaci technika) analyzu byly pouZity
kity ,,24 XCyte MetaSystemns 24 color whole chromosome painting probe kit* a ,,.XCyte
12 MctaSystems mBAND kit for human chromosome 12 (Meta Systems) [Brezinova

ef al. 2005). Analyza byla provedena ve spolupraci s Oddélenim cytogenetiky UHKT.

3.2.4 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Analyza gent HER2/neu, cyklin DI, c¢-myc, Rb! a p53 v EM-G3 buikach byla
provedena podle firemnich instrukei (PathVysion DNA probe kit, Abbott-Vysis). Pro
FISH analyzu v parafinovych fezech puvodniho lidského nadoru byl pouzit PathVysion
Her-2 DNA Probe Kit (Abbott-Vysis) [Hermanova ef al. 2003]. Analyza byla

provedena ve spolupraci s Oddéienim cytogenetiky UHKT v Praze.

3.2.5 Mutacni analyza genl p53, PIK3CA, BRAF a K-Ras

Mutaéni analyzou byly analyzovany vybrané frekventné mutované geny u karcinomu
prsu. Cela kédujici sekvence genu p53 (OMIM 191170) (exony 2-11), véetné intron-
exonovcho spojeni, byla amplifikovana PCR rcakei v 7 fragmentech (Tab. 1). Ostatni
analyzovan¢ geny (respektive exony s Gastym vyskytem mutaci ve vzorcich karcinomu
prsu) - katalyticka podjednotka o fosfatidylinositol-3-kindzy (PIK3C4; OMIM 171834;
cxony 7,9, 20), BRAF (OMIM 164757; cxony 11, 14) a K-Ras (OMIM 190070; cxon 2)
byly amplifikovany s pouZitim publikovanych primert [Li ef al. 2006; Mayr et al. 2006]

23 optimalizovanych podminek (Tab. 2). PCR produkty analyzovanych gend byly
sckvenovany.
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Genomova DNA byla izolovdna precipitaéni metodou z 2.10° bunzk pomoci Wizard
DNA isolation kitu (Promega} dle protokolu vyrobee. PCR amplifikace byly provedeny
v celkovém objemu 25 ul s pouZitim 100 ng genomové DNA, 0,4 U GoldTag DNA
polymerazy (Applicd Biosystems), 0,2 ul 50xdNTP’s (Invitek) 1,0 ul 10x GoldTaq
PCR buffer (Applicd Biosystems), optimalniho mnoZzstvi 50 mM MgCl, a 0,6 pmol
primeril (Generi Biotech) v 36 cyklech (Tab. 1,2). Vysledny PCR produkt byl
analyzovan elektroforeticky na 1,5% agarosovém gelu (Serva) v IXTAE pufru.
Purifikace vzorku pied sckvenaéni rcakei probihala kolonkovou separaci na kiemicité
membrané (JetWell PCR purification kit; Genomed). Pro sckvenaéni reakei s BigDye
Terminator ver. 3.1 (Applicd Biosystems) bylo pouzito 200ng PCR produktu.
Sckvenaéni reakee byla analyzovana na sckvenatoru ABI310 (Applied Biosystems) a
ziskané sckvence byly srovndny s referenénimi sekvencerm pomoci NCB] BLAST
software.

Tab. I. Podminky pro amplifikaci genu p53. PCR byla provadéna touch-down PCR protokolem (13
eykld: 95°C - 30 s, 68°C — 1min (-1°Cleyklus), 72°C - 30 s; 23 cykli: 95°C - 30 5, 55°C - 305, 72°C - 30

s) s uvodni denaturaci 95°C - 10 min 2 termindini elongaci 72°C - 10 min. Koncentrace MgCl; byla ve

vicch pfipadech 2 mM. bp - po&et part bazi, DMSO - dimethylsulfoxid.

Nazev Exon Sckvence bp DMSO
P40f - 5-GAC CCA GGG TTG GAA GCG TCT-¥ Al ]
P4]1r Y-GCAAGGGGGACTGTAGATGG-3

P42f i 5'-ACC TGG TCC TCT GAC TGC TC-3' 363 )
P43r 5'-GCCAGGCATTGAAGTCTCAT-3'

P44f e S“CCGTGTTCCAGTTGCTTTAT-3' 488 i
P45r S'-TTAACCCCTCCTCCCAGA-3"

P46f : 5-TGC TTG CCA CAG GTC TCC -3' 301 )
P47r -CCGGAAATGTGATGAGAGGT-3'

P4Rf il STTC CTT ACT GCC TCT TGC TT-3' A1l 50
P49r S-AGAAAACGGCATTTTGAGTG-3' ’
pSO0AF L0 5-CTC AGG TAC TGT GAA TAT AC-3' ,
PS1r S“CTATGGCTTTCCAACCTAGGA-3' 2 2
P52f ¥ 3'- TCA TCT CTC CTC CCT GCT TC -3'

PS3r 220 ]

5- CGCACACCTATTGCAAGCAAGG -3’
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Tab. 2. Podminky pro amplifikaci vybranych onkogena pro mutaéni analyzu. PCR byla providéna
PCR protokolem (36 cykli: 95°C - 30's, T, Imin, 72°C - 30s) s ivodni denaturaci 95°C - 10 min a
terminalni clongaci 72°C — 10 min. Koncentrace MgCl: byla ve vech pripadech 1,5 mM. bp - podet par

bazi, T — ancla¢ni teplota.

Nazev Sekvence bp Ta
BRAF-cllf  5-TGT ACT TAG GGT GAA ACA TAA GG-3' -~ s6¥C
BRAF-clir 5-TTG TCA CAA TGT CAC CAC AT-3'

BRAF-c15f 5'-TCA TAA TGC TTG CTC TGA TAG GA-3' - s6iC
BRAF-cl5r 5-AGG GCC AAA AATTTA ATC AGT GG-3'

Ras04f 5'-AGG CCT GCT GAA AAT GAC TGA-3' 17 s15C
Ras05r 5-TCA AAG AAT GGT CCT GCA CCA G-3'

PIK3CA-e07f 5-CCTTTT GGG GAA GAA AAG TG-3' 234 s6°C
PIK3CA-c07r 5'-GAG AGA AGG TTT GAC TGC CAT AA-3

PIK3CA-c09f 5'-TGA AAATGT ATT TGCTTT TTC TGT-3' 300 sgiC
PIK3CA-c09r 5-ACA TGC TGA GAT CAG CCA AA-¥

PIK3CA-c20f 5'-CAT TTG CTC CAA ACT GAC CA-3' 288 seic

PIK3CA-e20r 5-TGT GTG GAA GAT CCA ATC CA-3'

3.2.6 Charakterizace zavislosti EM-G3 bung¢k na EGF

EM-G3 buiiky ve 141, pasazi byly nasazeny na kultivaéni misky v hustoté 2000
bunék/cin’. Kultivace probihala paralelné v plnohodnotném médiu pro kultivaci
cpitclidlnich bungk a v médiu bez EGF, vic v dubletu. Po 6 dnech byla &ast misck

s butikami zafixovana a obarvena.

Z misck bylo odsato médium a buiiky byly oplachnuty roztokem PBS. Do kaZdé misky
byl pfidan roztok May-Griinwald (150 ul/em’, PENTA), po 5 minutach byl pfilit stejny
dil destilované vody. Po dalsich 5 minutach byly fixované buiiky oplachnuty vodou a
dobarveny 10x fed€nym roztokem Giemsa-Romanowski (250 ulfcmz, PENTA). Po 15

minutach byly misky opét fidng oplachnuty vodou a ususeny.

Druhd polovina misek byla ponechana v kultute a dale pozorovana pod mikroskopem.
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3.2.7 Charakterizace zavislosti rustu EM-G3 na regulatorech ER

Signalné-transdukéni ovlivnéni bunéencho rustu na zaklad€ signalizace estrogenniho
receptoru bylo studovano pomoci zavislosti EM-G3 linic na pfitomnosti agonisti a
antagonistu cstrogenniho receptoru v médiu. Pro tento cxperiment byly vybrany dvé
kontrolni bunééné linic odvozené z metastaz lidsk¢ho adenokarcinomu prsu. Bunky
linic MCF7 cxprimovaly estrogenni rcceptor, bunky linic MDA-MB231 estrogenni
receptor neexprimovaly. V obou piipadech se jednalo o epitelidlni buiiky rostouci
v jedné vrstvé adherované ke kultivatnimu povrchu a péstované vmédiu bez

hydrokortizonu, cholera toxinu, inzulinu a EGF (narozdil od EM-G3 bunék).

Buitky EM-G3 ve 155. pasazi, MCF7 v 24. pasazi a MDA-MB237 v 17. pasazi byly
nasazeny do 12jamkovcho platitka (NUNC) v mnoZstvi 10000 bun¢k/1,5 ml
média/jamku. Nasledujici den bylo pfidano 1,5 ul aktivni substance (Tamoxifen nebo -
Estradiol, Sigma), ktera byla €crstvé nafcdéna cthylalkoholem pro UV spektroskopii
(Lachema) na pfislu$né koncentrace. Kultivace v prostiedi dané koncentrace tamoxifenu
(antagonisty ER) ¢i cstradiolu (agonisty ER) probihala 6 dni, s jednou vyménou za

¢erstvé médium s aktivni substanci po 3 dnech.

Rustové paramctry byly stanoveny na zikladé kolorimetrické analyzy koncentrace

proteinu, tzv, sulforhodaminovym testem {Skchan et af. 1990].

Nejprve byly burky fixovany 10% kysclinou trichloroctovou (1 hodina, 4°C). Po
dukladném oplachu vodou byly bunky barveny roztokem 0,4% sulforhodaminu B
(Sigma) v 1% kyseling octové (30 minut). Poté byly jamky ¥4dné, ale rychle oplachnuty
1% kyselinou octovou, Na zavér byla navazana ,barvicka“ vyextrahovand do 10mM

TRIS (pH 10,5). Absorbance byla métena pii 540 nm.

3.2.8 Schopnost tvorit nadory (tumorigenicita) v nu/nu mysich

Pokusy na zviratech byly schvileny fakultni komisi pro praci se zvifaty. Pro experiment
byly pouzity imunodeficientni nu/nu mysi (samicky) a EM-G3 buniky v 141. a 195,
pasazi. Kazdé mySi bylo subkutanng aplikovano 9.10° bungk v 0,1 ml média a 0,05 ml
Matrigclu (BD Bioscicnce). Kazda pasaz byla injikovana do 4 mysi. Provedeno ve

spolupraci s Ustavem biofyziky a informatiky 1. LF UK v Praze.




4. Vysledky

4 Vysledky
4.1 Ustaveni bunééné linie EM

Tyden po nasazeni enzymaticky rozvolnéné tkan& byly pozorovany malé kolome
epitelii, které rostly z jednotlivych bungk &i malych shlukd. Rostouci kolonie s tésnymi
bunéénymi kontakty vytésiovaly 3T3 buiiky (feeder-layer) do stran (Obr. 9a).
V &asnych pasaich se bunéény porost skladal zmenSich a vétSich bunek (Obr. 9b).
Mendi buitky se evidentné délily rychleji. Prvni pasaZ byla provedena 4 tydny po
nasazeni rozvolnéné tkang. Od 3. pasaZe byl v prostfedi 3T3 bunék pozorovan rychlejsi
riist a od 10. pasaze uZ busiky rostly bez ,feederu. Bylo dosaZeno stabilni generatni
doby 34 hodin a bylo jasné, Ze se jedna o imortalizované buriky. 18 mésicii po uvedeni
bunék do kultury bylo dosazeno 100. pasiZe. Jedna se o stanovenou hranici, kdy miize

byt bunééna kultura prohlasena za bun&nou linii. Tato linie byla nazvana EM.

Obr. 9. Morfologické charakteristiky bunétna linie EM v ramych pasafich. (a) Malé kolonie
epitelislnich bungk (Sipky), obklopené fidsim porostem ozéfenych 3T3 buntk (hrot). (b) V &asnych
pasaZich se epitelidlni porost skladal z bunék riznych velikosti. Malé buiiky se delily rychie (hroty),
velké buitky (¥ipka) uZ nebyly schopné déleni. Métitko 20pm.

4.2 Klonovdni a selekce bunécné linie EM-G3

Ve 130. pasaz byto z plivodnich EM bunék Gspéiné vyselektovano 5 klond, které byly
nazvany podle umist#ni na klonovani desti¢ce: B6, D4, D11, G3 a G11. Tyto klony byly
zmraZeny a uchovany v tekutém dusiku. Pro dal$i studie byl vybran klon EM-G3, ktery
vykazoval nejlepsi morfologické a riistové vlastmosti. Doposud bylo provedeno pies 200
pasazi EM-G3 bunék. V téchto pasaZich jsou zapotteny : pasaze EM bunék.
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4.3 Morfologické viastnosti bunék EM-G3

EM-G?3 linie vykazuje typickou epitelidlni morfologii, tj. kuboidaini nebo polygonalni
putiky rostouci v jedné az dvou vrstvach. PrileZitostnd se néktera busika v kultufe
(ptiblizné 1 ze 150 bun&k) zménila na velkou vétvici se buitku s dlouhymi vybézky.
Tyto rozvétvené builkky jsou ewidentné vice diferencované a pravdépodobné
zprostfedkovévaji kontakty mezi vzdalen&j$imi buiikami (Obr. 10A,B).

Obr. 10. Morfologie klonalnich EM-G3 bunék in vitre. (A) Sestidenni kolonie vyrostld z jedné butky.
Zadind se tvofit rozeklanid buitka sdloubymi vyb&Zky (Sipka). (B) Stejnd kultura za 10 dni.
V konfluentnim porostu se vyskytovaly vice diferencované buiiky sdlouhymi kontaktnimi vyb&zky
(ipka). Méfitko 20pum.

4.4 Imunocytochemickd analyza EM-G3 in vitro a in vivo. Porovndni
s puvodnim nadorem pacientky.

Kultura EM-G3 bundk in vifro, parafinové fezy nadoru odebraného pacientce a

parafinové fezy tumorl vzniklych v nwnu mysSich (viz dale) po subkutanni aplikaci

EM-G3 bunék byly testovany protilatkami proti K5, K7, K8, K14, K18, K19, SMA,

p63, ER, PR, EGFR, ErbB2, EMA, ESA, CD24 a CD44 (Tab. 3).
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Tab. 3 lmunocytochcmic-'imunohistochcmic EM-G3 bunék in virro a in vive (v xenografiu nu/nu mysi)
ab. 3.

ovnani s nadorovymi a nenadorovymi epitelidlnimi bufikami nachazejicimi se v histopatologickych
ve Sr

paraﬁnovych tczech nadoru pacientky.

N EM-G3 buiiky Vzorek puvodniho karcinomu prsu
_ Majoritni : Nenadorové prsni cpitelialni buriky
Antigen _linvivo nadorova
VIO w/numy$) | Dun&nd [ yminglni Myoepitclidlni
populace

K5 + * - - i
K7 + o o o 0
K8 - © @ 2 . @
K14 + +/-4 - - |

K18 o+ +/- + i -
Kio | - - = +

SMA : : : : | +
063 L vy i ) L
ER R - + + )
PR LI - + + ! -
EGFR + . 0 o ' o
ErbB2 +- +- + - -1+
EMA + -+ + b a
ESA + -4+ + + -
CD24 + o o I @ f @
CD44 + I o | o [ @ | &

a) Jadernd pozitivita;

b) Jadern# negativita, slaba membranoviicytoplazinaticka pozitivita,

¢) Pozitivita centralnich bunék v pscudoduktalnich strukturdch nu/nu my$i;
d) Negativita centrainich bunék v pscudoduktilnich strukturach nu/nu mysi;
2 — netestovano

k- spise pozitivni;

-+ spife negativni

4.4.1 Charakterizace EM-G3 bunék in vitro

Epitclialni pivod EM-G3 bungk v kultufe byl dokazan predeviim pozitivitou na

cytokeratiny. Bunky EM-G3 byly pozitivni jednak na markery lumindlnich bunck K18
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(Obr. 110), K7 (Obr. 11m), K8 (Obr. 11n), ale i na markery bazalnich/myoepitelidlnich
bunék K5 (Obr. 11a), K14 (Obr. 11b). Cytokeratin K19, typicky pro plné diferencované
Juminalni bufiky, nebyl exprimovén (Obr. 11d). Silné pozitivni byly EM-G3 na jaderny
protein pé3, vyskytujici se v progenitorovych a myoepitelidlnich buitkach (Obr. 111).
Marker zralych myoepitelidlnich bunék SMA nebyl exprimovan (Obr. 1le). Silna
membranova pozitivita byla detekovana pro receptor EGFR (Obr. 111), slaba
membranova pozitivita pro transmembranovy receptor ErbB2 (Obr. 111). Dale byla
detekovana slaba membranova a cytoplazmaticka (ale nikoliv nukleami) poztivita na
ER (Obr. 11g) a PR (Obr. 11h). Pozitivni byly téZ povrchové antigeny EMA (Obr. 11j)
a ESA (Obr. 11k), typické pro luminélni buriky. Exprimovany byly povrchové markery
CD24 a CD44, které se vyskytuji u progenitorovych a bazalnich bungk mlééné Zlazy.

Obr. 11. Imunocytochemické barveni bunééné kultury EM-G3 in vitre. K5, K 14, p63, CD24 a CD44
jsou typické pro bazélni/progenitorové buiiky (a,b.fo.p). EMA, ESA, K7, K8 a KI8 jsou markery
luminalnich bungk (j, k, m, n, c). ER a PR vykazuji pozitivitu cytoplazmy a membrany, nikoli v3ak jader,
co? indikuje jejich nezralost (gh). Negativita na K19 a SMA dokazuje, Ze buitky nejsou terminaing
diferencované (d, €). Pozitivni EGFR potvizuje zavislost EM-G3 bungk na EGF. ErbB2 je v kultufe
exprimovén velmi slab& Méfitko 20um

a. K5+ .l b. K14+
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d. K19-

e. SMA- f. p63+ (jadra) .
- P - h, PR- (jadra)
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k. ESA+ 1. ErbB2+
0. CD24+ p. CD44+

4472 Analyza vzorku pivodniho karcinomu prsu

Ve vzorku nadoru, ze kterého byly EM-G3 butiky vypéstovany, byla provedena
rozsahla imunohistochemick4 analyza na parafinovych fezech, ktera odhalila rizné
populace epitelialnich bunék:

(1) Vétsina bunék nadoru, fj. majoritni nadorova bundéna populace (Tab. 1) nesla
markery typické pro plné diferencované luminalni bufiky. Z hlediska vyskytu
cytokeratint byly majoritni bufiky K5- (Obr. 12a) a K14- (Obr. 12b), zatimco K18+
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(Obr. 12¢) a K19+ (Obr. 12d). V&tina téchto bunék byla pozitivni na povrchové
antigeny EMA+ (Obr. 121) a ESA+ (Obr. 12)). SMA, znak zralych myoepitelialnich
bunék, se v typickych nadorovych buitkach nevyskytoval (Obr. 12¢). Jademy protein
p63 (Obr. 12f), ktery je v normalni tkani exprimovan v progenitorovych, bazalnich a
myoepitelialnich buiikach, byl vhlavni nadorove populaci také negativni. Jadra
majoritni populace nadorovych bunék byla v parafinovych fezech véSinou ER+
(Obr. 12g) a PR+ (Obr. 12h). Také transmembranovy receptor ErbB2 byl v typickych
nadorovych butikach silné pozitivni (Obr. 12k).

Obr. 2. Imunchistochemické barveni parafinovych Fezd z pitvodniho prsnihe nadoru: majoritni
populace bunék Buiiky mély charakter piné diferencovanych luminalnich bun&k (a-)). (a-d) Majoritni
populace bungk byla negativni na K5 a K14, ale pozitivni na K18 a KI9. {e,f} Buiiky nidoru
nevykazovaly znaky myoepitelidlnich bungk SMA a p63. (gh) Vétsina bungk (asi 80%) nadorové

populace byla ER+ a PR+. (i-k) Povichové proteiny EMA, ESA a ErbB2 byly v hlavni nédorové
populaci siln& vyjadfeny. Méfitko 20pm.
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(2) Mensinova populacc bungk, rozptylena v tkani nadoru, byla dosti riznoroda.
Vyskytovaly sc zdc mal¢ ostruvky K5+/K14+ bungk, které byly gvidentné zbytky
zanikajicich myocpitclidlnich bunk (Obr. 13a,b), i kdyZ jejich lokalizace v centru

_nadorové kolonie“ nebo na jejim okraji (Obr. 13a) byla neobvykla.

Buiiky pozitivni na K5 (Obr. 14a), K14 a p63 (Obr. 14c) se nachdzely i ve vzacné sc
vyskytujicich shlucich bun¢k pravdépodobné formujicich TDLU. Nékteré z téchto
TDLU bunck byly SMA- (Obr. 14b). Vicchny tyto charakteristiky odpovidaji
imunoprofilu EM-G3 bun¢k.

Vicchny buiiky, které byly pozitivni na KS, K14 a p63 (Obr. 13d), byly zaroveii
negativni na K19 (Obr. 13¢), ER a PR. Kromé toho byly i n€které buiky v hlavni
nadorové populaci ER- (Obr. 13e), piipadng PR- (Obr. 13f). ExbB2 byl u mensinové
populace pouze slabé pozitivni (Obr. 13g).

Velmi kvalitnim znakem pro vyhledavani moZnych zdrojovych bunék EM-G3 (zc
kterych EM-G3 vznikly) byl marker p63. Kazdd jednotlivd buiika p63+ byla
rozeznatelna podle obarveného jadra (Obr. 14c). Naopak nepfili§ vhodnym znakem pro
stanoveni bunék, ze kterych byly EM-G3 odvozeny, se ukazal ErbB2 (Obr. 14d). Byl
sice silng exprimovan u nadorovych bunék, ale méalo exprimovan u bunék podobnych
normalnim buiikim. V souhrnu odpovidajicimi buifikami byla ¢ast malo
diferencovanych bunék v TDLU, i kdyZ i zbytky myocpitclidinich bunck do velké miry
odpovidaly imunprofilu EM-G3.

Obr. 13. Imunohistochemické barveni parafinovych ez z pavodniho prsniho nidoru. minoritni
populace bungk (strana 45). Buiiky maji charakter podobny EM-G3 buiikdm (a-g, Sipky). (a,b) Malé
ostriivky K5+/K14+ bungk, které byly evidentné zbytky zanikajicich myoepitelidlnich bungk. (c)
Nepravidelné 7bytky #lazy obsahujici smés K19+ a K19- (Sipka) bunék v chaotickém uspofadani. (d) Na
okraji "nadorové kolonic" se vyskytovaly zbytky neobvyklych myoepitelialnich bunék (p63+) ve vice
vrstvach. (e,f) Piimo v majoritni nadorové tkani se vyskytovalo pfiblizné 20 % ER- a PR- bunék (Zipky).
() Hlavni populace nadorovych bungk (vievo) je silné pozitivni na ErbB2, zatimco kolonie drobnych

bunék podobnych normélnim vykazuje jen slabou expresi tohoto proteinu (Sipka). Mefitko 20pum.
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Obr. 14. Imunohistochemické barveni parafinovych fezd z puvodniho prsniho nadoru: TDLU.
Buiiky maji charakter podobny EM-G3 buiikam (a-d, $ipky). Struktury odpovidajici TDILU se v malém
mnoZstvi vyskytovaly v pifmém sousedstvi "nddorovych kolonii". () Viechny buiiky v TDLU (v
Jumindlni i myoepitelidlni pozici) byly pozitivni na K5. (b) Asi polovina bungk v TDLU byla negativni
na SMA (3ipky). (¢) Progenitorové buiiky v "zérodetnych pupenech” byly pozitivni na p63 (Bipka). (@
ErbB2 protein byl v TDLU slabé exprimovéan, Mefitko 20pm.

4.5 cDNA array

Izolace RNA byla provedena z3.10° bungk v 197. pasazi. Koncentrace RNA byla
964 ug/ml. Kvalita RNA byla uréena koeficientem 260/280 > 1,8 (dostatetna kvalita
pro Uspd¥ny array). Integrita izolované RNA byla kontrolovéna elekiroforeticky na

nedenaturujicim 1,5% agarosovém gelu v 1XTAE (Obr. 13).

Obr. 15. Izolace RNA z bunék EM-G3. Cista, neposkozeni RNA se po obarveni

ethidiumbromidem jevi jako smear, ze kterého ostfe vystupuji dva proutky
«— 288 odpovidajici 288 a 188 tRNA. Ve vzorku nesmi byt pfitomna vysokomolekularni
188 kontaminujici DNA.
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Analyza mRNA pomoci cDNA arrayi (Obr. 16) ukazala vysokou expresi apoptotického
aktivatoru APAF1, membranovych proteinii CD44 a TGFRIB, integrin®t o2, a3, a4, ub,
aV a B1, dale pak p53 regulatorun MDM2, p21Ras GTP-azu aktivujici molekulu RasAl
a extracelularni matrix asociujici protein tromboplastin 1. Exprese EGFR potvrdita
vysledky imunocytochemické analyzy a exprese integrind a6 (CD49)/p1 (CD29) a
(D44 prokazala kmenovy/progenitorovy charakter EM-G3 bunék [Clayton et al. 2004].
Vysledky arrayi jsou uloZeny v GEO databazi (http://ncbi.nlm.nih gov/geo/) pod
piistupovym ¢&islem GSM81460.

Obr. 16. Expresni analyza EM-G3 bunék in vifre pomoci cDNA arrayi. (A) Z 96 gend v arrayi byla
zaznamenéna rizna mira exprese u 35 gendl. (B) Riznou intenzitou Sedi jsou oznadeny exprimované
geny, podle jejich relativni exprese (Serns = nejvy3$3i).
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4.6 Karyologie linie EM-G3

EM-G3 buitky byly ve 142. pasi¥% podrobeny vySetfeni pomoci mnohobarevné
fluorescenéni in situ hybridizace (mFISH), ktera umoZiuje sougasnou vizualizaci
chromozomi, komplexu chromozomalnich zmén a viech numerickych aberaci v jedné
experimentalni hybridizaci..

Bylo vyhodnoceno 15 riiznych mitdz v metafazi. Pfed viastni mFISH byla metoda
optimalizovana pomoci Giemsa barveni tak, aby jednotlivé mitdbzy byly dobfe
hodnotitelné, tzn. aby se chromozomy nepfekryvaly, ale zaroveti nebyly od sebe pfilis
vzdalené. Byla vybrana koncentrace kolcemidu 0,05 % a doba jeho pisobeni 5 hodin.
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4. Vysledky

Mitézy ukdzaly ve vét$ing piipadi diploidni charakter s dvéma monozomiemi
(Obr. 17).

Obr. 17. mFISH karvotyp EM-G3 bunék vykazuje stabilni diploidni charakter 44,XX, s monozomii
chromozomu 15 a 20 a translokacemi na chromozomech 3(9), 6(15), 12(12) a 13(20). Zmény jsou

oznadeny $ipkami

Byly zaznamenany translokace na derivovanych chromozomech 3, 6, 12, 13 a
monozomie chromozomii 15 a 20. Vzicné se vvskytla zirata nékterého dalsiho
chromozomu. Vysetfeni bylo doplnéno o podrobng&$i analyzu chromozomu 12 (pro
ovéieni duplikace) pomoci mBAND. Na derivovaném chromozomu 12 byla potvizena

duplikace dlouhych ramének. Karyotyp byl vyhodnocen jako:

44, XX der(3)t(3;9)(q26;7),der(6)t(6;15Xp21,q12),der(12)t(12;12)(p13.2:q?)dup(12)(q21
2q21.3)dup(12)(q21.2q21.3),der(13)t(13;20)(p11;?),-15,-20 (Obr. 17).

Ve 212. pasazi byla na buitkdch EM-G3 provedena kontrolni mFISH. Bylo vySetfeno 15

mitéz. Byla objevena daldi chromozomalni aberace na derivovaném chromozomu 9.
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4, Vysledky

jednalo se o deleci na kratkém i dlouhém raménku, der(9)del(9)(p13)del(9)(q21). Jiné

zmény oproti predchozimu vy3etfeni ve 142. pasazi nebyly zjidtény.

4.7 FISH pro HER2/neu, cyklin D1, c-myc, Rb a p53

Amplifikace onkogenii (HER2/neu, cyklin DI, c-myc) a delece tumor supresorovych
gentl (Rb, p33) je astym jevem u pacientek s karcinomem prsu. Proto byly tyto geny
podrobeny vySetfeni pomoci FISH.

V kultufe EM-G3 bun&k bylo analyzovano 20 jader v metafazi a 200 jader v interfazs. U
3adného z vySetfovanych gent (HER2neu, cyklin DI, c-myc, Rb, p53) nebyla

pozorovana #adna delece ani amplifikace (Obr. 18).

Obr. 18. FISH pro cyklin DI a HER2/neu. (a) FISH pro cyklin DI, dvé bunky v mitéze, leva v profazi,
prava v metafézi. Zelené signaly znadi chromozom 11, na kterém lei gen pro cyklin D1 svitici dervent.
Shodny podet signdli znamena, Ze gen neni amplifikovany. (b) FISH pro HER2/neu, dvé buiiky

v interfazi. Zelené signaly znadi chromozom 17, Eervené gen pro HER2meu.

Déle byly analyzovany dva vzorky parafinovych fezil, pfipravenych z odoperovaného
nadoru pacientky. V téchto pfipadech jsme se zama#ili pouze na amplifikaci HER2/neu
genu. Amplifikace byla pozorovana v obou vzorcich, konkrétmé 4,1x a 3,9x (vztaZeno
k poétu chromozomii 17). V priméru bylo zaznamenano 8 signalii na bufiku. Nicméné
na okrajich parafinovych fezii byly nalezeny i buitky s dvéma signaly pro HER2/neu

gen.
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4. Vysledky

4.8 Mutaéini analyza p53, PIK3CA, BRAF a K-Ras v EM-G3 burikdch

Gen p53 patfi k nejlastdji inaktivovanym tumor supresorovym genim u malignich
nadorti. Muta&ni analyza celé kodujici sekvence (v sedmi fragmentech amplifikujicich
exony 2-11; Obr. 19a) apfilehlych intron-exonovych spojeni odhalila pouze jednu
homozygotni nukleotidovou zaménu (T za G) na pozici 14168 v7. intronu (Obr. 19b).
Tato geneticka alterace je v literatufe i mezindrodni validované IARC p33 mutacni
databazi (http://wwwp53.iarc.fi/Polymorphismhtmf) uvedend jako polymorfismus
[Graf et al. 2001].

Obr. 19. (a) Vysledky amplifikace genu p53 a (b) nalezend homozygoini genomovi alterace
v fntronu 7 (11168G>T; p53 accession number X54156).
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Dal%im &astym mistem zmén u nadorovych onemocnéni lovika jsou signalni dréhy
PIK3K-AKT a RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK. Vice nez 90 % mutaci v PIK3CA genu je
lokalizovano vexonech 7, 9,20, které koéduji funking podstamé domény C2,
helikdzovou a kindzovou [Campbell et al. 2004]. U pacientii s karcinomem prsu byl
procentuilni vyskyt mutaci v t&chto exonech 35 % [Li ez al. 2006]. Cast&jsi nez mutace
v onkogenu K-Ras u karcinomu prsu jsou aiterace jeho nasledného signéiniho parmera —
molekuly kinazy BRAF. Mutace genli Ras jsou soustfedény do kodénii 12, 13 a 61,
zatimco nej&astdj§i mutace E600V v BRAF se nachazi v exonu 15 [Wooster e? al. 2005].
Analyza kli¢ovych mist onkogent PIK3CA, BRAF a K-Ras vEM-G3 buiikach
neodhalila Zidnou mutaci.
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4.9 Charakterizace zdvislosti EM-G3 bunék na EGF

Od polatku byly buiiky zavislé na pritomnosti EGF a dalSich rastovych faktorech
(inzulinu, hydrokortizonu a cholera toxinu) v médiu. Pokud byl buiikim EGF faktor
odebran, doslo k inhibici bun&éného ristu. Buiiky v pinchodnotném médiu tvofily po 6
dnech kolonie obsahujici primémé 15 buné&k, zatimco kolonie v médiu bez EGF
sestavaly vétsinou pouze ze 2 bungk (Obr. 20a,b). Béhem dal3ich dnii bez EGF se
buitky zadaly zvéiSovat a zplostovat, nasledovala bund&na dezintegrace a pfipadna smrt

busiky.

Obr. 20. Zavislost EM-G3 bunék na pfitomnoesti EGF v Lultivaénim médiu. (a) Tvorba kolonii v
plnohodnotném médiu a (b) v médiu bez EGF. Mefitko 20pum.
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4.10 Charakterizace zdvislosti ristu EM-G3 na reguldtorech ER

V histologickych preparatech z pivodniho nadoru je patmna jaderna lokalizace
estrogenniho receptoru  (ER; Obr. 12g) Bunétna linie EM-G3 vykazovala pii
imunocytochemickém barveni pouze membranovou a cytoplazmatickou pozitivitu,
jadra viak byla negativni (Obr. 11g). Stanoveni ristovych charaktenstik linie EM-G3
v riznych kongcentracich tamoxifenu (antagonisty ER) a estradiolu (agonisty ER) bylo
provedeno za ugelem zisténi zavislosti EM-G3 bungk na pfitomnost regulatori ER v
médiu. Test probhl ve srovnani s liniit MCF7, ktera byla prokazatelné (nuklearn€) ER
pozitivni, a linii MDA-MB231, kiera byla ER negativni. Analyza ukézala, ze EM-G3
buitky jsou nezdvislé na pfitomnosti regulatorti ER, podobng jako MDA-MB231 a na
rozdil od MCF7 (Obr. 21).
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Obr. 21. Riistové parametry bun&injch linii EM-G3, MCF7 a MDA-MB231 v zévislosti na
koncentraci tamoxifenu a estradiolu. Osa x: koncentrace aktivni substance (v M), osa y: nasobky
stfedni (jednotkové) hodnoty ristu kentrolni populace (bez aktivni substance).
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7Ze viech ti testovanych linii byly na piitomnost estradiolu vmédiu citlivé pouze
MCF7. SniZeni riistu patmé u EM-G3 a obou komparatord v koncentracich tamoxifenu
> 10°M vyplyva z toxického nespecifického aginku tamoxifenu. PouZité koncentrace
tamoxifenu a estradioiu jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4. Koncentrace tamexifenu a estradiolu pro testovani rustovych parametris EM-G3 linie ve
srovnini s lmiemi MCF7 (ER+) a MDA-MB231 (ER-).

Tamoxifen | 147 | 5107 | 10¢ | 2510 | 5.10% | 10° [ 1510° | 2.10° [ -
M
Es‘&‘?‘d 0B | jo® |50 ) 1M | s10m | 10 10° 108 | 107
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4.11 Tumorigenicita v nu/nu mysich

V priibéhu dvou tydnii po subkutanni aplikaci EM-G3 bungk se u 7 z8 mysi vyvinul
nador (Obr. 22A,B). Dalsi dva tydny byly obdobim ristu tumoru. Jeho maximalni
velikost se pohybovala v rozmez 30 - 50 mm’. V nasledujicich 2 mé&sicich se jiz nador

nezvétioval.

Obr. 22. Tumor vytvoFeny v nu/nu mySich tyf¥i tydny po aplikaci EM-G3 bunék. (A) Vngj3i pohled.
(B) Pohled na neinvazivni opouzdteny nador pisedly na svalové fascii po sneseni kozmiho krytu.

Histologické vy3etfeni po obarveni hematoxylinem-eosinem odhalilo fibrotickym
pouzdrem ohrani¢ené kulovité nadorové lozisko bez znamek extrakapsulamni expanze.
Epitelialni ostriivky byly obklopeny velkym mnoZstvim extracelularni nebunééné
eosinofilni matrix (Obr. 23).

Obr. 23. Nadorové loZisko v nw/nu mysi vznildé po aplikaci EM-G3 bunék. (Hematoxylin-eosin; 4x)
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4.11.1 Imunocytochemie EM-G3 bunék in vivo

Imunohistochemick4 analyza tumoru v nwnu my33ich odhalila totozny profil jaky mély
EM-G3 buiiky in virro. K5+ (Obr. 24a), K14+ (Obr. 24b), p63+ (Obr, 24e), K18+
(Obr. 24c), K19- (Obr. 24d), ER- (Obr. 24f), PR- (Obr. 24g), EGFR+ (Obr. 24h) a
SMA-. V&tsina bungk byla EMA- (Obr. 241).

Obr. 24. Imunochistochemické barveni parafinovych fezu z xenograftu nu/nu mysi. (a-d) EM-G3
buitky v nddorovém loZisku v nw/nu my#i byly stejné jako EM-G3 in vitro K5+HK14+/K18+K19-. (f-i)
ostatni markery se shodovaly s linii EM-G3 in vitro. Métitko 20pm.
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Akoli se mysim aplikovala klonélni populace EM-G3 bunék, bylo zajimavé, Ze buiiky
na parafinovych fezech mysiho tumoru tvofily ostriivky slozené ze 2 typt bunék: (1)
centrolobulamé lokalizovanych velkych bunék obklopenych (2) mendimi buiikami
| (Obr. 25).

Obr. 25. Pseudoduktalni struktura tvofena EM-G3 buiikami v nuw/nu my3i.

mengi epitelidini buitky na periferii
{nesou markery myoepitelialnich bundk)

Velké centralni buiky exprimovaly luminalni markery EMA (Obr. 26c) a ESA
(Obr. 26d), zatimco perifernd lokalizované bufiky exprimovaly markery myoepitelialni -
p63 (Obr. 26b), K14 (Obr. 26a).

55
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Obr. 26. Imunohistochemické barveni parafinovych fezii z xenograftu nuwnu mysi: diferenciace.
EM-G3 bufiky (i kdy? klonilniho pivodu) vykazuji in vivo schopnost formovat primitivni duktalni
struktury, pfipominajicich dvojvrstevne uspofadani bungk Zlazového epitelu. Centralni buiiky vykazovaly
makery luminalnich bungk EMA a ESA (c-d, sipky), periferni buitky myoepitelialnich bunck K14 a po3
(a-b, $ipky). Za povSimnuti stoji vyrazné vétsi centralni buiiky, v porovnéni s perifernimi. MeFitko 20um.

w @9 | pb.ps3+ (jadral

Pouze cytokeratin 5 ziistal pozitivni v centralnich i perifernich buiikach (Obr. 27a), po
celou dobu diferenciace, Velké centralni butiky se postupem ¢asu rozpadly a na jejich
misté tak vznikl pseudolumen (Obr. 27a,b).

Obr. 27. Imunohistochemické barveni parafinovich Fezit z xenograftu nu/nu mysi: vznik

pseudolumen. Centrélni buiiky se postupné rozpadaly a na jejich mist€ vznikl prostor pEipominajici
lumen. (2) Velkd centrlni buitka (3ipka). (b) Rozpad centralni buiiky, postupny vznik pseudolumen
(Sipky). Migtitko 20pm.
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Po jednom mésici riistu nadoru v nu/nu mysi byl tumor sterilné odebran a pfenesen
neprodlené do sterilni nadoby s kultivatnim médiem. Nadorova tkait byla enzymaticky
rozvolnéna pomoci kolagenazy a nasazena do kultury. Buiiky byly péstovany v
prostiedi 3T3 feeder-layeru. Plsobenim kolagendzy doslo k izolaci kulovitych
bunéénych shlukd (Obr. 28a,b), ne viak rozpadu na jednotlivé buiiky. Buitky nasazené
po 1. mésici migrovaly in vitro z kulovitych shiuki a rychle se délily. Morfologie EM-
G3 bungk byla zachovana (Obr. 28a). Ti mésice po injekes byla tataz procedura
opakovana u dald§i my%$i. Tyto buiiky viak pfezivaly vkultufe pouze ve formé
kulovitych shiukii. Nedoslo k Zidnému zjevnému vycestovani bunék do okoli
(Obr. 28b).

Obr. 28. Buiiky EM-G3 pfenesené do tkailové kultury z nadoru vytvofeného v nu/nu mysi (a) 1
mésic po aplikaci jsou buitky schopné vycestovat z fragmentu nédoru. (b) 3 mésice po aplikaci se jiZ
buttky nedslily ani z kulovitych shlukit nemigrovaly (v okoli jsou patrné 3T3 buiiky feederu). Métitko
20pm.
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5 Diskuze

Prcdklddana prace sc zabyva zaloZzenim a charakterizaci nové klonalni linie epitelidlnich
bunék EM-G3 izolovanych z tkan& primamiho loZiska duktalniho karcinomu hdské
mlééné zlazy. Buitky EM-G3 jsou spontinné imortalizované, ale vyrazné se lisi od

majoritni populace bunc¢k puvodniho nadoru.

5.1 Charakter a pivod bunék linie EM-G3

Kligovou otizkou bylo zjisténi pivodu EM-G3 bungk. Proto byla provedena rozsahla

imunocytochemickd analyza tohoto klonu a porovnana s buiikami vyskytujicimi se

e

v plivodnim nadoru, jchoZ vzorck byl nadtésti v dostatedné velikosti zachovan
v histologickém parafinovém blocku. Bylo zjisténo, Ze buiiky linie EM-G3 vykazovaly
imunitni profil bazalnich bungk (K5+/K14+/p63+/SMA-/K19-) a tim sc podstatné lidily
| od majoritni nadorové populace, kterd vykazovala znaky typické pro plné diferencované
luminatni buiiky (K5-/K14-/p63-/K18+/K19+) (Pfiloha 1). Pokusili jsme se
identifikovat, zda sc v histologickych fezech vyskytuji buniky odpovidajici imunoprofilu

EM-G3 bunék, a mohly by tedy byt jejich zdrojem.

V zésadé byly nalezeny dva typy takovychto bunék, rozptylené fidee v tkani nadoru.
Jednak malé ostruvky K5+/KI14+/p63+ bunck, které byly pravdépodobné zbytky
zanikajicich myocpitclidlnich buntk s ncobvyklou lokalizaci pfimo uprostied ncbo
na okraji nadorovych kolonii. Druhym typem byly buitky K5+/K14+/p63+/SMA-, které
sc vyskytovaly v TDLU jednotkach.

Vedle charakieristickych znaki bazalnich bungk exprimovaly EM-G3 buiiky téZ nékteré
luminalni markery, jako jsou K7, K8 EMA, ESA a K18. SmiSend exprese markeru
bazalnich/myocpitclidlnich a luminalnich bunék (jmenovité ko-cxprese K5/K14/K18
s negativitou K19/SMA) indikuje, Ze EM-G3 klon reprezentujc nezralé buiiky (K19 a
SMA jsou markery zralych luminalnich, resp. zralych myocpitclialnich bunék), které
pochazeji bud’ z populace bipotentnich progenitora (K5+/K14+) [Birnbaum et al. 2004],
anebo z pozdgjsiho stadia progenitord luminalnich bunék (K5+/K18+) [Gusterson ef al.
2005] (Obr. 29). Cytokeratin 5 je totiZz podle poslednich vyzkumi exprimovan nejen v
bazalnich/myoepitclialnich buiikéch, ale i v prekurzorech luminalnich bunék, tedy také

ve spoleénych progenitorech obou typlt mamarnich epitelii.
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Obr. 29. Schéma maturace bunék mamarniho epitelu. Charakterizace jednotlivych vyvojovych stadii

je provadéna na zakladé analyzy zmén exprese populagné-specifickych proteinii. (Modifikovano podle
! Bocker ef af. 2002, Boecker ef al. 2003, Petersen er al 2003, Stingl ef al. 2005)
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Podlc soucasnych nazori sc v TDLU nachdzeji dospélé kmenové buniky zabezpedujici
v téhotenstvi intenzivni proliferaci bungk miééné Zlazy [Gusterson ef al. 2005). Tyto
progenitorové butiky jsou ¢astym teréem maligni transformace [Petersen et al. 2003;
Wellings et al. 1975). Z t&chto skutegnosti vyplyva, Ze nejpravdépodobnéjsim zdrojem
EM-G3 bunék by mohly byt progenitorové buiiky nachézejici se v TDLU, u kterych jiz
doslo k imortalizaci, alc jeité ne k finalni maligni transformaci. Diky spontanni
imortalizaci EM-G3 bundk ncbylo nutné vyuZit imortalizacnich postupti vyrazné
ovliviujicich genom cilovych bungk [Gudjonsson er al. 2004]. Imortalizované buriky
linic EM-G3 jsou ziejm& odnoZi populacc bun¢k z rané faze transformace, nebot’
imortalizace je jednim z prvnich krokd maligniho zvratu. Je tedy pravdépodobne, Ze
EM-G3 maji spoleéné piedky s buiikami nadoru.

EM-G3 buiiky jsou zavislé na ptitomnosti EGF v médiu. EGF je faktor, ktery jc nutny
k preziti normalnich prsnich cpitelialnich bunék. Stimuluje proliferaci rychle se délicich
normalnich prsnich cpitelidlnich bunck, které sc Easto vyskytuji jako pfimés i v prsnim
tumoru [Rosfjord a Dickson 1999]. Naopak je popsino pouze nékolik linii bunék

odvozenych z prsniho karcinomu, jejichZ rist je zavisly na ptitomnosti EGF v médiu
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[Deugnier ef al. 2002a; Painc ef al. 1992; Wang ef al. 2000]. Vé&sina nadorovych bunék
je schopna rast v relativng jednoduchych médiich bez ptidavku rustovych faktoru.
Z4vislosti na EGF (ale i cholera toxinu) se EM-G3 klon blizi spiSe vlastnostem a
ristovym pozadavkim normélnich epitclalnich bun¢k mléené Zlazy. Blizkost
k normalnim buiikam zaroved sc spontanni imortalizaci linic vsak zdlraziyje jeji

specialni postaveni mezi podobnymi bufikami izolovanymi z prsnich nddor.

Dalgi charaktcrizace EM-G3 bunék byla provedena na trovni profilu genové cxprese
pomoci cDNA mikroarrayc, zaméfené na bunky prsnich nadori. V mikroarrayich byla
stanovcna exprese 96 vybranych geni, které se castni regulace (resp. deregulace)
hlavnich signalné transduk&nich cest. Pomoci tohoto pristupu jsme detekovali
piedcvsim zvysenou expresi markera typickych pro kmenové bufiky riznych tkani a
pro bazalni buitky mlé&n¢ zlazy (napf. CD44 nebo integriny a6 a p1). Nebyly nalezeny
vc zvy§ené mife markery typické pro prsni karcinomy. Tyto vysledky podporuji
hypotézu, ¢ EM-G3 buiiky pochdzeji z progenitorovych bazalnich bunék mlécné Zlazy

v premalignim stadiu [Ponti et af. 2005; Tumbar a Fuchs 2006].

5.2 Schopnost ristu EM-G3 bunék in vivo

Pouze malé mnoZstvi lidskych prsnich nadorovych linii ma schopnost tvofit tumory
v nu/nu mysich. EM-G3 bunky tuto schopnost maji. Navic vtomto biologickém
prostiedi nejen proliferuji, ale dokence i casteené diferencuji. PiestoZze EM-G3 linie
pochazi z jedné jediné buiiky, dokaze tvorit struktury pfipominajici jednoduché dukty.
Tyto utvary sc skladaji zcentralnich bungk exprimujicich lumindlni antigeny
(EMA/ESA) a perifernich bungk cxprimujicich myoepitclialni antigeny (p63/K14).
Podobné slozeni ma zdrava mamarni tkan. EM-G3 je pravdépodobné prvni klonalni
spontann& imortalizovana linic bunck izolovanych z karcinomu mlétné 2lazy ¢loveka,
ktcra vykazuje tak zjevny diferenciaéni potencil in vivo. Pozorovani difercnciace klonu
do mamarnich struktur, kicré jsou tvofeny dvéma raznymi typy bunék, podporuje
hypotézu, ktera predpoklada, Ze se myocpiteliaini a luminalni bunky vyvijeji
ze spoleéného prekurzoru [Clayton ef al. 2004; Pechoux et al. 1999]. Ackoliv ma
trojrozmémé prosticdi in vivo podstatny vliv na bunénou difercnciaci, byla exprese
K18 in vivo slaba. Bylo popsino, Ze¢ prsni progenitorové buriky exprimuji malé

mnozstvi K18, ¢asto detckovatelné pouze ve kryotezech [Clarke ef al. 2004; Laakso ef
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al. 2005]. Proteiny K19 (typicky pro zral¢ luminélni buiiky) a SMA (typicky pro zral€
myocpitelidlni buiiky), kter¢ nejsou v EM-G3 cxprimovany, zustaly negativni i v nu/nu
xcnograftech. To znamena, e k plné diferenciaci na zral¢ buiiky nedolo ani v in vivo
prosticdi. Cytokeratin 5 je jednim z ncjvyrazndjsich markert linic EM-G3 in vitro i
invivo. Vsouladu sdikazem, Z¢ K5 je marker mamarnich kmenovych a
progenitorovych bunék [Boccker a Buerger 2003, je nade zjisténi, Ze tento keratin
zistava pozitivni ve viech buiikach (luminalniho i myoepitelidlniho typu), které se
vyskytuji v primitivnich duktalnich strukturéch, aZ do doby rozpadu centrilnich bun€k a
tim vytvofeni pscudolumen uprosticd "kolonie". Podobna diferenciace in vivo, konéici
vytvofenim pscudolumen, byla popsand u mysi mamarni epitelidlni linie BC44

[Deugnicr ef af. 2002a].

V dobé, kdy tumor dosahl v nu/nu mySich své ncjvetsi velikosti (tj. &tyfi tydny
po subkutanni aplikaci), byl nador odcbran a enzymaticky uvolnéné EM-G3 buiiky byly
zpétné& nasazeny do kultury. V mikroskopu jsme pozorovali kulovité shluky, ze kterych
buiiky migrovaly do okoli a dale proliferovaly. Tyto in vitro shluky byly podobné
atvaram nazvanym ,,mamosféry, které byly jiz dfive popsany u mamarmich bunék
iniciujicich nadorovy rist [Ponti e al. 2005]. Na druhou stranu tiimési¢éni nadorovy rust
v nw/nu mysich zpisobil podstatné sniZeni ivotaschopnosti EM-G3 bunék. Toto muze
byt vysvétleno bud® $patnou vaskularizaci opouzdiencho tumoru (ve vzorku ncbyly
nalezeny Zadné cévy), nebo v t¢ dobé jiz vy3sim stupném bunééné diferenciace, kdy

buitky ztratily schopnost déleni.

Co sc tyka schopnosti ristu v 3D podminkach in vitro, EM-G3 buiiky netvoii kolonie

v mdkkém agaru (vysledky ncuvedeny), coZ ukazuje na nizkou maligniiu téchto bunék.

5.3 Genomova stabilita EM-G3 bunék

Vétgina linii prsnich nadorovych bunék vykazuje Cast¢ a podstatné chromozomdlni
aberace a genomovou nestabilitu (http://cgap.nci.nih.gov/). V karyotypu bunééné linie
EM-G3 vec 142. pasazi se objevily nékteré komplexni zmény, piedev§im monozomie
chromozomu 15 a 20 a derivace chromozomu 3, 6, 12 a 13. Analyza karyotypu
provedena ve 212, pasazi prinesla velmi podobn¢ vysledky. Byl zaznamenan pouze

jeden rozdil oproti bunikam ze 142. pasaZe, atov derivaci chromozomu 9. Ve srovnani
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s ostatnimi liniemi prsnich nadorovych bundk [Wenger er al. 2004] se tedy jedna o

buriky sc stabilnim genomem.

Na druhou stranu ncbyly detckovany amplifikace ani delece zadného z genu, které sc
gasto poji s diagnozou karcinomu prsu. Nebyla zjisténa amplifikace HER2/neu, cyklinu
D a c-myc onkogend ani delecc tumor supresorovych genil p53 a Rb. Ve srovnani
s jinymi buné&nymi linicmi karcinomu prsu jsou tedy genctické zmény relativné malé.
Stagily viak ke spontdnni imortalizaci bunék, ze kterych byly EM-G3 odvozeny.
Abscnce mutaci v analyzovanych onkogencch a p53 spolené s ncomezenym
potencidlem déleni podporujc hypotézu, zc EM-G3 linic reprezentuje  bunéénou

populaci v ¢asném stadiu ncoplastické progresc.

Amplifikace HER2/neu genu nebyla zjidténa v in vitro kultufe EM-G3 bunék, ale byla
nalezena v majoritni populaci bundk v odopcrovaném nadoru pacientky. Toto
pozorovani op&t potvrzuje, Z¢ EM-G3 buriky nejsou pravé builky karcinomu prsu, ale
premaligni imortalizovana bundéna populace, ktera sc v odebraném vzorku nadorové

tkang také vyskytovala.

Soudasné vyzkumy ukazuji, Zc k casnym zméndm (zahrnujici genomové zmény DNA
a/ncbo mutace v kliGovych genech) dochazi v populacich kmenovych ¢&i
progenitorovych bunék dlouhou dobu (léta) pfed vznikem samotné prvni nadorové léze.
Nasleduje doba, po kterou pozménéné progenitory akumuluji gencticke poruchy. Jen
vurditych  piipadech dosdhnou drovné umoziiujici nezavisly a z hlediska
makroorganismu nckontrolovatelny bun&ény rist {Smalley a Ashworth 2003). Casnd
transformované nadorové buiiky ncsou charakieristiky svych progenitort, tj. znaky
charakteristické pro uréitou fazi jejich vyvoje smérem k zralé bunééné populaci. Pomoci
LOH (loss of heterozygosity) analyzy bylo zjisténo, Ze vétsina nadorové populace
vlastni spolcéné genetické alterace s piilehlou histologicky normaini® tkani {Deng et
al. 1996: Lakhani et al. 1999). Hypotéza, Ze puvod nadoru spodiva v mutaci kmenovych
bundk, je dobfe rozpracovana na prikladu hematopoctickych bungk [Marx 2003; Reya
et al. 2001]. Nicméné dikazy o vyvoji solidnich nadoru z transformovanych
progenitorovych & kmenovych bungk jsou méné presvédéivé [Reya er al. 2001].
V postedni dob& byly izolovany CD44+/CD24- lidské kmenové/progenitorové bufiky
pochazcjici z karcinomu prsu. Tyto buiiky byly schopny tvofit nadory v prsnim

tukovém polstafi imunokompromitovanych NOD/SCID mysi [Al Hajj et al. 2003;
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Dontu ef al. 2003b; Ponti ef al. 2005]. Zminéné vysledky ukazuji na moZnost, Ze také

prsni tumory vznikaji z mutovanych kmenovych bunék.

Nasc vysledky tykajici sc charaktcru a plivodu EM-G3 bunék podporuji hypotézu
nadorovych prekurzor, tj. imortalizovanych progenitorovych bunck, které se vyvijeji

v rtizné nestabilni klony s variabilnim stupndm diferenciace a mitotické aktivity.

5.4 Vyznam linie EM-G3

Klonalni bun&&na linie EM-G3 je jedinou stabilni, spontanné¢ imortalizovanou linii
karcinomu prsu, ktera nesc znaky jak bundk puvodniho cpitelu mlééné Zlazy s jeho
schopnosti diferenciace, tak nadorovych bunék s ncomezenym gencraénim potencialem.
Domnivam sc, Z¢ tyto vlastnosti spolcéné s kratkou gencraéni dobou, jednoduchou
kultivaci a schopnosti ristu v my$im modclu in vivo umoZiiuji vyuZit ustavenou linii
pro studium morfogeneze maméamiho epitelu a studium faktoru, které tento vyvoj
ovliviwji. Pilotni vysledky tykajici se vyvoje pseudoluminalnich struktur naznaduji, Ze
vznik lumen v duktalnich strukturach mamy probihd rozpadem centralné
lokalizovanych bunék. Tyto buiiky pravddpodebné v urtitém diferenciaénim stadiu

dospivaji k apoptoze vlivem zatim ncjasné charakicrizovanych signalu okolnich bunck.

Schopnost  diferenciace  in vivo  umoZfiujc v nezralych EM-G3 builkach,
charaktcrizovanych nizkou aktivitou cstrogenniho receptoru, studium tkanovych 1
systémovych faktoréi zodpovédnych za termindini diferenciaci a progresi epitelidinich

struktur v prub&hu zmén hormondlnich aktivit v menoaktivnim obdobi u Zeny.

Za dal3i potencial linic EM-G3 bunck povaZuji jejich dependenci na ptitomnost EGF.
Tato vlastnost ji preduréuje k farmakogenomickym analyzam EGF inhibitor(,
zvazovanym k aplikaci u EGFR pozitivnich pacicntck s karcinomem prsu [Burris et al.

2005; Ciardicllo et al. 2006; Polychronis ef al. 2005].

Unikatnost této linie je shrmuta v nasledujicich bodech: a) Je odvozena z primarniho
nadoru. b) Buriky se lidi od majoritni populace nadoru. c) Je spontanné immortalizovana
ve velmi dasné fazi kultivace, tzn. Ze buiky byly imortalizované jiz in vivo. d) Na rozdil
od vétsiny mamarnich linii je jcji genom stabilni. ¢) Tvoii nadorova loZiska

v imunodeficicntnich nwnu mysich. f) Linic je klonogenni, tj. pochazi z jedn¢ buriky.
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Pfcsto je schopna diferencovat v nu/nu xenograftech na primitivni dukty skladajici se

z diferencujicich luminalnich a myocpitelidinich bungk. .




6. Zavér

6 Zavér

EM-G3 buiiky reprezentuji unikatni spontanné imortalizovanou klonalni bunéénou linii
prokazatelng odvozenou z premalignich progenitora karcinomu prsu. Takovy puvod
spoleéné s kratkou generaéni dobou, schopnosti tvofit tumory in vivo a zachovanym
potencidlem diferenciace jsou slibnymi atributy EM-G3 bunék, které je pieduréuji k

dal§imu vyuziti ve vyzkumu na poli progresc karcinomu prsu.

65



7. Literatura

7 Literatura

AL HAJJ M, WICHA MS, BENITO-HERNANDEZ A, MORRISON SJ, CLARKE
MF: Prospective identification of tumorigenic breast cancer cells. Proc Natl
Acad Sci U S A 100:3983-3988, 2003.

AULMANN S, ADLER N, ROM J, HELMCHEN B, SCHIRMACHER P, SINN HP: c-
myc amplifications in primary brcast carcinomas and their local recurrences. J
Clin Parhol 59:424-428, 2006.

BIRNBAUM D, BERTUCCI F, GINESTIER C, TAGETT R, JACQUEMIER J,
CHARAFE-JAUFFRET E: Basal and luminal breast cancers: basic or luminous?
(review). Int J Oncol 25:249-258, 2004,

BOCKER W, MOLL R, POREMBA C, HOLLAND R, VAN DIEST PJ, DERVAN P,
BURGER H, WAI D, INA DR, BRANDT B, HERBST H, SCHMIDT A,
LERCH MM, BUCHWALLOW IB: Common adult stem cclls in the human
breast give rise to glandular and myoepithelial cell lineages: a new cell

biological concept. Lab [nvest 82:737-746, 2002.

BOECKER W, BUERGER H: Evidence of progenitor cells of glandular and
myocpithelial cell lineages in the human adult female breast epithelium: a new

progenitor (adult stem) celi concept. Cell Prolif 36 Suppl 1:73-84, 2003.

BRAND FX, RAVANEL N, GAUCHEZ AS, PASQUIER D, PAYAN R, FAGRET D,
MOUSSEAU M: Prospect for anti-HER2 receptor therapy in breast cancer.
Anticancer Res 26:463-470, 2006,

BREZINOVA J, ZEMANOVA Z, RANSDORFOVA S, SINDELAROVA L,
SISKOVA M, NEUWIRTOVA R, CERMAK J, MICHALOVA K: Prognostic
significance of del(20q) in patients with hematological malignancies. Cancer

Genet Cytogenet 160:188-192, 2005.

BURRIS HA, I1I, HURWITZ HI, DEES EC, DOWLATI A, BLACKWELL KL,
O'NEIL B, MARCOM PK, ELLIS MJ, OVERMOYER B, JONES SF, HARRIS
JL, SMITH DA, KOCH KM, STEAD A, MANGUM 8, SPECTOR NL: Phase 1
safcty, pharmacokinctics, and clinical activity study of lapatinib (GW572016),a

66




7. Literatura

reversible dual inhibitor of epidermal growth factor receptor tyrosine kinases, in
hcavily pretrcated paticnts with metastatic carcinomas. J Clin Oncol 23:5305-
5313, 2005.

CAMPBELL IG, RUSSELL SE, CHOONG DY, MONTGOMERY KG,
CIAVARELLA ML, HOOI CS, CRISTIANO BE, PEARSON RB, PHILLIPS
WA: Mutation of the PIK3CA genc in ovarian and breast cancer. Cancer Res
64:7678-7681, 2004.

CIARDIELLO F, TROIANI T, CAPUTO F, DE LAURENTIIS M, TORTORA G,
PALMIERI G, DE VITA F, DIADEMA MR, ORDITURA M, COLANTUONI
G, GRIDELLI C, CATALANO G, DE PLACIDO S, BIANCO AR: Phase II
study of gefitinib in combination with docetaxel as first-line therapy in
mectastatic breast cancer, BrJ Cancer 94:1604-1609, 2006.

CLARKE CL, SANDLE J, PARRY SC, REIS-FILHO JS, O'HARE MJ, LAKHANI
SR: Cytokeratin 5/6 in normal human breast: lack of cvidence for a stem cell

phenotype. J Pathol 204:147-152, 2004,

CLAYTON H, TITLEY I, VIVANCO M: Growth and differentiation of
progenitor/stem cells derived from the human mammary gland. Exp Cell Res
297:444-460, 2004.

CORY S, HUANG DC, ADAMS JM: The Bcl-2 family: roles in cell survival and
oncogencsis. Oncogene 22:8590-8607, 2003,

DAPIC V, CARVALHO MA, MONTEIRO AN: Breast cancer susceptibility and the
DNA damage responsc. Cancer Control 12:127-136, 2005.

DAVIES JA: Do different branching epithelia use a conserved developmental
mechanism? Bioessavs 24:937-948, 2002.

DENG CX: BRCALI: cell cycle checkpoint, genetic instability, DNA damage response
and cancer evolution. Nucleic Acids Res 34:1416-1426, 2006.

DENG G, LU Y, ZLOTNIKOV G, THOR AD, SMITH HS: Loss of heterozygosity in

normal tissue adjacent to breast carcinomas. Science 274:2057-2059, 1996.

67



7. Literatura

DEUGNIER MA, FARALDO MM, JANJI B, ROUSSELLE P, THIERY JP,
GLUKHOVA MA: EGF controls the in vivo developmental potential of a
mammary cpithelial ccll line possessing progenitor propertics. J Cell Biol
159:453-463, 2002a.

DEUGNIER MA, TEULIERE J, FARALDO MM, THIERY JP, GLUKHOVA MA:
The importance of being a myoepithelial cell. Breast Cancer Res 4:224-230,
2002b.

DEVILEE P, CLETON-JANSEN AM, CORNELISSE CJ: Ever since Knudson. Trends
Genet 17:569-573, 2001.

DIRENZO J, SIGNORETTI S, NAKAMURA N, RIVERA-GONZALEZ R, SELLERS
W, LODA M, BROWN M: Growth factor requirements and basal phenotype of

an immortalized mammary epithelial cell line. Cancer Res 62:89-98, 2002.

DONTU G, ABDALLAH WM, FOLEY JM, JACKSON KW, CLARKE MF,
KAWAMURA MJ, WICHA MS: In vitro propagation and transcriptional
profiling of human mammary stem/progenitor cells. Genes Dev 17:1253-1270,
2003a.

DONTU G, AL HAJJ M, ABDALLAH WM, CLARKE MF, WICHA MS: Stem cells
in normal breast development and breast cancer. Cell Prolif 36 Suppl 1:59-72,
2003b.

FRIDRIKSDOTTIR AJ, VILLADSEN R, GUDJONSSON T, PETERSEN OW:
Maintenance of cell type diversification in the human breast. J Mammary Gland

Biol Neoplasia 10:61-74, 2005,

GRAF J, MERK B, MAURER U, MULLER E, BERGMANN L: Identification of novel
polymorphisms in intron 7 of the human p53 gene in acute myeloid leukemia

and hcalthy donors. Leuk Lymphoma 41:655-658, 2001.

GUDJONSSON T, RONNOV-JESSEN L, VILLADSEN R, RANK F, BISSELL MJ,
PETERSEN OW: Normal and tumor-derived myoepithelial cells differ in their
ability to interact with luminal breast epithelial cells for polarity and basement

membrane deposition. J Cell Sci 115:39-50, 2002a.

68



7. Literatura

GUDJONSSON T, VILLADSEN R, NIELSEN HL, RONNOV-JESSEN L, BISSELL
MJ, PETERSEN OW: Isolation, immortalization, and characterization of a
human breast epithelial ccll line with stem cell properties. Genes Dev 16:693-
706, 2002b.

GUDJONSSON T, VILLADSEN R, RONNOV-JESSEN L, PETERSEN OW:
Immortalization protocols used in ccll culture models of human breast
morphogencsis. Cell Mol Life Sci 61:2523-2534, 2004.

GUSTERSON BA, MONAGHAN P, MAHENDRAN R, ELLIS J, O'HARE MI:
Identification of myoepithelial cells in human and rat breasts by anti-common
acute lymphoblastic leukemia antigen antibody A12.J Natl Cancer Inst T7:343-
349, 1986.

GUSTERSON BA, ROSS DT, HEATH VJ, STEIN T: Basal cytokeratins and their
relationship to the cellular origin and functional classification of breast cancer.

Breast Cancer Res 7:143-148, 2005.

HERMANOVA M, LUKAS Z, KROUPOVA I, KLEIBL Z, NOVOTNY J, NENUTIL
R, PAZOURKOVA M, BRAZDIL J, KREN L, DITE P: Relationship between
K-ras mutation and the expression of p21 WAF1/CIP1 and p53 in chronic

pancreatitis and pancreatic adenocarcinoma. Neoplasma $0:319-325, 2003.

JANATOVA M, ZIKAN M, DUNDR P, MATOUS B, POHLREICH P: Novel somatic
mutations in the BRCA| genc in sporadic breast tumors. Hum Mutat 25:319-
2005,

KLEIBL Z, NOVOTNY J, BEZDICKOVA D, MALIK R, KLEIBLOVA P,
FORETOVA L, PETRUZELKA L, ILENCIKOVA D, CINEK P, POHLREICH
P: The CHEK2 c.1100dciC germline mutation rarcly contributes to breast cancer
development in the Czech Republic. Breast Cancer Res Treat 90:165-167, 2005.

KLEIBL Z, RAISOVA M, NOVOTNY J, POHLREICH P, MATOUS B: Apoptosis and
its importance in the development and therapy of tumors (review). Sb Lek 103:1-
13, 2002.

69




7. Literatura

KOKER MM, KLEER CG: p63 cxpression in breast cancer: a highly sensitive and
specific marker of metaplastic carcinoma. Am J Surg Pathol 28:1506-15 12,
2004.

KOUKOULIS GK, VIRTANEN I, KORHONEN M, LAITINEN L, QUARANTA 'V,
GOULD VE: Immunohistochemical localization of integrins in the normal,
hyperplastic, and ncoplastic breast. Correlations with their functions as receptors
and cell adhesion molcculcs. Am J Pathol 139:787-799, 1991.

LAAKSO M, LOMAN N, BORG A, ISOLA J: Cytokeratin 5/14-positive breast cancer:
true basal phenotype confined to BRCA1 tumors. Mod Pathol 18:1321-1328,
2005.

LACROIX M, LECLERCQ G: Relevance of breast cancer cell lines as models for
breast tumours: an update. Breast Cancer Res Treat 83:249-289, 2004.

LACROIX M, TOILLON RA, LECLERCQ G: Stable 'portrait’ of breast tumors during
progression: data from biology, pathology and genetics. Endocr Relat Cancer
11:497-522, 2004.

LAKHANI SR, CHAGGAR R, DAVIES S, JONES C, COLLINS N, ODEL C,
STRATTON MR, O'HARE MJ: Genetic alterations in ‘normal’ luminal and
myoepithclial cells of the breast. J Pathol 189:496-503, 1999.

LEREBOURS F, LIDEREAU R: Molccular alterations in sporadic breast cancer. Crit
Rev Oncol Hematol 44:121-141, 2002,

LI SY, RONG M, GRIEU F, IACOPETTA B: PIK3CA mutations in breast cancer are

associated with poor outcome. Breast Cancer Res Treat 96:91-95, 2006.

MARX J: Cancer rescarch. Mutant stem cells may seed cancer. Science 301: 1308-1310,
2003,

MAYR D, HIRSCHMANN A, LOHRS U, DIEBOLD J: KRAS and BRAF mutations in
ovarian tumors: A comprehensive study of invasive carcinomas, borderline

tumors and cxtraovarian implants. Gynecol Oncol: in press.

70



7. Litcratura

MOLL R, FRANKE WW, SCHILLER DL, GEIGER B, KREPLER R: The catalog of
human cytokeratins: pattcrns of cxpression in normal cpithelia, tumors and
cultured cells. Cell 31:11-24, 1982.

NAVOLANIC PM, STEELMAN LS, MCCUBREY JA: EGFR family signaling and its
association with breast cancer development and resistance to chemotherapy
(Review). Int J Oncol 22:237-252, 2003.

NOVOTNY J, VITEK P, PETRUZELKA L: Karcinom prsu. In: Klinickd radia¢ni
onkologie pro praxi. Triton, Praha:158-179, 2005.

O'HARE MJ: Breast Cancer. In: Masters JRW (ed) Human cancer in primary culture,
1st edn. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht:271-286, 1991.

OLIVEIRA AM, ROSS JS, FLETCHER JA: Tumor suppressor genes in breast cancer:
the gatckeepers and the carctakers. Am J Clin Pathol 124 Suppl:S16-S28, 2005.

PAINE TM, SOULE HD, PAULEY RJ, DAWSON PJ: Characterization of epithelial
phenotypes in mortal and immortal human breast cells. fnt J Cancer 50:463-473,
1992,

PECHOUX C, GUDJONSSON T, RONNOV-JESSEN L, BISSELL MJ, PETERSEN
OW: Human mammary luminal epithelial cells contain progenitors to
myocpithclial cclls. Dev Biol 206:88-99, 1999.

PETERSEN OW, GUDJONSSON T, VILLADSEN R, BISSELL MJ, RONNOV-
JESSEN L: Epithelial progenitor cell lines as models of normal breast
morphogenesis and neoplasia. Cell Prolif 36 Suppl 1:33-44, 2003.

POHLREICH P, ZIKAN M, STRIBRNA J, KLEIBL Z, JANATOVA M, KOTLAS J,
ZIDOVSKA J, NOVOTNY J, PETRUZELKA L, SZABO C, MATOUS B:
High proportion of recurrent germline mutations in the BRCA1 gene in breast
and ovarian cancer paticnts from the Prague arca. Breast Cancer Res 7:R728-

R736, 2005.

POLYCHRONIS A, SINNETT HD, HADJIMINAS D, SINGHAL H, MANSI JL,
SHIVAPATHAM D, SHOUSHA §, JIANG J, PESTON D, BARRETT N,

71




7. Literatura

VIGUSHIN D, MORRISON K, BERESFORD E, ALI S, SLADE MJ,
COOMBES RC: Preoperative gefitinib versus gefitinib and anastrozole in
postmenopausal patients with oestrogen-receptor positive and epidermal-
growth-factor-receptor-positive primary breast cancer: a double-blind placebo-
controlled phasc 11 randomiscd trial. Lancet Oncol 6:383-391, 2005.

PONTI D, COSTA A, ZAFFARONI N, PRATESI G, PETRANGOLINI G,
CORADINI D, PILOTTI S, PIEROTTI MA, DAIDONE MG: Isolation and in
vitro propagation of tumorigenic breast cancer cells with stem/progenitor cell

properties. Cancer Res 65:5506-5511, 2005.

REYA T, MORRISON SJ, CLARKE MF, WEISSMAN IL: Stem cells, cancer, and
cancer stem cells. Nature 414:105-111, 2001.

ROSFJORD EC, DICKSON RB: Growth factors, apoptosis, and survival of mammary
epithelial cells. J Mammary Gland Biol Neoplasia 4:229-237, 1999.

ROWINSKY EK: Signal events: Ccll signal transduction and its inhibition in cancer.
Oncologist 8 Suppl 3:5-17, 2003.

RUMMUKAINEN J, KYTOLA S, KARHU R, FARNEBO F, LARSSON C, ISOLA
JJ: Aberrations of chromosome 8 in 16 breast cancer cell lines by comparative
genomic hybridization, fluorescence in situ hybridization, and spectral

karyotyping. Cancer Genet Cvtogenet 126:1-7, 2001.
SHERR CJ: Cancer cell cycles. Science 274:1672-1677, 1996b.

SIRVENT JJ, AGUILAR MC, OLONA M, PELEGRI A, BLAZQUEZ S, GUTIERREZ
C: Prognostic valuc of apoptosis in breast cancer (pT1-pT2). A TUNEL, p53,
bel-2, bag-1 and Bax immunohistochemical study. Histol Histopathol 19:759-
770, 2004.

SKEHAN P, STORENG R, SCUDIERO D, MONKS A, MCMAHON J, VISTICA D,
WARREN JT, BOKESCH H, KENNEY §, BOYD MR: New colorimetric
cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. J Natf Cancer Inst 82:1107-

1112, 1990.

T2




7. Literatura

SMALLEY M, ASHWORTH A: Stem cells and breast cancer: A field in transit. Nat
Rev Cancerr 3:832-844, 2003,

STINGL J, RAOUF A, EMERMAN JT, EAVES CJ: Epithelial progenitors in the
normal human mammary gland. J Mammary Gland Biol Neoplasia 10:49-59,
2005.

SZABO CI, KING MC: Inherited breast and ovarian cancer. Hum Mol Genet 4 Spec
No:1811-1817, 1995.

TAYLOR-PAPADIMITRIOU J, STAMPFER M, BARTEK J, LEWIS A, BOSHELL
M, LANE EB, LEIGH IM: Keratin expression in human mammary epithelial
cells cultured from normal and malignant tissue: relation to in vivo phenotypes

and influence of medium. J Cell Sci 94:403-413, 1989.

TUMBAR T, FUCHS E: Epithelial skin stem cells. In: Lanza R, Gearhart J, Hogan B
(eds) Essentials of stem ccll biology, 1st cdn. Elsevier Academic Press:216-245,
2006.

VISVADER JE, LINDEMAN GI: Transcriptional regulators in mammary gland
development and cancer. /nt J Biochem Cell Biol 35:1034-1051, 2003.

VON FOURNIER D, WEBER E, HOEFFKEN W, BAUER M, KUBLI F, BARTH V:
Growth ratc of 147 mammary carcinomas. Cancer 45:2198-2207, 1980.

WANG CS, GOULET F, LAVOIE J, DROUIN R, AUGER F, CHAMPETIER §,
GERMAIN L, TETU B: Establishment and characterization of a new cell line
derived from a human primary breast carcinoma. Cancer Genet Cytogenet

120:58-72, 2000.

WELLINGS SR, JENSEN HM, MARCUM RG: An atlas of subgross pathology of the
human breast with special reference to possible precancerous lesions. J Natl

Cancer Inst 55:231-273, 1975.

WENGER SL, SENFT JR, SARGENT LM, BAMEZAI R, BAIRWA N, GRANT SG:
Comparison of established cell lines at different passages by karyotype and

comparativc genomic hybridization. Biosci Rep 24:631-639, 2004.

73




7. Litcratura

WOOSTER R, FUTREAL AP, STRATTON MR: Scquencing Analysis of BRAF
Mutations in Human Cancers. Methods Enzymol 407:218-224, 2005.

74




P¥iloha 1. Souhrn imunohistochemie/imunocytochemie u pivodniho nideru,
EM-G3 in vitro a EM-G3 in vive. Piehledné uspofadani nejvyraméjSich znaki.
Meétitko 20pum.

Major. populace  Minor. populace  Kultura EM-G3 EM-G3 v nw/nu
(pitvodni nidor)
T

(piivodni nador)

~ N,
L5 '
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Piiloha 2. Seznam gend vy$etfovanych v ramci GEArray Q Series Human Cancer

PathwayFinder Gene Array ( HS-006, Superarray).

Position| Unigene | GeneBank Symbol  [Description Gene Name

1 Hx 325622 | NAL 003163 AKTI Veakt murine thymoma viral ancogene homolog | PKBPRKBA

: 115.309675 | NM 001146 [ ANGPTT  |Angiopoietin | AGPEAGPT

3 T 333084 NM 001147 ANGPT2  |Angiopoictin 2 AGPT2 ANG2

4 115.552567 [NM og1160]  APAFL  [Apoplatic peplidase activating factor CED4

5 e d35561 [ NM_0000351 ATM Ataxia lelangiectasia meutated (nchudes ATHATA
complementation groups A, Cand D)

& Ha 370254 | NM_(H4322 BAD BCLZ-amagonist of cell death BBC2/BCLILE

7 15 139428 [NM 004324 BAX BCL2-assyciated X protem Bax zcla

¥ He (SO NM 000633 BCE2 13-cell CLLymphani 2 Bel-2

R Hs. 3100660 NM O 138373] BCL2LD [BCL2-like d BCL-XL'S

bo [HsSH5IT|NM onnies]  BIRCS  [Baculoviral IAP repeat-contaming 3 (survivin) APIEPR-1

Hh Hs 94143 [ NM_007294 [ BRCOAT |Breast comeer 1, early onset BRCAVBRCCH

12 He 34012 [NM 000039 BRCA2  [Breast cancer 2, carly onset BRCC2FACD

13 |He 369736 NM_001228] CASPE  [Caspase K. apoptosis-related cysteine peptidase FILICE/MACH

14 |Hs.320502]NM 001229 CASPY  |Caspase 9, apaplosis-related cysteine peptidase APAF-3/APAF

15 |Hs.323832[NM 033056 CONDLU - [Cyclin I BCLEDIS2R7E

16 (11244723 |NM 0012381 CONEJ |[Cyelin EI CUNE

17 PH= 30142 [NM 00610 44 C 1444 anigen tndiaa blocd group) CHW44'FCMR-11T

18 Hs. 1634 [NM 001739 CDO23A el division cyele 23A CDC25A2

19 [1Es.401080 | NM 004360 CDiE Cadherin 1. gype 1, B-cadberm (epithelial) Arc-HCDHE

20 1595577 [NM 000075 CDK4  [Cyelin-dependent kinase 4 CMM3/PSK-13

24 115.37077 1 [NM_C00389| CDKNIA  [Cyclin-dependent kinase inbibitor 1A (p21, Ciph) CAP20/CDRN!

22 |Hs.23%000]NM 0pd064f CDKNIB [Cyclin-dependent kinase inhibitor 18 (p27. Kip1) CDKNAKIP]

23 [Hs. 512509 [NAM 000077 CDKN2ZA |Cyelin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma. pl6. ARF/ICDK4]
mhibits CHK4)

24 {1s 390736 | NM 003879 CFLAR _ JCASPS and FADD-Tike apoptosis regulator CASH/CASPRAP]

25 |HsS17356 NM 0303821 COLIRAT |Collagen, type XVIL alpha | KNGy

26 |Hea76n1s N oni90d] CINNBT [ awenin (cadherin-associated protein). beta 1, S5kDa CTNNB

27 | HsA198ESINM 0963 EGE Fpidermal growth factor (beti-urogastonc) URG

2% | s 488293 NM 005228 EGFR  [Epidermat  growth  Tactor  recepror  (eryihroblastic FREBERBB
leukemia viral {v-crb-b) encogene homoloy. avian)

20 |Hed4463352[NM 0044480 ERBB2  [V-erb-b2  ervthroblastic  leukemia  viral  oncogenc HER-2/HER-2
homolog 2.

300 [Hs317296INM 005239 ETS2  |V-Fis ervibroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 e-Fis2

3 5. 284244 [ NM 002006 IFGE2 [1brablast growth tactor 2 (basic) BFGFFGFR

32 [N S336R3INM vi0L4] FGFR2  |Fibroblast growih Ector regeptor 2 RBEK/BFR-1

33 [N ANTRTEHINM 002019 FLTI Fins-related tyrosine koase b (viseular endothelial FLT/VEGFRI
rowth faciorivascular permeability factor recepror)

34 Fs 23647 [NM 003252 FOS Vofos FBI murine osteosarcoma  viral  oncogene c-lox
houobog

33 1B 396S30 | NN _00064)) HGF Hepaoeyvie growth factor  (hepapoietin A scatter] F-TCFAIGFD

faclor)
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0 JIss1sE20]NM 000200 1WCAME  [Intercellilar adhesion molecule 1 (CD34) human RB2:CN54
rlinevirus receptor

37 Fle. 32026 [NA 024613 1ITNAD [laterteron, alpha 1 IELIEN

3w Hs. 93177 INM 002176]  IFNBT  [Inierferon. beia 1. fhroblast IFBIFF

39 | Hs E6D362|NM 0006 (1K 1GF Insudin-like growth meror | {zomatomedin C) IGF1

40 1ls.624 | NM (00384 1LY Interleukin 8 3-10CAMCTF-

d i 112519304 | NM_ 181501 ITGA]  [Integrin, alpha 1 CD49wVLAL

42 1[5, 382077 | NAL 002203 ITGAZ  flntegrin, alpha 2 (CD493. alpha 2 subunit of VLA-2 BRCD49B
receptor)

33 |Ue263829(NM 002204 ITGAZ  [lntegiin, alpha 3 (antigen CDA9C, alpha 3 subunit ol CD4OCGAP-B3
VA3 receplurn)

44 |$1.553495[NM o00883]  1TGAd  [lmcgrin. alpha 3 (antigen CDA9D, alpha 4 subunit of CDAMXIA4
VI A-4 receplor)

45 303634 NM 002205 ITGAS  Istegrin,  alpha 5 (fibronectin receptr. alpha CD49¢ FNRA
palypeptidel

46 |Us.1333097|NM 000210} ITGAG  [lotegrin, alpha 6 CD49f

471 |Hs436872[Na 002210] ITGAY integrin,  alpha Vo (vironectin receptor,  alpha CDSIMSKS
polypeptide, antigen CD31)

48 |Hs429052 (NM 002211 TG [Integrin. beta 1 {fibronectin reeeptor, beta polypeptide, CD29/FNRB
antigen CH29 includes MDE2,MSKI2)

49 [Hs 218030 [ NM 000212 ITGBY  [lmegrin, beta 3 (platgler glyeoprotein NHla. antigen CDO1GP3A
CDaly

30 He 3135 [NAM 002213 ITGRS  [Entegrin, betw 5 Integrin b3

51 1155258704 NAM 00222y JUN V-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog {(avian) APl

52 Hs 527778 | NM 002231 CBR2 CDRZ antigen 4F9/C33

33 [1.93008 [NM 002256  KISS1  |KiSS-1 metastasis-suppressor KiSS-1

54 [1ls. 143492 NM 002755] MAP2KI  [Mitogen-activated protein kinase kinase | MAPKKI/MEKI

335 [Hs485233[NM_0013153] MAPKI4  [Mitogen-activated protein Kinase 14 CSBPICSBR2

56 |Hs.567303[NM 0023921 MDM2 [Mdm2, wansformed 3T3 cell double minute 2. pi3 hdm2
[snfing protein

57 He8310Y [NM_0i242] MMPT  IMatrix nctallopeptidase | (nerstitiat collagenase) CLGICLGN

38 |HsS03687[NM 004530 MMP2 [Marix metallopepiidase 2 eelatinase AL 72kDa CLOGECLGAA
sclatinase. 726k Da type 1V collagenase)

59 [11s.297412[NM 004994f  MMPe  [Mawix  metallopeptidase 9 (pelatinase B, 92kDa CLO4B/GELB
sclatinase. 92kDa tvpe IV collagenase)

60 | Hs.525620 [ NM_004089 MTAIL Metastasis associated 1 Mta-1

61 15 540053 [ NM_00247 MICA  [MIEIC class | polypeptide-related sequence A truncated

62 [Hs 202433 |NM_002467 MYC Vionye mivelocvtomalosis  viral oncogene  homolug c-Myc
(2 ia)

63 |Hs303878INM 000615 NCAMI [Neorl eoll adhesion molecule CD56/MSK39

64 e 436006 [NM 003998 NFKIBL [Nuckear factor of kappa light  polypeptide  gene] DRFZp686CHT211ERP-L
cnhancer i B-cells F {p105)

65 Hs 81328 [NM 020520 NTKBIA - [Nuclear  Rictor of kappa fight polypepude  genc IKBAMAD-3
cobancer in Beceils inhibiter. alpha

&b 11,9235 [NM o05009]  NME4 [Non-metastatic cells 4. protein expressed in NM2Z3H4m23-114

67 |Hs.376032[NM 002607 PDGFA  |Plaelet-derived growih tacior alpha polypeptide PDGF-APDGFI

68 Hs.1976 |NM 002608] PDGFB  |Plutelet-derived growth facter beta polypeptide (simian PDGF2/SIS
sarcoma viral (v-8is) oncogenc homolog)

60 |Hs.230ki%[NM 006219]  PIK3CB  |Phosphoinositide-3-kinase, catalytic. beta polypeptide DRFZp779K 1237 P13K
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70 fHn 032225 NM RS04 PIKIRT [Phasphoinositide-3-kinase. regulatory subunit 1 (pRS GRBLpRS-ALPHA
alplat
Ti 177274 [NM_002638 PLALL  [Phisminogen wctivater, wrokmase ATEUPA
77 |Hs.466871|NM 002659 PLAUR  [Plasnunogen activator, wrokinase receplor CDYT/UPAR
73 |Hs491682 M 00004} PRKDC  [Protein kinase. DNA-aetivated, catalytic polypeplide DNAPK/DNPR
74 His291363[NM 007194]  CHEK2  [C1IK 2 cheekpeint homolog (5. pombe) CDSVCNKZ
75 [ 150130 NM 002830 RAFI Wk 1 iurine deukemia virsl oncogene homaoleg | CRAF/Ral-
76 JIESK2IINM 002890 RASAL  [RAS p21 protein activaler CMAVMIDKTZp434N07
77 15408328 | NM 00032 RI31 Retnoblastonu 1 Gncluding osteosarcoma) OSRURB
75 80256 [NM_002961] S100A4 |S$100 caleiuns banding protein A {ealciwm protein, IRA42A
ealvasculing metastasim, murme placemtal homolog)
70 [Hs 514013 NM_002375] SERPINRZ [Serpin peptidase  inhibator, clade 13 (ovatbumin), HST12Z00PAL
meinber 2
50 [15.35279 [NM_002639| SERPINBS [Serpin  pepridase  wnhibitor. clade 13 (ovalbuming, PES/maspin
member 5
Kt Ne.d 14795 | NA 000602] SERPINED [Semin peptidase inhibitor. clade F (nexin, plasminogen PALPAL-
activatar inhibitor type 1) swember |
83 [1EBs93639|NM 005417 SRC Vesre sarcoma (Schmidi-Ruppin A-2) viral oncogene) ASVISRCI
hossolog (avian}
&3 e KOG30 [ NM (00439 TER [TEK tyrosine  kinase,  endothelial - {venous CP2023°HE:2
matformativns, multiple cotuneous and mucosal)
S | AY2203[NM 003219 TER Telomerase reverse lranscriplase EST2TCS]
85 s 1103 |NM 00066d]  TGFBL  [Transforming  growih  factor. beta 1 (Camwrati- CED/DPDI
Fngelmann disease)
96 |115.494622[NM 004612] TGFBR1  |Transiorming growth factor. beta receptor 1 (activin A ACVRLK4/ALK-5
receplor type 1-like kinase, 33k}
§7  [1is.164220[NM 003240]  TIBSL  [Thrombospondin | THBS/ TSP
88 THS371147[NM 003247 THBS2  [Thrombospondin 2 TSPz
80 [115.322632FNAM 003233 TIMPL  TIME metalfopeptidase whibitor 1 CLGIEPA
S0 | Hs 241570 (NM 000594 INEF Fumnor necrosis Fictor (TNF superfamily, memher 2y [HETNF-ulpha
91 .52 1336 NA 003822 | INFRSEF OB [Tumor necrosis factor receptor superfamily, member] PRSKILLER
10b
92 | H=.462529]NM 003790 TNFRSEZS [Tumor necrosis Tactor teceplor superfamily, member APO-3/DDR3
25
93 115279394 [NM 001065 TNFRSFEA [Famor necrosis factor receptor superfamily, member CD120aFPF
1A
04 |115.244139 P NM 00004 FAS I"as (TNF receptor superfamily. member 6} ALPSIAAPO-1
95 | A083E21NM 000546 I'ps3 Tumor proiein pS3 (Li-Fraumeni syndrome} LESETRPSS
96 15573793 INM 003376 VEGE  [Vaseular endothelial growih factor VEGEA'VIE
97 NA LOR?52 PUCES  |MUCLE Plasnid DNA pUCIe
P NoA LaR7a2 PUCTR  jPUCTS Plasmid DNA puCis
o N LONT32 PUCEE  PUCTS Plasmid TINA puUCIR
103-4 | Hs. 344577 [NM_002046[  GAPDH  |Glyeeraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPIXGAPD
105-8 JHs 336331 [NM_021130 PPIA Pepiidyiprolyl isomerase A (eyclophilin A) CYPACYPIL
10910 [Hs. 546356 NM _012423] RPLI3A  [Ribosomal protein L13a RPLI3A
1EE-2 PH.520640 [ NM_G01101 ACTB Actin. heta b-Actin
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