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Abstrakt

Nedavné vyzkumy ukazuji na pfitomnost minoritni frakce nadorovych bunék, ktera
vykazuje urcité “kmenové™ vlastnosti. Tyto tzv. rakovinné kmenové buitkky (RKB) se
vyznacuji relativné vyssi odolnosti k 1é¢bé, tradicné zaméiené na diferencované a
rychle se dé€lici buiiky a proto mohou byt pficinou relapsti nadorovych onemocnéni.
RKB sdileji specifickou expresi genti a deregulaci signdlnich drah. Jednou ze
znamych deregulaci je zvySena exprese receptoru erbB-2 (HER2), vyskytujici se u
~25-30% pftipadii rakoviny prsu. Zvysena exprese erbB-2 receptoru je spojend se
Spatnou prognozou, zvySenym proliferacnim potencidlem a s rezistenci
vici chemoterapii. Dle neddvnych vyzkumi se pii zvySeni hladiny erbB-2 zvySuje i
procento RKB Vv populaci nadorovych bunék. V této diplomové praci jsme jako
model RKB rakoviny prsu in vitro studovali tzv. mammosféry, rostouci v médiu bez
obsahu séra, do n&hoZ jsou buiiky postupné pievadény. Tyto builky jsou CD44",
vyznacuji se zvySenou expresi ABCG-2, Sox-2, Vimentinu a také vysokymi
hladinami erbB-2. Dale jsme pfipravili stabilni linii MCF7 bunék se sniZenou
hladinou erbB-2 pomoci shRNA plazmidu. V erbB-2" bunkach jsme charakterizovali
expresi sady markert RKB a sledovali schopnost téchto bunck iniciovat tvorbu

nadoru v nahé mysi pomoci ultrazvuku.
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Abstract

Recent studies indicate the existence of a subpopulation of cells within
tumours with stem cell-like characteristics. These “cancer stem-like cells” (CSCs)
are relatively resistant to established therapies, usually targeting differentiated and
fast proliferating cells. Therefore, CSCs may be a reason for the relapse of neoplastic
diseases. CSCs can be characterised by a specific gene expression profile and
deregulated signalling pathways. Of these, upregulation of the erbB-2 (HER2)
receptor, a hallmark of ~25-30% breast cancer patients, is related to dismal
prognosis, elevated proliferation potential and resistance to chemotherapy. Recent
evidence has suggested that upregulation of erbB-2 leads to increase in the pool of
CSCs. In our study we used mammospheres, cells grown in the absence of serum, an
in vitro model of breast CSCs, which were prepared by “weaning” breast cancer
MCF7 cells to a special medium. These cells were CD44™¥" and showed increased
expression of ABCG-2, Sox-2, Vimentin as well as high levels of erbB-2. Next, we
prepared a stable line of MCF7 cells with low levels of erbB-2 by ShRNA. ErbB-2""
cells were characterised for expression of set of CSCs markers and tested for tumour

forming efficacy in nude mice using ultrasound imaging.
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Seznam zkratek

ABC transportéry "ATP-binding cassette transporters™

ABCG-2 "ATP-binding cassette superfamily G member 2"
AP-2 Aktivacni protein 2

CAF "carcinoma associated fibroblast"

CCL5 Chemokin (C-C motiv) ligand 5

CSC "cancer stem-like cells"

CSF-1 "colony-stimulating factor 1"

CXCR4 Chemokine (C-X-C motiv) receptor 4
EMT Epitelo-mezenchymalni transice

ErbB-2 viz v-erb-b2

ESA "epithelial specific antigen™

FGF "Fibroblast growth factor"

FOXP3 "forkhead box P3"

GAPDH Glyceraldehyd- 3-fosfat dehydrogenaza
IVC Individudlng ventilovany klecovy systém
LB "Luria broth"

MMTV "mouse mammary tumour virus"
NOD/SCID "non-obese diabetic/severe combined immunodeficiecy”
OAZ-1 "Ornithine decarboxylase antizyme 1"
Oct-4 viz POU5SF1

PE R-phycoerytrin

PEA3 "ETS-domain transcription factor pea3"



POUSF1 "POU class 5 homeobox 1"

PTEN "phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10"
RANTES viz CCL5

RKB rakovinné kmenové bunky

SDF-1 "stromal cell-derived factor 1"

SIRPa "signal-regulatory protein o

Sox-2 viz SRY

SP "side-population”

SRY "(sex determining region Y)-box 2"

TAM "tumour associated-macrophage”

V-erb-b2 "erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2"



1. Uvod

Rakovina zlstava i pies zna¢né pokroky v terapii nadorovych onemocnéni jednou
Z nejCastéjSich piicin umrti Vv zemich vyspélého svéta. V ramci nadorovych
onemocnéni tvoti rakovina prsu téméf 30% novych piipadu rakoviny u zen a po
rakoviné plic je druhou nejéastéjsi ptficinou umrti (Jemal et al, 2010). Jednou
z moznosti jak vysvétlit asté relapsy onkologickych onemocnéni a jejich rezistenci
k1é¢b¢ je hypotéza 0 piitomnosti frakce tzv. nadorovych kmenovych bunék
(rakovinné kmenové bunky, RKB). Tyto buiky predstavuji subpopulaci nadoru,
ktera na rozdil od normalnich nddorovych bunék, mé schopnost iniciovat rist a
zaroven se sebeobnovovat (Reya et al, 2001). Vzhledem Kk vyssi odolnosti k tradi¢ni
chemoterapeutické 1é¢bé mohou RKB piezit terapii a pozd€ji iniciovat vznik
sekundarnich nadora (Li et al, 2008). I piesto, ze v otazce existence a vyznamu RKB
V soucasné dob€ nepanuje obecny konsenzus, neustdle pfibyva studii, které ukazuji
na esencialni roli populace RKB v procesu dlouhodobé eradikace nékterych typt
nadora (Al-Hajj et al, 2003; Li et al, 2007; Ricci-Vitiani et al, 2007). Zasadni uloha
bunck s vy$sim stupném “kmenovosti® se podle nedavnych vyzkumil predpoklada i
Vv ptipadé rakoviny prsu, ktera je modelem pro tuto praci (Al-Hajj et al, 2003;
Korkaya et al, 2008). Vice nez ¢tvrtina vSech nadort prsu se vyznacuje zvySenou
expresi nebo amplifikaci genu pro receptor epidermalniho riistového faktoru 2 (erbB-
2/Her2). Amplifikace tohoto onkogenu je spojovana s horsi prognézou onemocnéni a
se zvySenou schopnosti vyvaret metastazy (Slamon et al, 1989). ZvySena exprese
erbB-2 dale vede k nartstu populace RKB (Korkaya et al, 2008). Je tedy mozné, ze
se erbB-2 tcastni na regulaci “kmenovosti® téchto bunék. Tato oblast je v soucasné
dobé silné¢ diskutovdna, mimo jiné i z ditvodu rezistence velkého procenta pacientli

k soucasné 1é¢bé nadori prsu zamétené na erbB-2.

V této praci se zaméfime na studium vlastnosti populace rakovinnych kmenovych
bun¢k rakoviny prsu a pokusime se navazat na studie zabyvajici se roli onkogenu

erbB-2 v rakoviné prsu.

Cilem této prace je kultivovat rakovinné kmenové buniky MCF7 linie lidské rakoviny
prsu Vv podobé mammosfér ve specidlnim bezsérovém médiu. Ve vzniklych

mammosférach charakterizovat expresi genl spojenych s kmenovosti, pouzivanych
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jako markery RKB v publikacich a tak ovéfit, ze model odpovida RKB, tedy bunikam

s vyssi hladinou “kmenovosti* a schopnosti sebeobnovovani a diferenciace.

Dalsi linii pokust je studium role onkogenu erbB-2 v rakovinnych kmenovych
bunkach. Pro feSeni téchto cilli bude tfeba vytvofit linii MCF7 bun¢k se snizenou
hladinou exprese erbB-2 onkogenu a nasledné charakterizovat expresi markerd
“kmenovosti“ v porovnani s bunkami s normalni hladinou erbB-2. Dale bude tieba

ovetit, zda tyto bunky tvoii mammosféry.

V neposledni fadé je cilem této prace otestovat schopnost bun¢k iniciovat tvorbu

nadortl v imunodeficientni mysi v zavislosti na hladin¢ exprese onkogenu erbB-2.
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2. Literarni prehled

2. 1. Teorie rakovinnych kmenovych bunék

V soucasné dobé¢ existuji dvé hlavni teorie vysvétlujici vznik nadorti — jde o tzv.
stochasticky model karcinogeneze, ktery predpoklada, ze vSechny bunky nédoru jsou
schopné iniciovat sekundarni nadory a tzv. hierarchicky model, ptedpokladajici
pfitomnost minoritni frakce bunék s vys$si “kmenovosti®, zodpovédné za iniciaci
nadorového bujeni. Pro podobnost s normalnimi kmenovymi bufikami v organech
byly tyto buiiky nazvany rakovinné kmenové buniky (RKB), popt. nador iniciujici
bunky (Reya et al, 2001). RKB maji schopnost symetrického i asymetrického déleni
a mohou tedy produkovat jak sesterské RKB, tak i1 heterogenni vice diferencované
rakovinné buniky. Rakovinné burnky bez kmenovych vlastnosti tvoti z tohoto pohledu
tzv. nadorovou masu, jez na rozdil od RKB frakce nema schopnost iniciovat vznik
nadoru (Obr. 1). Na rychle proliferujici buiky nadorové masy je vSak zaméfena
tradi¢ni onkologicka 1é¢ba, rezistentni RKB tedy mohou 1é¢bu pickonat a stat se
pii¢inou relapst u zdanlivé vylééenych pacienti (Bao et al, 2006; Li et al, 2008;
Woodward et al, 2007).

Z konceptu RKB plyne, ze pro Gspésné vyléCeni mnoha typii rakovin bude nezbytné

zacilit 1écbu nejen na rychle rostouci, vice diferencované buniky nadorové masy, ale

zvlasté se zaméfit na znic¢eni populace RKB.
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Rakovinna kmenova bunka
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Obr. 1 Vznik ndadoru z RKB.

RKB ma na rozdil od vice diferencovanych bunék ndadorové masy schopnost
produkovat dceriné bunky riiznych fenotypii a také se sebeobnovovat. V nadoru, na
pocatku vzniklém z jedné nebo nékolika bunék, se postupné diferencuje mnoho

heterogennich klonii. Schopnost iniciovat vznik sekundarnich nadoru ma viak pouze

RKB. Upraveno dle Kai et al (2010).

Pfesto, Ze prvni Gvahy o moZzném spojeni rakovinnych procest a “kmenovych*
bungk jsou staré jiz vice nez 150 let (Sell, 2004), neni ptivod RKB dodnes spolehlivé
vysvétlen. RKB mohou vznikat z normalnich kmenovych bunék mutaci
protoonkogent (Bonnet and Dick, 1997; Shimono et al, 2009), ale pravdépodobné
tomu tak neni u vSech typl nadort. I diferencovana buiika mize mutaci ziskat
schopnost sebeobnovovani a stit se RKB. RKB mohou vznikat z populace
rakovinnych buné€k, v rdmeci procesu tzv. imunoeditace, kdy je vznikajici nador

vystavovan tlaku imunitniho systému hostitele. Termin “rakovinné kmenové buiky*
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tedy nevypovida o ptivodu buiiky z buitky kmenové, ale spise o jejich “kmenovych*

vlastnostech (Clarke et al, 2006).

Rakovinné kmenové bunky byly poprvé identifikovany a purifikovany u akutni
myeloidni leukémie (AML) v roce 1997 (Bonnet and Dick). Leukemické bunky
charakterizované povrchovymi markery CD34"CD38 tvotily minoritni subpopulaci
nadoru, kterd vykazovala schopnost pienaset AML do experimentalni
imunosuprimované myS$i. V nasledujicich letech byly minoritni subpopulace
nadorovych bunék s “kmenovymi* vlastnostmi identifikovany i v pevnych nadorech
(Al-Hajj et al, 2003; Collins et al, 2005; Li et al, 2007; Ricci-Vitiani et al, 2007;
Singh et al, 2004). Tyto studie podpotily teorii, Ze schopnost vyvolat novy nador ma
v ramci populace rakovinnych bunék pouze mald, fenotypové odlisna subpopulace,

ozna¢ovana terminem rakovinné kmenové buniky (Hamburger and Salmon, 1977).

2. 2. Charakteristika rakovinnych kmenovych bunék

Rakovinné kmenové buiiky se vyznacuji specifickymi povrchovymi markery a
deregulaci signalnich drah. To je odliSuje nejen od bunc¢k nddorové masy, ale
zarovenn se zda, ze RKB vykazuji i1 vlastnosti, kterymi je bude mozné odlisit od
normalnich kmenovych bun¢k. RKB jsou casto v Gy fazi bunécného cyklu a tedy
méng¢ citlivé na chemoterapeutika cilena na proliferujici bunky (Al-Hajj et al, 2003).
Maji aktivnéjsi aparat pro opravu DNA, coz vede ke zvysené rezistenci k radioterapii
(Bao et al, 2006). RKB dale vykazuji zvySené hladiny exprese anti-apoptotickych
proteini FLIP, Bcl-2, Bcl-x., inhibitorti apoptdzy z rodiny IAP a naopak snizené
hladiny pro-apoptotickych proteint (Liu et al, 2006; Stefano et al, 2010). Typicka je
pro RKB 1 zvySena exprese genll pro ABC transportéry, zajiStujici témto bunkam

vys$$i odolnost vi¢i chemoterapeutikim (Lou and Dean, 2007).

RKB populace v jednotlivych typech nadort je charakterizovana kombinaci
povrchovych markert. RKB rakoviny prsu byly charakterizovany jako
CD44"'ESA*CD24™" populace (Al-Hajj et al, 2003). Jiz sto bun&k tohoto fenotypu
mélo schopnost vytvotit nador v NOD/SCID mysi, zatimco nesortované bunééné

populace vytvotily nador az po podani 10-50 krat vétsiho mnozstvi bunék. Pro
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rakovinu tlustého stfeva byla RKB frakce charakterizovana jako pozitivni na
povrchovy marker CD133 (Ricci-Vitiani et al, 2007). Marker CD133 je zaroven
pouzivan pro identifikaci RKB pii rakoviné prostaty a v nadorech mozku (Collins et
al, 2005; Singh et al, 2004). Ptiklady povrchovych markerti charakteristickych pro

jednotlivé populace RKB jsou uvedeny v Tabulce 1.

V soucasné dobé nicméné neni znam zadny konkrétni marker charakterizujici rizné
typy RKB, proto jsou vyuziviny kombinace né¢kolika povrchovych markert
dopInéné funkénimi studiemi. Za esencialni znak RKB je povazovana schopnost
iniciace nadorového bujeni v experimentdlnich imunosuprimovanych mySich a

pienos vzniklych nadort na dalsi jedince (Clarke et al, 2006; Tang et al, 2007).

Akutni myeloidni leukémie | CD34" CD38" (Bonnet and Dick, 1997)

Rakovina mozku CD133" nestin® (Singh et al, 2004)

Rakovina pankreatu CD44" CD24" ESA" (Li et al, 2007)

Rakovina prostaty CD44" a2p1" CD133" (Collins et al, 2005)
Rakovina prsu CD44" ESA* CD24™ Lin™ (Al-Hajj et al, 2003)

CD133" CD44" (Dalerba et al, 2007; Ricci-
Vitiani et al, 2007)

Rakovina tlustého stieva

Tabulka 1. Prehled markerit populace rakovinnych kmenovych bunék u vybranych

druhit nador.

CD44 je transmembranovy glykoprotein jehoZ exprese je spojovana s rezistenci
k terapii a s horsi progn6zou mnoha nadorovych onemocnéni (Ahrens et al, 2001; Li
et al, 2007). Uplatiiuje se v mezibuné¢nych kontaktech a kontaktech bunky

a extracelularni matrix. Protein je exprimovan ve velkém mnozZstvi variant vzniklych
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post-translacnimi ~ modifikacemi  (glykosylace,  glykosaminoglykanace) a
alternativnim sestfihem primarniho transkriptu siln¢ evolu¢né konzervovaného genu
(Naor et al, 1997). Sestiihové varianty proteinu CD44 jsou specifické pro uréity typ
rakovinnych bun€k a mohly by byt vyuzity jako diagnostické markery. Hlavnim
ligandem CD44 je kyselina hyaluronova, protein vSak interaguje i s mnoha dal§imi
ligandy: kolagen, fibronektin, laminin, chondroitinsulfat a dalsi (Naor et al, 2008).
Intracelularni doména proteinu CD44 interaguje s kinazami, napi. erbB-2, PKC
TGF-B, c-src (Bourguignon et al, 2001; Bourguignon et al, 2002). Vzhledem k
interakcim s témito signalnimi drahami maji CD44" buiiky aktivované anti-
apoptotické drahy, zvySeny metastaticky potencial, a Ucastni se chemotaxe a
angiogeneze. Zvysena exprese CD44 je charakteristickym markerem pro RKB
populaci rakoviny prsu (Al-Hajj et al, 2003), prostaty (Collins et al, 2005), pankreatu
(Li et al, 2007) a tlustého stieva (Dalerba et al, 2007).

CD24 je maly siln¢ glykosylovany povrchovy protein vdzany k membrané pies
glykosylfosfatidylinositolovou kotvu. Protein se ucastni vyvoje B-bunék a
neurogeneze a je exprimovan v mnoha lidskych nadorech: rakovina prsu (Kristiansen
et al, 2003), rakovina prostaty (Collins et al, 2005), hepatocelularni karcinom (Huang
and Hsu, 1995), karcinom pankreatu (Li et al, 2007) atd. V nadorech pravdépodobné
zvySuje metastaticky potencial, mobilitu a invazivitu bun¢k. CD24 je vazebnou
molekulou pro P-selektin, adhezni receptor exprimovany na aktivovanych
endotelidlnich bunikdch a krevnich destickdch. Exprese CD24 na nadorovych
bunikach uvolnénych do krevniho ob&hu umoziiuje navazani na P-selektin,
fibronektin a dal$i slozky extracelularni matrix. Postupné se tak vytvaii shluk
rakovinnych bune¢k, pficemz CD24 zprostiedkuje valivy pohyb bunék po endotelu a
jejich nasledné proniknuti do subendothelialniho prostiedi (Aigner et al, 1998). Podle
Baumannové et al (2005) je CD24 dostacujicim nastrojem tvorbu metastaz in vivo.
Bylo zjisténo, ze vysoky pocet CD24" bunék se nachazi zvlasté ve vzdalenych
metastazach (Shipitsin et al, 2007). RKB populace rakoviny prsu je podle Al-Hajje et
al (2003) a dalsich definovana jako CD24", zatimco CD24" buiiky jsou povazovany
za soucast nadorové masy. Zda se vSak, Ze funkce tohoto markeru je komplexné;jsi
nez se predpokladalo: zatimco CD24" bunky mohou byt vysoce potentni v iniciaci
tvorby nadoru, invazivitu a schopnost vytvaret metastazy ziska naddor az po vystaveni

CD24 na povrch bunék. Pece et al (2010) v nedavné dobé ukazali, ze schopnost
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vytvaiet mammosféry z normélnich kmenovych bunék prsni zlazy maji pouze CD24"
buiiky (nikoliv CD24™@™W nonylace), pricemz agresivni malo diferencované
nadory prsu vykazovaly vyS$si hladiny exprese CD24 nez diferencované méné
agresivni nadory. Autofi dale ukazuji, ze zatimco u normalnich bunék mlécné zlazy
je CD24 exprimovano na plazmatické membrané, u nadorovych buncék se tento
protein nachazi zvlasté v cytoplazmé (Kristiansen et al, 2003; Pece et al, 2010).
Zaroven se hladina exprese CD24 lisi podle druhu néadoru, jak bylo ukdzéno u
rakoviny prsu: CD44°CD24 fenotyp se vyskytuje zvlasté u bazilnich nadorti a
gasteéné v dédiénych BRCA-1 nadorech, naopak v HER2" nadorech se tento fenotyp
vyskytuje velmi zfidka a je mozné, ze pro tento piipad bude tfeba vyzit jinych

markerti populace RKB (Honeth et al, 2008).

CD133 (Prominin-1, ACI133) je povrchovy glykoprotein sloZzeny z péti trans-
membranovych usekll a dvou extraceluldrnich glykosylovanych smycek. Protein je
lokalizovan v oblasti lipidovych rafti na vybézcich plazmatické membrany. Funkce
CD133 neni dodnes zcela jasna, ale vzhledem k lokalizaci se predpoklada jeho ucast
v mezibunéénych kontaktech. CD133 byl poprvé popsan jako povrchovy marker
hematopoetickych kmenovych bunék (Yin et al, 1997), pozdéji byl nalezen i u
kmenovych bunék dalsich linii, napt. endotelu (Peichev et al, 2000) a embryonalniho
epitelu (Corbeil et al, 2000). CD133 existuje ve dvou sestiihovych variantach, a to
kompletni AC133-1 a AC133-2 svystiizenym exonem 4. Ob¢ varianty jsou
lokalizované na plazmatické membrang, ale jsou rizné exprimovany v rdznych
bunéénych liniich. AC133-1 se vyskytuje zvlast¢ v mozku a kosterni svaloviné
zarodku. AC133-2 pfevladd v nikach kmenovych bun€k a v hematopoetické tkani.
Exprese AC133-2 se snizuje pii diferenciaci bunek (Yu et al, 2002). Exprese CD133
je zvySena v subpopulacich RKB nékterych typi rakovin: napi. rakoviny prostaty
(Collins et al, 2005), tlustého stieva (Ricci-Vitiani et al, 2007), u nadort mozku
(Singh et al, 2004). Populace CD133" bunék byla objevena i u rakoviny prsu (Wright
et al, 2008). CD133" buiiky v téchto studiich vykazovaly schopnost vytvofit nador po
ptenosu do NOS/SCID mysi, na rozdil od CD133" populace, ktera vykazovala
mnohem mensi miru tumorigenicity. Exprese CD133 v rakovinnych bunkach
ovlivituje bunéénou polaritu, mezibunééné interakce a migraci (Elsaba et al, 2010;
Shmelkov et al, 2005), a vede k vyssi odolnosti vici apoptdze (Zobalova et al, 2008).
Roli tohoto proteinu jako markeru RKB vsak zpochybnil Shmelkov et al (2008) kdyz
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za pomoci knock-in mysiho modelu s vlozenym lacZ reportérovym genem
(CD133"%™) Zjistil, Ze v tlustém stievé neni exprese CD133 omezend na kmenové
bunky. Exprese CD133 bylav této studii zjiSténa na diferencovanych bunkach
epitelu dospélce. Déle autofi marker CD133 odhalili v nddorovych buiikach rakoviny
tlustého stfeva, ale jak CD133" tak i CD133 buiiky byly schopné vytvatet nadory
v NOD/SCID mysich. Zajimavé bylo zjisténi, ze metastatické CD133" bunky
vytvately dokonce agresivnéjsi nadory nez CD133" a na rozdil od CD133" bunék
exprimovaly markery RKB populace. Takto odlisné vysledky autoii odivodnuji
pouzitim jiné metody detekce CD133, nez je bézné pouzivand imunodetekce za
pomoci komer¢né dostupnych protilatek. Vliv miize mit omezena afinita protilatky,
odlisna glykosylace nebo piipadné sestfihova varianta proteinu. Do budoucna bude
nutné znovu provéfit expresi CD133 na povrchu rakovinnych kmenovych bunék.

Role markeru RKB je vSak proteinu CD133 i nadale pfipisovana v mnoha studiich.

Dodnes byla popsdna fada dalSich markerdt RKB, jez maji vztah k tumorigenicité,
kmenovosti, apoptdéze a invazivité. Pfikladem muize byt protein CDA47, ktery je
¢lenem imunoglobulinové superrodiny membranovych proteint. Silné glykosylované
Ig domény tohoto proteinu zajist'uji schopnost interagovat s integriny a jejich ligandy
thrombospondiny a dale s proteinem SIRPo (Brown and Frazier, 2001). CD47 je
komponentou supramolekularnich komplexti zahrnujicich integriny, heterotrimerni G
proteiny a cholesterol. Uastni se drah regulujicich aktivaci krevnich desti¢ek,
mobilitu bunék, adhezivitu, migraci a fagocytézu. Dilezitd je role proteinu CD47
v regulaci fagocytdozy makrofagl. Interakce buiky exprimujici CD47 se SIRPa
proteinem na makrofazich zprostiedkuje jejich mezibunéénou adhezi (Babic et al,
2000). Vazba SIRPa na CD47 pak vede k negativni regulaci fagocytézy makrofagu.
Protein CDA47, ktery je exprimovan v malém mnozstvi na vétSiné bunéénych typu,
tedy slouzi jako ochrana autolognich zdravych bunék pied fagocytozou (Oldenborg
et al, 2000). Zvysena exprese CD47 byla nalezena na leukemickych bunkach, které
pfitomnost tohoto markeru chrani pfed utoky imunitniho systému (Jaiswal et al,
2009).

ABCG-2 je ¢lenem superrodiny lidskych ABC transportérti. Protein je slozen z jedné
nukleotid-vazebné domény a z membranové domény, a vytvari homodimery a

homotetramery (Mao and Unadkat, 2005). ABCG-2 je schopen aktivné pienaset
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organické molekuly pfes membranu, takze zvySend exprese tohoto markeru
v rakovinnych buiikdch je spojena s Vvyssi rezistenci k protirakovinnym latkdm
v mnoha typech rakovin (Honjo et al, 2001; Litman et al, 2000). ABCG-2 je silné
exprimovan v normalnich kmenovych buiikdch i v RKB a je jednim z diivodu jejich

zvySené rezistence k apoptdze (Nakanishi et al, 2010; Zhou et al, 2001).

V soucasné dobé cCasto vyuzivanym markerem pro identifikaci RKB populace je
enzym aldehyd dehydrogendaza (ALDH). ALDH se tucastni casné diferenciace
kmenovych bun€k (Chute et al, 2006). Aktivita tohoto enzymu méfena pomoci
metody ALDEFLUOR (StemCell Technologies) nebo imunohistochemickych metod
byla uspésné pouzita pro identifikaci RKB rakoviny prsu (Ginestier et al, 2007),
akutni myeloidni leukémie (Cheung et al, 2007) a nadort mozku (Corti et al, 2006).
Takto znacend subpopulace rakovinnych bunék se vyznacuje zvySenym
diferencia¢nim potencialem a proliferaci a ma schopnost tvofit metastazy (Charafe-
Jauffret et al, 2009). Ptitomnost ALDH" populace je povazovana za znak horsi
prognézy onemocnéni. V porovnani s diive pouzitym expresnim profilem RKB
rakoviny prsu CD44'CD24 (Al-Hajj et al, 2003) s ALDH" populaci byla zjisténa
pouze 1% shoda, nicméné bunky vykazujici obé tyto charakteristiky byly silné
tumorigenni a jiz 20 bun€k tohoto fenotypu vytvofilo nador v NOD/SCID mysich
(Ginestier et al, 2007). Sledovani ALDH" populace je tedy slibnou alternativou ke
diive popsanym markerim RKB, nicméné ani v tomto piipad€ ziejmé nepijde o

marker RKB napfi¢ spektrem riznych typti neoplastickych onemocnéni.

Oct-4 (POU5SF1) a Sox-2 jsou markery kmenovych bunék, které se podili na
udrzovani jejich kmenového charakteru (Avilion et al, 2003; Matin et al, 2004).
Zaroven jsou tyto geny exprimovany v rakovinnych buiikach a v nékterych typech
nadortt mohou mit vliv i na udrzovani RKB populace (Levings et al, 2009; Wang et
al, 2010).

Vimentin, hlavni strukturni komponenta stfednich filament v mnoha typech bun¢k,
se kromé zajisStovani mechanické odolnosti buiky podili na kontraktilité¢, migraci a
proliferaci bun¢k. Je siln¢ exprimovan ve fibroblastech a endotelidlnich bunkach
(Wang and Stamenovic, 2002). V kontextu nadorového bujeni je dulezita role

vimentinu jako markeru epitelo-mezenchymalni tranzice (EMT). EMT je proces pfi
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kterém dochdzi ke zméné polarizované nemigrujici epitelidlni bunky v builku, ktera
ztraci polarizaci a ziskava schopnost migrovat. Zaroven dochdzi k vyméné markert
typickych pro epitelialni buiiky: E-cadherin, za markery mezenchymalniho typu N-
cadherin a vimentin (Mandal et al, 2008). Vimentin je povazovan i za marker
nadorového mikroprostiedi (Dutsch-Wicherek, 2010).

2. 3. Nadorové mikroprostredi

Podobn¢ jako somatické kmenové buiky, i RKB se nachazeji ve specifickych
mistech v tkani, tzv. nikach. Nika kmenové buriky je oblast v bezprostfednim okoli,
ktera specificky podporuje existenci somatickych kmenovych bunék a reguluje jejich
diferenciaci a proliferaci (Spradling et al, 2001).

Nika nadord prsu je tvofena mnoha typy bunék, nutnych pro udrzovani nadoru.
Obecné mikroprostfedi vznikajicitho naddoru obsahuje RKB, proliferujici rakovinné
buiiky, nadorové stroma, krevni cévy, infiltrat buné€k imunitniho systému a dalsi
asociované builky. Toto specifické prostfedi je aktivné vytvateno a regulovano
nadorem, ktery ovliviiuje 1 okolni tkdné a vytvaii efektivni bariéru proti utokiim
imunitniho systému hostitele (Whiteside, 2008). Stromalni fibroblasty asociované
s karcinomem (CAF) podporuji angiogenezi a rast nadoru (Orimo and Weinberg,
2006). Fibroblasty moduluji prostfedi nadoru sekreci faktort jako je TGF-f (Stuelten
et al, 2010) nebo SDF-1, ktery piimo stimuluje rGst nadoru a zaroven do mista
nadoru rekrutuje prekurzory endotelidlnich bunék a umoziuje tak neoangiogenezi
(Orimo et al, 2005). Huang et al (2010b) ukazali, ze kultivace RKB Vv pfitomnosti
CAF zvyiuje proliferaci CD44°CD24 bunék a po vneseni RKB s CAF do
NOD/SCID mysi byla v porovnani s mammosférami samotnymi siln€ zvySena
tumorigenicita. Zajimavé je, Ze v piipadé vpraveni RKB spolu s normalnimi
fibroblasty se prodlouzila doba do vytvofeni nadoru a obecné se tumorigenicita
bun¢k zhorsila. Dalsi slozkou nddorového mikroprostredi jsou makrofagy asociované
s nadorem (TAM). TAM jsou do nadoru rekrutovany pomoci rlaznych
chemoatraktantt, napiiklad CSF-1 (Adams et al, 2006) a podporuji rist a invazivitu
nadoru. Zasadni roli v naddorovém mikroprostiedi zaujimaji 1 mezenchymalni

kmenové bunky. Tyto bunky sekretuji chemokin CCL5 (neboli RANTES), ktery
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zvysuje mobilitu rakovinnych bunék a tim i metastaticky potencial nadoru (Karnoub

et al, 2007).

2. 4. Mammosféry, in vitro model rakovinnych kmenovych bunék

V soucasné dobé nejlepSim pristupem k identifikaci RKB je in vivo dikaz, ze
zkoumané bunky jsou schopné sériové pienaSet nador po transplantaci do
experimentalniho zvifeciho modelu. Tak jsou prokdzany dvé zakladni vlastnosti
RKB, tedy schopnost sebeobnovovani a ptenaseni nadoru. Tento postup je
povazovan za ,zlaty standard“ v oblasti vyzkumu RKB. Jde v8ak o velmi Casové
naroc¢nou studii, riist nddord a nésledna transplantace do dalSich jedincli miize trvat i

fadu mésicu.

Existuje i n€kolik postupu, jak identifikovat a obohatit populaci RKB in vitro. Jde
naptiklad o postupy sledujici zachovani znaceni v bunikdch s “kmenovymi‘
vlastnostmi, na rozdil od proliferujicich bunék. Jinou moznosti je sledovani
schopnosti vytvaret kolonie bun¢k v matrigelu nebo v polotekutém médiu, ¢imz
identifikujeme buiiky se zvySenym proliferaénim potencialem. Mimo to jsou
pouzivany techniky zaloZené na sortovani bun€k a pouziti specifickych protilatek
povrchovych proteind. Dal$im z moznych pfistupt jak studovat RKB in vitro je
péstovani buné€k v podobé neadherentnich sfér. Tento postup byl odvozen od
protokolu pro studium neuralnich kmenovych bunék (Reynolds and Weiss, 1996;
Rietze and Reynolds, 2006; Weiss et al, 1996) a je v soucasné dobé jednim z nejvice
pouzivanych postupt kultivace RKB. Neuralni buiiky jsou prevedeny do specialniho
bezsérového média s dodatkem rhstovych faktorti, ve kterém vytvaii plovouci
kolonie, tzv. neurosféry. Neurosféry obsahuji neurdlni kmenové bunky a dale
progenitorové bunky Vrizném stadiu diferenciace (Reynolds and Rietze, 2005;
Rietze and Reynolds, 2006).

Dontu et al (2003) vychazeli z protokolu pro péstovani neurosfér a vytvorili
analogicky postup pro péstovani kmenovych bunék prsni zlazy a RKB rakoviny prsu.
Postupné byla kultivace v podob€ mammosfér otestovana i u nadorovych linii

rakoviny prsu (Cariati et al, 2008; Charafe-Jauffret et al, 2009; Ponti et al, 2005) a u
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metastazujici rakoviny prsu (Grimshaw et al, 2008). Neadherentni mammosféry jsou
pestovany v médiu bez séra v pritomnosti epidermalniho a fibroblastového rstového
faktoru. Tyto podminky neumoznuji pfisednuti bunék k podkladu, coz vede
k “anoikis“ (apoptoticka smrt z nedostatku signalii pro pteziti pii ztrat¢ kontaktu
s extracelularni matrix) vétSiny populace. Mensi ¢ast bunék vSak v tomto prostiedi
ptezije a tvofi plovouci kolonie (Dontu et al, 2003). Tyto kolonie jsou obohacené o
nediferencované buinky a v pfitomnosti séra vykazuji schopnost diferencovat do
fenotypove riznorodé populace. DalSi vlastnosti mammosférickych bunck je
schopnost vylucovat barvivo Hoechst 33342 a vytvafet tzv. ,,postranni® (side)
populaci (SP), coz je povazovano za vyznamnou vlastnost bun¢k s kmenovymi

vlastnostmi (Hirschmann-Jax et al, 2004; Huang et al, 2010a; Zhou et al, 2009).

Dle novych poznatkil si kmenové vlastnosti mammosféry udrzuji pouze do pfiblizné
paté pasdze. Poté dochazi ke snizovani jejich proliferacniho potencidlu a zvySuje se
aktivita p-galaktosidazy znacCici zvySené mnozstvi bun€k, u kterych dochazi

k procesim senescence (Dey et al, 2009).

22



Suspenzni kultura v
N bezsérovem mediu s
Primarni kultura dodatkem EGF a FGF

o |\l
' ; a&&

@ Mammosfery
A\

Mammosferal Disociace na
¢ T jednotlive buiky
29000 9009

Disociace na L * l

jednotlive bunky
v t & 2 =
.I I. ® . =

.m & Mammosfery lll

Obrazek 2. Postup kultivace mammosfér.

Ve specidalnim bezsérovéem MS médiu dojde k vytvoreni mammosfér, tvorenych
kolonii bunek, vzniklych Zjedné RKB. Bunky vramci jedné mammosféry jsou
diferencovany do fenotypove riznorodé populace, ale obsahuji i dalsi RKB. To
dokazuje schopnost RKB se zdroven sebeobnovovat i diferencovat do riznych
nové sfery vytvori pouze RKB. Mammosféry z nadorovych linii je vhodné pasazovat
maximalne pétkrat. Poté zacina dochazet kvyssi kumulaci bunék vykazujicich

senescenci a k poklesu proliferacniho potencialu. Upraveno dle Dontu et al (2003).
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2. 5. ErbB-2 onkogen a jeho role v rakovinnych kmenovych burikach

ErbB-2 (HER2) je 185 kDa velky transmembranovy protein z rodiny receptord
epidermalnich rustovych faktori (EGF), identifikovan a popsan byl v roce 1987
(Slamon et al). Rodina EGF je sloZzena ze 4 ¢lenti: EGFR (erbB-1), erbB-2 (HER2),
erbB-3 (HER3) a erbB-4 (HER4). Zatimco nazev ErbB-2 je uzivan pro gen lidsky i
mysi napfi¢ druhy, HER2 odkazuje na lidsky gen a jeho proteinovy produkt a neu na
mysi gen a produkt.

EGF receptory se ucastni mnoha bunéénych odpovédi, napt. regulace proliferace,
vyvoje buné€k, angiogeneze, bunécného cyklu a apoptéozy. Deregulace této
signalizace vede k siroké skale onemocnéni. Zvysena exprese nebo nespravna funkce
receptord je spojovana s tfadou typa rakoviny, napf. rakoviny prsu, plic, nadory
mozku atd. Amplifikace receptoru erbB-2 byla zjisténa u 25-30% vsech nadord prsu
a je spojena shorsi prognézou onemocnéni a zvySenou schopnosti nadort

metastazovat (Slamon et al, 1989).

2. 5. 1. Signalizace EGF receptory

Struktura EGF receptori spoc¢iva v ligand-vazebné doméné spojené trans-
membranovym helixem s cytoplazmatickou doménou. Cytoplazmaticka doména nese
tyrozin kindzovou aktivitu a je obklopena regula¢nimi sekvencemi, které mohou byt
autofosforylovany nebo fosforylovany dalSimi proteinovymi kindzami. Extra-
celularni doména vaze ligand, coz vede k vytvoieni homo- nebo heterodimert ¢lent
EGFR rodiny a nasledné autofosforylaci. Ligandy pro EGFR jsou epidermalni
rastovy faktor, epiregulin, TGF-a a dalsi. Ligandy erbB-3 a erbB-4 se nazyvaji
neureguliny a sestavaji z rodiny sestfihovych variant ¢tyf gent pro neuregulin (Stove
and Bracke, 2004). Na rozdil od ostatnich ¢lent rodiny, pro erbB-2 dosud zadny
fyziologicky ligand nebyl objeven. Z toho se usuzuje, ze hlavni funkci tohoto ¢lena
EGFR rodiny je byt partnerem pro tvorbu heterodimerti, jez vytvaii se vSemi
ostatnimi ¢leny rodiny. ErbB-2 v heterodimerech funguje jako zesilova¢ signalizace,
proceZz heterodimery obsahujici erbB-2 maji nejsilngjsi signalizani potencial
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(Tzahar et al, 1996). V rodin¢ EGF receptort je siln¢ rozvinuta funkéni diferenciace
a tedy 1 zavislost jednotlivych ¢lenti na ostatnich. Prikladem mize byt heterodimer
erbB-2/erbB-3 (Obr. 3). ErbB-3 je sam o sobé katalyticky inaktivni. ErbB-2, ktery
postrada vlastni ligand, je na rozdil od ostatnich ¢lenti rodiny konstitutivné v aktivni
konformaci, umoziujici dimerizaci. Tato konformace zaroven znemoznuje vazbu
jakéhokoliv ligandu, protoze misto pro vazbu ligandu je v tomto stavu nepfistupné
(Garrett et al, 2003). Signalni funkce tak oba proteiny ziskaji az po heterodimerizaci.
Dohromady heterodimer erbB-2 a erbB-3 tvofi nejsilngji signalizujici komplex
v ramci EGFR rodiny (Tzahar et al, 1996).

Otazka liganda pro erbB-2 vsak byla v nedavné dobé opét oteviena, kdyz Alvarado
et al (2009) popsali, Ze struktura erbB-2 se zna¢né¢ podoba EGF receptoru u
Drosofila melanogaster, ktery je striktné regulovan rustovymi faktory a Ze takova

regulace je pravdépodobna i u lidského erbB-2.
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Obr. 3. Struktura extraceluldrni domény receptorii erbB-2 a erbB-3.

(A) Extracelularni domény receptorii EGFR rodiny jsou slozeny ze ¢tyi- domén (I-1V).
Doména I a Il se ucastni vazby ligandu, doména Il slouzi jako dimerizacni doména
pro primou vazbu partnerského receptoru. (B) Krome erbB-2 jsou vsSechny EGF
receptory bezné ve sbalené strukture, kdy je dimerizacni doména nepristupnd, tato
konformace se meéni po vazbé ligandu a dochdzi k dimerizaci s partnerskym EGF
receptorem. Ligandy pro erbB-3 se nazyvaji neureguliny. (C) ErbB-2 je naopak stdle
V konformaci, pripominajici aktivni stav ostatnich receptori rodiny a je tedy kdykoliv
schopen dimerizovat. Misto pro vazbu ligandu je proto u erbB-2 stabilné

nepristupné. Upraveno dle Hynes and Lane (2005).
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2. 5. 2. Amplifikace erbB-2 a proces transformace

Amplifikace a zvySend exprese erbB-2 byla dokumentovana v pfiblizné jedné
¢tvrtiné vSech nadort prsu (Slamon et al, 1987), v rakovin¢ zaludku (Jaehne et al,
1992), vaje¢niku (Vermeij et al, 2008) a dalsich. Amplifikace erbB-2 receptoru je
povazovana za Casnou udalost ve vyvoji nadoru prsu (Park et al, 2006). Zvysena
exprese erbB-2 v rakoviné prsu spociva v amplifikaci genu na pocet piiblizné 25 az
50 kopii a v 40 az 100 nasobném vzristu exprese proteinu erbB-2. Vysledkem je
exprese az 2 x 10° molekul receptoru na povrchu jedné rakovinné buiiky (Moasser,
2007). Na rozdil od mySiho homologu neu se u lidského HER2 v rakoviné prsu
nevyskytuji mutace, které by vedly k jeho aktivaci a onkogenni u¢inky jsou tak
zajistény pouze zvySenou expresi proteinu. Mutace HER2 v kindzové doméné jsou
vSak popsany v nemalobunééném karcinomu plic (Wang et al, 2006). ZvySena
exprese proteinu erbB-2 na povrchu rakovinnych bunék vede k formovani dimerd
erbB-2 a nasledné k zesileni erbB-2 signalizace, coz vede k aktivaci proliferace,
deregulaci bunétné polarity, adhezivity a Kk prodlouzenému ptezivani bunék.
V nadorech prsu byla dokumentovdna i zvySend exprese erbB-3, ktery vytvari
serbB-2 heterodimery. Nefunkéni erbB-3 signalizace méla za nasledek ztratu

schopnosti erbB-2 transformovat buiky do maligniho fenotypu (Holbro et al, 2003).

Exprese erbB-2 je regulovana transkripénimi faktory. Napiiklad FOXP3, X-vazany
transkripéni faktor z rodiny FOX, je silnym represorem erbB-2 promotoru. Zuo et al
(2007) zjistili, ze vzorky rakoviny prsu se zvySenou expresi erbB-2 maji zaroven
deletovany, mutovany nebo mén¢ exprimovany FOXP3 transkripéni faktor. FOXP3
dale inhiboval riist 1 v nddorovych liniich, které nemaji vyrazné zvySenou expresi
erbB-2, napt. MCF7 linie. Zda se tedy, ze FOXP3 udrzuje regulaci promotoru ErbB2

nizké hladiny exprese tohoto onkogenu a je dilezitym supresorem rakoviny prsu.

Dalsim regulatorem exprese erbB-2 je protein AP-2 (aktiva¢ni protein 2). Rodina
AP-2 proteinii tvofi homo- a heterodimery, které rozpoznavaji GC-bohaté oblasti
DNA. Mohou pfimo aktivovat nebo reprimovat promotory mnoha genil, mimo jiné i
genu pro erbB-2 (Bosher et al, 1995). Zvysena aktivita AP-2 vede spolu
s amplifikaci genu pro ErbB2 kjeho zvySené expresi. AP-2 zaroven reguluje i

transkripci dalSich ¢leni EGFR rodiny, EGFR a erbB-3. Vazba AP-2 je spolu
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s dal§imi transkripénimi faktory zrodiny Ets (zvl. protein PEA3) nutna k plné
aktivaci ErbB2 promotoru a oba faktory jsou asociovany se zvySenou expresi erbB-2
v rakoviné prsu (Benz et al, 1997; Pellikainen and Kosma, 2007). PEA3 aktivuje
dale i geny ucastnici se Stépeni extracelularni matrix a zvysuje tak invazivitu bun¢k
(Benz et al, 1997). Uloha transkripéniho faktoru PEA3 je ale dosud kontroverznim
tématem. Existuji i prace, které ukazuji, ze PEA3 ptisobi jako represor erbB-2
promotoru (Xing et al, 2000). Nicmén¢ nedavné studie piedkladaji PEA3 spise jako
protumorigenni faktor asociovany se zvySenou expresi erbB-2 (Baker et al, 2010;

Myers et al, 2006).

2. 5. 3. Drahy deregulované v kontextu erbB-2 signalizace

ErbB-2 signalizace je spojena s mnoha dal§imi signalnimi drahami. Hladina proteinu
erbB-2 je regulovana Notch-1 faktorem, ktery zaroven ovliviiuje udrzovani
normalnich kmenovych bun€k mlééné zlazy (Magnifico et al, 2009). Notch-1 je
kli¢ovym regulatorem asymetrického déleni kmenovych bunék mlééné zlazy (Clarke
et al, 2005).

vvvvvv

kinazu. ErbB-2 v heterodimeru s erbB-3 aktivuje PI3K/Akt signalni drahu (Holbro et
al, 2003). Aktivace PI3K vede k fosforylaci Akt kindzy. PTEN fosfatdza
defosforyluje fosfatidylinositol-(3,4,5)-trisfosfat a ptisobi tak jako negativni regulator
PI3K/Akt signalni drahy. Nefunkéni PTEN fosfatdza byla nalezena u téméft poloviny
nadort prsu a bylo prokézano, ze jde o jeden z mechanismi rezistence nadort prsu
vuci terapii trastuzumabem (Herceptin) (Nagata et al, 2004). Akt signalizace funguje
jako kiizovatka mnoha signalli, které maji kritickou roli v kancerogenezi: jde zvlasté
o rovnovdhu mezi apoptozou a prezitim buiky, invazivitu, angiogenezi,
metabolismus glukozy atd. Bylo zjiSténo, Ze aktivace Akt ve vzorcich karcinomu
prsu je spojena se zvysenou expresi erbB-2 (Park and Kim, 2007). Zvysena hladina
fosforylace Akt byla zjiSténa 1 u mammosfér kmenovych bunék prsu v porovnani
s normalnimi epitelidlnimi bunikami (Korkaya et al, 2009). Dalsi vyznamna draha
ucastnici se v regulaci kmenovych bunék je Wnt/pB-katenin (Brennan and Brown,

2004). B-katenin je aktivovan v mammosférach vice nez v pfisedlych epitelidlnich
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bunkach (Korkaya et al, 2009) a pravdépodobné hraje roli v udrzovani populace
kmenovych bunék prsu. Zvysend exprese B -kateninu vede ke zvySenému mnozstvi
kmenovych bunék a je spojovana s hors$i prognoézou nadord prsu (Al-Hajj et al,
2003). ZvySena aktivita Wnt byla popsana u RKB rakoviny tlustého stfeva
(Vermeulen et al, 2010).

Zvysena exprese erbB-2 dale vede k aktivaci NF-kB drahy. Tato rodina
transkripcnich faktorti zprostiedkuje aktivaci exprese genu ucastnicich se bunécného
ristu, prezivani i maligni transformace. Tato draha je v erbB-2" burikach aktivovana

prostifednictvim aktivace vySe zminéné PI3K/Akt drahy (Pianetti et al, 2001).

Metastaticky potencial buné€k exprimujicich erbB-2 je spojen s expresi
chemokinového receptoru CXCR4. ErbB-2 zvySuje expresi CXCR4, ktery je
zodpovédny za zvySenou invazivitu, migraci bunék a zménénou adhezivitu (Muller
et al, 2001). Ligandem tohoto receptoru je SDF-1 faktor, ktery je ve velkém
mnozstvi uvoliiovan plicemi, jatry a kostni tkani. Nadorové bunky exprimujici
CXCR4 se uvolnuji znadoru do krevniho feCisté a jsou rekrutovany do mist
s vysokou koncentraci SDF-1 faktoru, kde vytvareji metastaze (Freudenberg et al,
2009).

Signalizace erbB-2 je vice ¢i mén¢ spojena i s dal§imi drahami zahrnujicimi signalni
drahy Hedgehog, ras, src atd. Spojeni s témito drahami zprostfedkuje rakovinnym
bunikdm exprimujicim erbB-2 zvySenou rezistenci Kk 1é¢b¢, invazivitu a schopnost

metastazovat.
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2. 6. Lécebné strategie

Vzhledem ke S$patné progndze rakoviny prsu se zvySenou expresi erbB-2/HER-2
byly vyvinuty 1é¢ebné strategie, zacilené na tento onkoprotein. Jde o rekombinantni

protilatky cilené na erbB-2 a dalsi ¢leny EGFR rodiny.

Trastuzumab (Herceptin), humanizovana monoklonalni protilatka IgG; vaze
extracelularni doménu erbB-2 je suréitym uspéchem podavana pacientkdm
s rakovinou prsu vykazujici zvySenou expresi erbB-2 (Vogel et al, 2002). Vétsina
pacientek s metastatickou erbB-2* rakovinou prsu si vsak pies pocateéni dobré
vysledky 1é¢by trastuzumabem vytvoii rezistenci. Rezistence k trastuzumabu se
bézné objevuje fadoveé béhem mésict az let od zahajeni 1éCby. Rezistence k 1écbé
trastuzumabem samotnym se objevuje az u 70% piipadi metastatické rakoviny prsu
se zvySenou expresi erbB-2 a az u 15% pfipadl dojde k vytvofeni rezistence
k trastuzumabu i pfes kombinaci s chemoterapii (Oliveras-Ferraros et al, 2010; Vogel
et al, 2002). Dalsi komplikaci 1é¢by trastuzumabem je jeho kardiotoxicita (Guglin et
al, 2009). Rezistence k terapii zaméfené na erbB-2 je v soucasné dobé vzristajicim
klinickym problémem. Rezistence je zprostiedkovana zvlasté v dusledku inaktivace
PTEN a aktivace signalni drahy PI3K/Akt (Nagata et al, 2004).

Pertuzumab je rekombinantni humanizovand monoklonalni protilatka, pattici do
skupiny tzv. dimerizacnich inhibitort. Tato latka zabraniuje tvorbé dimerid mezi
erbB-2 a EGFR ¢i erbB-3. Pertuzumab se vaze na jiny epitop erbB-2 nez
trastuzumab a predpokladalo se, ze by mohl byt uéinny v ptipadé¢ nadori
rezistentnich k trastuzumabu. Tato protilatka je v soucasné dobé¢ ve fazi II klinickych
testtl. U&innost pertuzumabu jako monoterapeutika se viak neprokéazala (Gianni et al,
2010), k ¢astecnému zlepSeni onemocnéni dochazi pfi podani pertuzumabu spolu s

trastuzumabem (Baselga et al, 2010).

Lapatinib je dudlni inhibitor tyrosin kindz G¢inny proti erbB-2 a EGFR. Tato
protilatka vykazuje prodlouzenou dobu interakce se substratem, coZ umoziuje déle

trvajici inhibi¢ni G¢inek (Wood et al, 2004). V in vitro studiich indukuje lapatinib
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apoptozu v trastuzumab-rezistentnich bunkach (Nahta et al, 2007). V klinickych
studiich byla prokazana aktivita lapatinibu jako monoterapie i1 ve spojeni
s chemoterapii  (Curran, 2010), dale je lapatinib testovan v podani spolu
s trastuzumabem, nebot’ tyto protilatky vykazuji synergistické u¢inky (Collins et al,
2009). Li et al (2008) nedavno ukazal, ze lapatinib ve spojeni s chemoterapii muze

vést k eliminaci RKB.

2. 7. Onkogen ErbB-2 a rakovinné kmenové buiiky

Pro 1écbu néadort s rezistenci k trastuzumabu bude nezbytné odhalit mechanismy,
které vedou ke zvysené agresivité erbB-2" nador prsu. Rezistence rakoviny prsu
k 1é¢bé zacilené na erbB-2 je v soucasné dobé Casto davana do souvislosti s teorii
RKB. ErbB-2" buiiky jsou povazovany za buiiky nesouci deregulace signalnich drah
vedouci ke kmenovému fenotypu spojenému s vyssi rezistenci, zvySenou invazivitou
a vy$§im metastatickym potencidlem. Zda se tedy, ze zvySena exprese erbB-2 spolu
s expresi dalSich markertt kmenovosti je vlastnosti RKB populace rakoviny prsu.
Z nedavnych vyzkumi navic plyne, Ze exprese erbB-2 spousti v nddorovych bunkach

drahy, které vedou k obohacovani RKB populace.

Korkaya et al (2008) ukazali, Ze zvySena exprese erbB-2 vede k nartstu populace
normalnich 1 rakovinnych kmenovych bunék prsni Zlazy. RKB 1 normalni kmenové
bunky a ¢asné progenitory identifikovali autofi pomoci zvySené aktivity enzymu
ALDH, jak jiz bylo dtive ukazano (Ginestier et al, 2007). ALDH-pozitivni bunky se
zvySenou expresi erbB-2 tvofily mammosféry a byly schopny iniciovat tvorbu
nadori v NOD/SCID mysi. Naproti tomu, buiiky exprimujici erbB-2, které vSak byly
ALDH-negativni netvofily mammosféry, ani nevytvarely nddory v NOD/SCID mysi.
Dale autofi ukazali, z2 ALDH" buiiky se zvysenou expresi erbB-2 vykazovaly vyssi
expresi markerd spojenych s kmenovymi vlastnostmi, napt. aktivace Akt, Notch a
Hedgehog signalni drahy a Oct-3/4 genu. Zvysena exprese erbB-2 dale vedla ke
zvysené invazivité bunék, podobné jako bylo prokazano u CD44%/CD24" populace.
Naopak pfi snizeni exprese erbB-2 v nadorové linii HCC1954 autofi pozorovali

pokles procenta populace ALDH" bunék a tedy i pokles procenta RKB. Magnifico et
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al (2009) ukazali, ze bunky v rakovinnych liniich vykazujici kmenové vlastnosti,
napf. tvorbu mammosfér, maji zaroven zvySenou expresi erbB-2.

Nedavno bylo také prokazano, ze erbB-2 reguluje ,,side” populaci nadorovych
bunék, ktera je podobné jako ALDH" populace povazovana za populaci zahrnujici
frakci RKB (Nakanishi et al, 2010). Dale bylo v této studii zjisténo, ze exprese erbB-
2 se vramci této populace uskuteCiiuje zvlasté na buikach patficich do ,,side*
subpopulace. Zhou et al (2010) v analyze publikovanych dat o roli RKB v klinickych
studiich potvrdili, ze RKB rakoviny prsu se mimo jiné vyznacuji pravé zvysenou

expresi erbB-2.

V dalsi studii bylo prokdzano, Ze EGRF signalizace je nutnd pro sebeobnovovani
rakovinnych kmenovych bunék a erbB-2" nadorové buiiky maji schopnost
sebeobnovovani zvysenou (Farnie et al, 2007). Souvislost EGFR signalizace se
schopnosti sebeobnovovani v rakovinnych bunkach pozdé&ji potvrdil Li et al (2008).
V této studii prokazali, ze RKB jsou rezistentni vi¢i konvenéni chemoterapii. Tyto
bunky prezily chemoterapeutickou 1é¢bu a vykazovaly zvySenou schopnost tvorby
mammosfér a vyssi schopnost iniciovat tvorbu nadorti v experimentalni mysi. Lécba
lapatinibem, ktery je zacilen na erbB-2 a EGFR, vsak vedla k malému poklesu

procenta RKB po terapii i k poklesu jejich schopnosti tvofit mammosféry.
Dohromady tyto vysledky vypovidaji 0 dtlezité roli erbB-2 signalizace v udrzovani

RKB populace nador prsu. Pro hlubSi pochopeni mechanismi, kterymi zvySena

exprese erbB-2 ovliviiuje rakovinné kmenové buiky, bude vsak tieba dalsich studii.
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3. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo pomoci objasnit roli onkogenu erbB-2 (HER2)
V procesu tvorby a udrzovani fenotypu rakovinnych kmenovych bunék na modelu
mammosfér vytvoienych z lidskych nadorovych linii MCF7 a MDA-MB-453. Dale
bylo v planu zjistit, zda hladina exprese proteinu erbB-2 ovliviiuje schopnost iniciace
nadorového bujeni pii pfenosu do experimentalni athymické mysi kmene Balb/c nu-

nu. Otazky plynouci z takto stanovenych cilii jsme fesili v nasledujicich krocich:

3. 1. Rakovinné kmenové buiiky (RKB)

o Zavést metodu kultivace rakovinnych kmenovych bun€k rakoviny prsu na
modelu buné¢nych linii MCF7 a MDA-MB-453;

o Porovnat expresi vybranych genti parentdlnich nadorovych bunék versus
mammosfér u MCF7 a MDA-MB-453 bungk;

o Charakterizovat ménici se expresi vybranych genli v pribéhu utvareni

fenotypu RKB u MCF7 bungk.

3.2.Role onkogenu ErbB2 vprocesu utvafeni a udrzovani

mammosférového fenotypu

. Ptipravit stabilni liniit MCF7 buné€k se sniZzenou hladinou exprese proteinu
erbB-2;
o Porovnat expresi genli u erbB-2-deficientnich bunék, bunék nesoucich

kontrolni ,,non-silencing® (NS) plazmid a parentadlnich MCF7 buné¢k;

o Ptipravit mammosféry z erbB-2-deficientnich bunék;

3. 3. Schopnost bun¢k vytvatet nadory v imunodeficientnich mySich

o Porovnat schopnost iniciovat tvorbu nadoru v experimentalni Balb/c nu-nu

mysi u parentalnich bunék a erbB-2-deficientnich bunék.
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4. Material a metody

4. 1. Kultivace bunék

V experimentech jsme pouzivali dvé adherentni lidské bunécéné linie rakoviny prsu:
MCF7 a MDA-MB-453. Linie MCF7 pochazi z roku 1970 od 69leté Zeny, jedna se o
primarni nador (Soule et al, 1973). Linie MDA-MB-453 byla izolovana v roce 1976
z nadoru 48leté zeny a predstavuje metastazujici rakovinu prsu (Cailleau et al, 1978).
MDA-MB-453 bunky se vyznacuji zvySenou expresi erbB-2 oproti MCF7 linii
(Neve et al, 2006). Buitkky MCF7 a MDA-MB-453 byly kultivovany v DMEM médiu
(Lonza) doplnéném 10% FBS, 1% antibiotikem/antimykotikem (ATB) pii 37°C a 5%
CO..

Mammosféry byly kultivovany v médiu DMEM-F12 (Thermo Electron, Gibco)
dopIlnéném o Neurocult Neural Stem Cell Proliferation Supplement (StemCell
Technologies), 20 ng/ml rhEGF (R&D Systems), 10 ng/ml rhFGF2 (R&D Systems),
1 pl/ml heparin, ve 37°C a 5% CO,. Mammosféry jsme piipravovali z parentalnich
linii postupnym fedénim plvodniho DMEM média bezsérovym mammosférovym
médiem (MS médium) pii pasdzovani. Pfevod do mammosférového média byl
provadén v péti krocich (Obr. 4), bunky byly oddéleny od podkladu pomoci
trypsin/EDTA nebo EDTA/EGTA disocia¢nim pufrem (ImM EDTA, ImM EGTA,
1% BSA v PBS), resuspendovany v médiu a doplnény DMEM a MS médiem v
pfislusném poméru. suspenzni sféry v MS médiu byly pasaZovany, kdyZ dosahly
velikosti ptiblizné 70 um. Sféry jsme stoCili, odebrali médium a ptidali 0,5 ml
EDTA/EGTA pufru. Po 10 min inkubace s disociaénim pufrem byly plivodni sféry
rozdéleny na jednotlivé buiiky, které jsme po centrifugaci resuspendovali v Cerstvém

MS médiu. Do lahve T75 (plocha dna 75 cm?) bylo nasazeno ~1 x 10° bungk.
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Obr. 4. Schéma prevodu parentdlnich bunék do mammosférového média.

Priprava mammosfér zacind U parentdlnich adherentnich linii bunék MCF7/MDA-
MB-453 v DMEM médiu (10% FBS a 1% ATB). Toto médium je p¥i prvni pasazi
vymeénéno za médium obsahujici 75% DMEM a 25% MS média. Pri dalSich pasazich
se postupné snizuje obsah DMEM média ve prospéch MS média ve fazich: 50%
DMEM/ 50% MS média, 25% DMEM/ 75% MS média a konecné 100% MS médium.
Ve 100% MS médiu prezivaji pouze mammosféry vzniklé z puvodné adherentnich
bunék. Mammosféry jsou ddale pasdazovany obvykle po dosazeni velikosti ~70 um

V priuméru.

4. 2. Priprava stabilnich linii

Pro ptipravu linie MCF7 bunék se sniZzenou hladinou exprese proteinu erbB-2 jsme
vyuzili komeréné dostupny plazmid SureSilencing shRNA (SABiosciences). Plazmid
sshRNA pro lidsky ERBB2 je vkitu obsazen ve 4 variantich s odlisnymi
sekvencemi a dale kit obsahuje kontrolni plazmid s NS (,,non-silencing™) ShRNA.

Mapa plazmidu je znazornéna na obr. 5.

Plazmidy jsme amplifikovali pomoci kompetentniho kmene E. coli XL-1-Blue
(Stratagene). Transformaci jsme provedli teplotnim Sokem (42°C, 45 s). Bakterie
jsme vysadili na zivné médium obsahujici ampicilin a selektovali populaci, jez byla
po piijeti plazmidu k ampicilinu rezistentni. Jednotlivé kolonie bakterii jsme poté

namnozili v LB médiu. Po napéstovani transformovanych bakterii jsme
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amplifikovany plazmid izolovali pomoci Plasmid Midiprep kitu (JetStar). Ziskanymi
plazmidy jsme transfekovali MCF7 bunky za pouziti transfek¢éniho ¢inidla Superfect
(Qiagen). K vyizolovanym plazmidim jsme piidali transfek¢ni ¢inidlo a promichali
pomoci vortexu. S transfekénim ¢inidlem jsme plazmidy inkubovali 10 min pfi
pokojové teploté. Poté jsme ptidali médium DMEM (bez séra a bez antibiotik),
promichali a pfidali takto nafedéné plazmidy k bunkam MCF7. S bunikami jsme
transfekéni komplexy inkubovali po dobu 3 hod. Z transfekovanych bunék jsme poté
selektovali populaci rezistentni vii¢i neomycinu. Pro MCF7 bunky jsme pii selekci
pouzili 400 pg/ml antibiotika G418 (Sigma). Selektované smésné populace
jednotlivych plazmidi jsme péstovali pod udrzovaci davkou 100 pg/ml G418.

Selektované populace byly otestovany na hladinu proteinu erbB-2. Ze
smésné populace bunck s vnesenym plazmidem 1, jez vykazovala nejvyssi snizeni
hladiny proteinu erbB-2 jsme napéstovali klonalni populace. Buiky jsme nasadili ve
velmi nizké koncentraci (5 x 10% bunék/ml média, celkem 5 x 10° bunék na misku)
do kultiva¢ni misky o priméru 10 cm a nechali nariist kolonie vznikl¢ z jedné bunky.
Tyto kolonie jsme poté piesadili do dvou 24-jamkovych desticek a napéstovali.
Jednotlivé kolonie jsme otestovali na hladinu exprese erbB-2 pomoci FACS a vybrali
vyuzivany jako modelova linie MCF7 bungk se sniZzenou hladinou exprese proteinu
erbB-2. Jako kontroly jsou vyuzivany parentalni bunky MCF7 a dale bunky MCF7
nesouci kontrolni plazmid s NS shRNA.
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Obr. 5. Mapa shRNA plazmidu pro lidsky erbB-2 (SABiosciences).

4. 3. 1zolace RNA

RNA byla izolovana z MCF7 a MDA-MB-453 linii a z nich vznikajicich mammosfér
pomoci Total RNA mini kitu (Bio-Rad). Pro reverzni transkripci RNA na ¢cDNA
bylo pouzito 500 ng RNA a oligo(dT);s primery pomoci RevertAid First strand
cDNA Synthesis kitu (Fermentas). Koncentrace RNA a ¢cDNA byla ur¢ovana pomoci
ptistroje NanoDrop ND-1000.

4. 4. Kvantitativni Real-Time PCR (qPCR)

Pro kvantitativni PCR reakci jsme pouzivali BioRadCFX96 cykler. Specifické
primery o koncentraci 10 uM byly smichany s SsoFast Eva Green Supermix (Bio-
Rad) a ¢cDNA. cDNA jsme fedili na koncentraci odpovidajici 100 ng cDNA na
reakci. Reakce probihala v celkovém objemu 10 pl (5,5 pl primery + Eva Green, 4,5
ul cDNA).

Program PCR reakce byl nasledujici: aktivace ,,Hot Start™ polymerazy probihala pfi
98°C, 30s, denaturace 98°C, 5s, ,,annealing” 60°C, 15s, extenze 72°C, 20s, reakce
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probéhla v 36 cyklech. Pro ovéfeni identity produkti jsme sledovali analyzu kiivek

tani. Pro porovnani hladin exprese mezi jednotlivymi vzorky byl pouzit referen¢ni

gen GAPDH. Vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci BioRadCFX96 softwaru s

vyuzitim AAct metody.

Sekvence pouzitych specifickych primerti:

ABCG-2 Forward
Reverse

CD24 Forward
Reverse

CD44 Forward
Reverse

CD47 Forward
Reverse

ErbB-2 Forward
Reverse

GAPDH Forward
Reverse

p53 Forward
Reverse

POU5F1 Forward
Reverse

Prominin -1 Forward

Reverse
Sox-2 Forward
Reverse
Vimentin Forward
Reverse

5’-CGAGCGCACGCATCCTGAGA-3’
5'-CGCGGGGAAGCCATTGGTGT-3"

5'-AGCAATGGTGGCCAGGCTCG-3’
5'-GCCGCCTTGGTGGTGGCATTA-3’

5-ACCTGGGATTGGTTTTCATGGTTGT-3"
5-TTCATTTGGCTCCCAGCCTGC-3’

5-GTGGGTCCTGCCTGTGACGC-3’
5'-AGCAACAGCGCCGCTACCAG-3’

5'-CACCCAAGTGTGCACCGGCA-3’
5-GCACGTAGCCCTGCACCTCC-3’

5-GGTCTCCTCTGACTTCAACA-3’
5-GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT-3"

5-CTTCGAGATGTTCCGAGAGC-3’
5-TCTGAGTCAGGCCCTTCTGT-3"

5'-GGAAGGTATTCAGCCAAACG-3’
5-CTGGTTCGCTTTCTCTTTCG-3"

5'-CCCTAAATTTGCATGAAAGCACAAGGT-3’
5'-CAACGTTAAATTTTGTCCGACCAGTTC-3’

5'-AGGACCAGCTGGGCTACCCG-3’
5'-GCCAAGAGCCATGCCAGGGG-3’

5'-GCGACAACCTGGCCGAGGAC-3’
5'-GGTCAAGACGTGCCAGAGACGC-3’
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4. 5. Pritokova cytometrie

Bunky pro ptipravu vzorkli analyzovanych pomoci prutokové cytometrie za vyuziti
ptistroje ha FACS Calibur (Becton Dickinson) byly odd¢leny od podkladu pomoci
EDTA/EGTA disocia¢niho pufru (10 min, 37°C) a dvakrat promyty studenym PBS.
Pro zjisténi hladiny exprese membranového proteinu erbB-2 jsme pouzivali
monoklonalni protilatku anti-HER2/neu znacenou R-phycoerytrinem (PE, Becton
Dickinson), jez detekuje protein o velikosti 185 kDa. Jeden vzorek jsme inkubovali s
2,5 ul protilatky v 37,5 ul PBS po dobu 30 min ve tmé pii pokojové teploté, po
inkubaci jsme vzorek promyli PBS a bezprostfedné méfili fluorescenci na kanalu
FL2-H. Jako kontrola byly pouzivany nebarvené buiky. Vyhodnoceni dat bylo

provadéno pomoci softwaru FlowJo v 8.8.6.

4. 6. Experimentalni mySi model

Pro studium schopnosti jednotlivych linii bunék vytvafet nador in vivo jsme pouzili
athymickou Balb/c nu-nu mys. Mysi jsou chovany v individualné ventilovanych
klecich (IVC, Tecniplast) ve sterilnich podminkach. Pro experiment jsme pouZili 4
Balb/c nu-nu samice. V pribéhu experimentu byla kazda z mysi v samostatné IVC

kleci.

Mysim ve véku 8 tydni bylo subkutdnné vpraveno 100 pl suspenze bun€k v 1% PBS
do oblasti nad stehennim svalem. Jedna déavka obsahovala 3 x 10° bunk. Do mysi
jsme vpravovali erbB-2 deficientni buiiky na levou stranu a kontrolni buniky MCF7
s ShRNA NS plazmidem na pravou stranu. Po vneseni bunék jsme denné vizualné
kontrolovali, zda se vytvaii nadory. Vznikly nador byl od velikosti ~1 mm®
pravidelné dvakrat tydné analyzovan pomoci ultrazvukového zobrazovaciho pftistroje

Vevo 770 (VisualSonics).
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4. 7. Ultrazvukové zobrazovani

Ultrazvukové snimani mySich nadort bylo provadéno pomoci pfistroje Vevo770
(VisualSonics). Mys byla uspana v uspavaci komote pomoci inhala¢niho anestetika
izofluranu ve smési s kyslikem a poté prenesena na nastavitelnou a vyhfivanou
platformu. Dalsi sedace probihala pomoci nahlavniho trychtyfe s proudici smési
izoflurane - kyslik. Na misto nadoru byla nanesena vrstva ultrazvukového gelu a
nador byl zobrazen pomoci pomoci skenovaci sondy RMV704 (VisualSonics)
pracujici v oblasti frekvence 20-40 MHz. Vyhodnoceni objemu nadorti bylo

provedeno pomoci softwaru od firmy VisualSonics.

4. 8. Statisticka analyza
Statistickd analyza byla provedena pomoci GraphPad Prism 5.03 softwaru
(SanGiego, CA).
* oznacuje hladinu vyznamnosti p < 0,05 (signifikantni)
** oznacuje hladinu vyznamnosti p < 0,01 (vysoce signifikantni)

*#* oznacuje hladinu vyznamnosti p < 0,001 (extrémné signifikantni)
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5. Vysledky

5. 1. Kultivace rakovinnych kmenovych bunék rakoviny prsu

RKB byly kultivovany v podobé mammosfér ve specialnim bezsérovém médiu,
doplnéném ristovymi faktory FGF a EGF a doplikem pro podporu proliferace (MS
médium). Do tohoto média jsme postupné pievadéli parentalni adherentni bunky tak,
ze jsme Vv jednotlivych pasazich zvySovali pomér MS média vici pavodnimu
DMEM. Ve stoprocentnim MS médiu jsme bunky kultivovali tii pasaze.
Mammosféry jsme pii pasazi stocili (10 min, 800 rpm), slili médium a rozdé¢lili na
jednotlivé buniky pomoci disociaéniho pufru (500 ul disocia¢niho pufru, 10 min,
37°C, 5% CO2), poté jsme disocia¢ni pufr stocili a resuspendovali buiiky v ¢erstvém
MS médiu. Fotografie parentalnich linii MCF7 a MDA-MB-453 a jejich mammosfér

jsou na obr. 6.
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Obr. 6. Parentdlni burniky a mammosféry.
Parentalni buiiky MCF7 (A), mammosféra MCF7 po 5 dnech v MS médiu (B).

Parentadlni bunky MDA-MB-453 (C), mammosféra MDA-MB-453 po 5 dnech v MS
médiu (D).
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5. 2. Charakterizace genové exprese v pribéhu utvareni RKB

Real-Time PCR analyza MCF7 bunék v prub&hu utvaifeni mammosfér

Izolace mRNA byla provadéna v kazdé z pasazi liSici se pomérem DMEM média a
MS média. V analyze jsme testovali pribeéh zmén exprese genti béhem vytvarfeni
mammosfér. Vzorky odpovidaji jednotlivym pasazim:

e Parentalni MCF7 bunky

e 75% DMEM: 25% MS (oznaceno 3/1)

e 50% DMEM: 50% MS (oznaceno 1/1)

o 25% DMEM: 75% MS (oznaceno 1/3)

e  Mammosféry v 100% MS médiu, 1. pasaz (oznaceno Mammosféry I)

e  Mammosféry v 100% MS médiu, 2. pasaz (oznac¢eno Mammosféry II)

e  Mammosféry v 100% MS médiu, 3. pasaz (oznac¢eno Mammosféry III)

V kazdé z pasazi v 100% MS médiu (Mammosféry I — I11) byly bunky kultivovany
minimalné pét dni. Experiment byl tfikrat nezavisle opakovan. Real-Time PCR
analyza byla provedena v duplikatech, jako referencni gen jsme pouzili GAPDH,
vyhodnoceni bylo provedeno v programu BioRadCFX96 pomoci AAct metody.
Statisticka analyza byla provedena testem one-way ANOVA, dale byl pouzit
Dunettav test pro porovnani jednotlivych vzorka s kontrolou (tj. MCF7 parentalni
buniky) a analyza linedrniho trendu. Zobrazené odchylky znazorfiuji standardni

odchylku méfteni.
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signifikantni linedrni riistovy trend (p<0,05).
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Obr. 7. MCF7 busiky. Exprese genii CD24, CD44 a CDA47 Vv priibéhu utvdreni
mammosfér detekovana pomoci gPCR. (A, B) Hladina exprese mRNA pro geny
CD24 a CD44 je Vv Mammosférach III vysoce signifikantné zvySena oproti
parentdalnim MCF7 bunkam (p<0,01). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno one-
way ANOVA nasledovanou Dunett testem, oba geny vykazuji i linearni trend
(p<0,01). (C) Hladina exprese mRNA pro gen CD47 neni v Mammosférach III

signifikantné zvysena oproti parentalnim MCF7 buitkam podle Dunetta, ale vykazuje
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Obr. 8. MCF7 buinky. Exprese geni ABCG-2, CD133 a p53 V priibéhu utvdreni
mammosfér detekovana pomoci gPCR. (A) Hladina exprese mRNA pro gen ABCG-2
je v Mammosférdch IIl signifikantné zvysena oproti parentalnim MCF7 buikam
(p<0,05). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno one way ANOVA ndasledovanou
Dunett testem, gen vykazuje i linearni trend (p<0,01). (B,C) Hladina exprese mRNA
pro geny CDI33 a p53 neni v Mammosférach Il signifikantné zvysena oproti
parentalnim MCF7 bunkam podle Dunetta, ani nevykazuje signifikantni linearni

riistovy trend.
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Obr. 9. MCF7 bunky. Exprese geniit OCT4, SOX2 a Vimentinu v priibéhu utvadreni
mammosfér detekovana pomoci gPCR. (A) Hladina exprese mRNA pro gen OCT4
neni v Mammosférach Il signifikantné zvySena oproti parentalnim MCF7 bunkam
podle one way ANOVA ndsledovanou Dunett testem, ani nevykazuje signifikantni
linearni ristovy trend. (B) Hladina exprese mRNA pro gen SOX2 neni
vV Mammosférach III signifikantné zvysena oproti parentalnim MCF7 burnkdam podle
Dunetta, gen vykazuje linearni ristovy trend (p<0,01). (C) Hladina exprese mRNA
pro Vimentin je v Mammosférdach Il vysoce signifikantné zvySena oproti parentdalnim
MCF?7 bunkam. Statistika byla provedena Dunett testem (p<0,01), gen vykazuje i

linearni rustovy trend (p<0,001).
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Obr 10. MCF7 bunky. Exprese genu ERBB2 V pribéhu utvdieni mammosfér
detekovana pomoci gPCR. Hladina exprese mRNA pro erbB-2 je v Mammosférdach
11l vysoce signifikantné zvysena oproti parentdilnim MCF7 bunkam. Statistika byla
provedena pomoci one way ANOVA ndsledovanou Dunett testem (p<<0,01), gen

vykazuje i linedrni ristovy trend (p<0,001).

Real-Time PCR analyza bunék MDA-MB-453 a z nich pfipravenych mammosfér.

V této analyze jsme testovali rozdil mezi hladinou exprese genii v parentalnich
MDA-MB-453 bunkach a v mammosférach sklizenych po 2. pasazi (oznaceno
Mammosféry II). V kazdé z pasazi v 100% MS médiu (Mammosféry I — II) byly
bunky kultivovany minimalné¢ pét dni. Real-Time PCR analyza byla provedena
V duplikatech, jako referenéni gen jsme pouzili GAPDH, vyhodnoceni bylo
provedeno v programu BioRadCFX96 pomoci AAct metody. Experiment byl tiikrat
nezavisle opakovan. Statistické vyhodnoceni je provedeno t-testem. Zobrazené

odchylky znazornu;ji standardni odchylku méfeni.
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Obr. 11. MDA-MB-453 bunky. Exprese geniit ABCG-2, CD133, CD24, CD44, CDA47,
ERBB2, OCT4, p53 a SOX2 V parentalni populaci a v mammosférach po druhé
pasdzi detekovana pomoci gPCR. (A) Hladina exprese mRNA pro CD133 je
extremné signifikantné snizena u mammosféer MDA-MB-453 bunék v porovnani
S parentalnimi bunkami (p<0,001). Hladina expresse mRNA pro CD133 ani p53 u
mammosfér neni signifikantné zménéna podle t-testu. (B) Hladina exprese mRNA pro
CD24 je u mammosfér signifikantné zvySena v porovnani s parentalnimi bunikami
(p<0,05). Hladina exprese mRNA pro CD44 je u mammosfér signifikantné snizena
V porovnani s parentalnimi bunkami (p<0,05). Hladina expresse mRNA pro CD47
neni u mammosfér neni signifikantné snizena. (C) Hladina expresse mRNA pro geny
ERBB2, OCT4 ani SOX2 neni u mammosfér neni signifikantné zvysena. Statistické

vyhodnoceni bylo provedeno t-testem.
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5. 3. Role onkogenu erbB-2 v RKB

Pro studium role onkogenu erbB-2 v RKB jsme pfipravili stabilni linii MCF7 bun¢k

se snizenou expresi erbB-2 pomoci shRNA metody.

Bunky transfekované jednotlivymi plazmidy se 4 riznymi shRNA sekvencemi pro
erbB-2 a bunky transfekované kontrolnim plazmidem s NS shRNA jsme otestovali
na hladinu mRNA pro erbB-2 pomoci Real-Time PCR analyzy. Real-Time PCR
analyza byla provedena v duplikatech a vyhodnocena pomoci AAct metody, jako
referencni gen jsme pouzili GAPDH. Experiment byl dvakrat nezavisle opakovan.
Zobrazené odchylky znazornuji standardni odchylku méfeni. Hladinu proteinu erbB-

2 V jednotlivych liniich jsme zjiStovali pomoci FACS analyzy (viz niZe).

Real-Time PCR analyza bunék MCF7 s vnesenymi shRNA plazmidy

2.0+
1 Parentalni MCF7

o [ Plazmid 1
$ 1.5- )
5 @ Plazmid 2
3 B Plazmid 3
€ 1.04 T B Plazmid 4
= T Bl Plazmid NS
g 0.5

0.0
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Obr 12. Exprese genu ERBB2 v burikach MCF?7 transfekovanych shRNA plazmidem
pro lidsky erbB-2. Relativni exprese mRNA pro erbB-2 byla zjistovana ve smésnych
populacich nesoucich shRNA plazmid 1-4, kontrolni plazmid shRNA NS a
V parentalnich MCF7 bunkach. Hladina mRNA se u parentalnich MCF7 bunék a
bunéek s kontrolnim plazmidem bez shRNA sekvence (NS plazmid) nelisi. Bunky
nesouci ShRNA plazmid 3 vykazuji zvyseni hladiny mRNA pro erbB-2.
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FACS analyza linii bunék MCF7 s vnesenymi shRNA plazmidy

Bunky MCF7 jsme stabiln¢ transfekovali Ctyfmi rGznymi shRNA plazmidy pro
lidsky erbB-2 a kontrolnim shRNA NS (,,non-silencing”) plazmidem. V téchto
bunikach jsme testovali uspéSnost shRNA procesu pomoci sledovani intenzity
fluorescence FL2-H kanalu pomoci FACS. Pouzili jsme PE-zna¢enou protilatku proti
erbB-2. Intenzita fluorescence na kanalu FL2-H je vtomto experimentu piimo
umérna expresi erbB-2. Expresi erbB-2 u shRNA plazmidu 1 - 4 (ozna¢eno shRNA 1
- 4) jsme porovnavali s expresi erbB-2 u ShRNA NS plazmidu.
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Obr. 13. Exprese proteinu erbB-2 v jednotlivych populacich MCF7 transfekovanych
ShRNA pro erbB-2. Intenzita fluorescence na kandalu FL2-H pro buiiky s kontrolnim
ShRNA NS plazmidem je zndzornéna v sedém histogramu. Tento signdl je primo
umeérny expresi erbB-2. Exprese erbB-2 v busnkach s NS plazmidem je porovndana
S expresi v ostatnich populacich nesoucich jednotlivé shRNA plazmidy 1-4
(zndzornéno Cernym histogramem). Z téchto ¢tyi shRNA nesoucich populaci jsme
vybrali buiiky nesouci plazmid 1 pro naslednou klonalni selekci. Tyto bunky vykazuji
populaci bunék se snizenou intenzitou fluorescence na FL2-H a tedy sniZenou
hladinu exprese proteinu erbB-2. Buriky nesouci shRNA plazmid 3 prekvapive

Vykazuji zvyseni exprese erbB-2 oproti kontrolnimu NS plazmidu.
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Klondlni selekce

Ze Ctyt plazmida se sekvenci shRNA pro erbB-2 jsme pro klondlni selekci vybrali
smésnou populaci bun¢k nesoucich plazmid 1. Tato populace ukézala na FACS dvé
rizna maxima, naznacujici, Ze jde o smésnou populaci bunék s umléenym erbB-2 a
bunck, u kterych k umléeni genu nedoslo. ErbB-2" populace tvoftila ptiblizné¢ 20%
viech bunék. Buiiky nesouci plazmid 1 byly vysazeny v po&tu priblizng 5 x 10°
bunék na kultiva¢ni misku o priméru 10 cm, tj. koncentrace 500 bunék/ml. Kolonie
vzniklé z jedné buiky byly sklizeny a rozsazeny zvlast do dvou 24 jamkovych
desti¢ek a poté otestovany na hladinu proteinu pomoci FACS. Vybrali jsme klon
91,3% bun¢k se snizenou expresi erbB-2 oproti parentalnim MCF7 buiikam a 68,6%
bunék se snizenou expresi erbB-2 oproti kontrolnim buitkam s NS plazmidem. Klon
¢. 33 naopak exprimoval erbB-2 na stejné hladin€ jako kontrolni MCF7 bunky
(snizeni fluorescence na kanalu FL2-H 1,81%). Tento klon jsme pouzili jako

kontrolu pro analyzu rychlosti proliferace erbB-2 deficientniho klonu €. 26.
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Obr. 14. Exprese proteinu erbB-2 u erbB-2" klonu ziskaného po klondlni selekci
(silny cerny histogram). V Sedém plném histogramu jsou zndzornény bunky s NS
kontrolnim plazmidem, slabou cernou linkou je zndzornén histogram pro parentdlni

MCF7 buniky. Histogram je reprezentativnim vzorkem z 2 nezavislych experimenti.
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Geometricky
prumeér intenzity

kanalu FL2-H
shl klon 16 4,31
sh1 klon 26 3,3
shl klon 28 3,68
shl klon 33 39,9
shl klon 38 31,8
shl klon 42 4,04
NS 15,8
MCF7 35,5

Tabulka 2. Geometricky priumer intenzity fluorescence na kandalu FL2-H
V jednotlivych klonech bunék s ShRNA plazmidem 1. Tento signdl je primo umérny
expresi erbB-2. Klon ¢. 26 vykazuje priblizné desetkrat snizeni exprese erbB-2 oproti
parentalnim MCF7 bunkam a pétkrat snizeni oproti kontrolnim bunkam s NS

plazmidem. Tabulka je reprezentativnim vzorkem ze 2 nezavislych experimentii.

Analvyza proliferace vyselektovanych klond s ShARNA plazmidem 1

Pti kultivaci bunék s sShRNA plazmidem 1 klonu 26 a bunék s NS plazmidem jsme
pozorovali rozdily v rychlosti proliferace. Parentalni MCF7 bunky, buiky s NS
plazmidem, buiiky klonu &. 26 a buiiky klonu &. 33 jsme vysadili v mnozstvi 1 x 10
bunék na 1 jamku v 6ti-jamkové desticce, po 24 hodinach kultivace sklidili, obarvili
trypanovou modii a Zivé bunky spocitali v Biirkerové komtirce. Experiment jsme
Sestkrat opakovali. Vysledky ukazuji, ze bunky s plazmidem NS se déli pomaleji nez
kontrolni MCF7 buiiky 1 neZ buiniky obou klond. Naproti tomu, buiiky klonu ¢. 26 se
sniZzenou hladinou proteinu erbB-2 rostou rychleji nez kontrolni MCF7 i neZ bunky

s NS plazmidem (Obr. 15).
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Obr. 15. Proliferace linii s vnesenym shRNA plazmidem.

Graf ukazuje priristek bunék v jednotlivych liniich po 24 hodinové inkubaci. Burnky
S kontrolnim NS ShRNA plazmidem rostou signifikantné pomaleji nez parentalni
MCF?7 bunky. Uvedené hodnoty byly naméreny v Sesti nezavislych opakovanich a
jsou statisticky vyhodnoceny t-testem, odchylky ukazuji standardni chybu priiméru.

Schopnost MCF7 bunék se sniZzenou expresi erbB-2 vytvafet mammosféry

Pro zjiSténi schopnosti vytvafet mammosféry u linie bunék MCF7 se sniZenou
expresi erbB-2 (ShRNA plazmid 1, klon 26) a u kontrolnich bunék nesoucich NS
shRNA plazmid, jsme tyto burniky pfevedli do MS média. Pouzili jsme stejny postup,
jako pro mammosféry z parentalni populace MCF7 bun¢k. ErbB-2-deficientni buiiky
1 bunky nesouci NS shRNA plazmid vytvately mammosféry. Tyto sféry byly

vzhledové nerozeznatelné od mammosfér vytvorenych z parentalnich MCF7 bunék.
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Exprese vybranych genti u MCF7 bunék se snizenou expresi erbB-2

Genovou expresi V linii bun€k se snizenym erbB-2 (shRNA plazmid 1, klon ¢. 26)
jsme porovnavali s expresnim profilem parentalnich MCF7 bunék a bunék s

ShRNA NS plazmidem pomoci Real-Time PCR analyzy.

V experimentu jsme sledovali hladiny mRNA pro geny ERBB2 (Obr. 16.); ABCG-2,
CD133, p53 (Obr. 17.); CD24, CD44, CD47 (Obr. 18); OCT4, Vimentin a SOX2
(Obr. 19.). Real-Time PCR analyza byla provedena v duplikatech a vyhodnocena
pomoci AAct metody, jako referenéni gen jsme pouzili GAPDH. Experiment byl
dvakrat opakovan a statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci testu one-way

ANOVA. Zobrazené odchylky znazornuji standardni odchylku méfeni.
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Obr. 16. Exprese genu ERBB2 Vv parentadlnich populacich MCF?7, linie s NS ShRNA
plazmidem a erbB-2 linie. Graf ukazuje vysoce signifikantni snizeni hladiny mRNA
pro erbB-2 u erbB-2" linie bunék MCF7 v porovndani s MCF7 bunkami i s bunkami
nesoucimi ShRNA NS plazmid (p<0,01). Busiky S NS plazmidem exprimuji gen pro
erbB-2 relativné stejné jako MCF7 parentdalni bunky. Statistické vyhodnoceni bylo

provedeno one-way ANOVA testem
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Obr. 17. Exprese geniit ABCG-2, CD133 a p53 v parentalnich populacich MCF7,
linie s ShRNA plazmidem NS a erbB-2" linie detekovand pomoci gPCR. (A) Hladina
exprese mMRNA pro gen ABCG-2 je verbB-2° bunkach signifikantné snizena
V porovnani s MCF7 bunkami i s bunkami nesoucimi NS shRNA plazmid (p<0,05).
(B, C) Hladina exprese mRNA pro geny CDI33 a p53 neni v erbB-2° bunkdch
signifikantné zmenéna v porovnani s MCF7 buiitkami ani s buitkami nesoucimi NS
ShRNA plazmid. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno one-way ANOVA

nasledovanou Tukey testem.
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Obr. 18. Exprese genit CD24, CD44 a CDA47 v parentdlnich populacich MCF'7, linie
s plazmidem NS a erbB-2" linie detekovana pomoci gPCR. (A) Hladina exprese
mRNA pro gen CD24 neni v erbB-2" burnkdach signifikantné zmeénéna v porovnani s
MCF?7 burnkami ani s bunikami nesoucimi NS shRNA plazmid. (B) Hladina exprese
mRNA pro gen CD44 je verbB-2 bunkdch signifikantné zvysena v porovndni
S bunkami nesoucimi NS shRNA plazmid (p<0,05). (C) Hladina exprese mRNA pro
gen CDA47 je verbB-2" bunkach vysoce signifikantné snizena v porovnani s MCF7
bunkami (p<0,01) a signifikantné sniZena v porovnani s bunkami nesoucimi NS
ShRNA plazmid (p<0,05). Ddle je signifikantné snizena hladina exprese mRNA pro
CD47 v bunkach nesoucich shRNA NS plazmid oproti parentilnim MCF7 burkam
(p<0,05). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno one-way ANOVA ndsledovanou

Tukey testem.
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Obr. 19. Exprese geniit OCT4, SOX2 a Vimentin v parentalnich populacich MCF7,
linie s plazmidem NS a erbB-2" linie detekovana pomoci gPCR. (A) Hladina exprese
MRNA pro gen OCT4 je verbB-2 bunkach signifikantné zvysena v porovnadni
S MCF7 bunkami (p<0,05). (B) Hladina exprese mRNA pro gen Sox-2 je v erbB-2
bunkach signifikantné zvySena v porovnani s MCF7 buiikami (p<0,05) a vysoce
signifikantné zvySena v porovnadni s buitkami nesoucimi NS ShRNA plazmid (p<0,01).
(C) Hladina exprese mRNA pro gen Vimentin je v erbB-2" bunkdch signifikantné
zvySena v porovnani s MCF7 bunkami (p<0,05) a vysoce signifikantné zvySena v
porovnani s buntkami nesoucimi NS shRNA plazmid (p<0,01). Ddle je vysoce
signifikantné snizena hladina mRNA pro Vimentin u bunek s NS plazmidem
V porovnani s MCF7 buiitkami (p<0,01). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno one-
way ANOVA ndasledovanou Tukey testem.
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5. 4. Schopnost bunék vytvaret nadory v nahé BALB/C nu-nu mysi

Po vpraveni 3 x 10° bungk ve 100 pl PBS na my3 jsme dalsi den pozorovali
v nékterych mistech vpichu malé hrbolky. Tyto utvary byly pravdépodobné tvoteny
dosud nevstiebanou tekutinou s buitkami a podle ocekavani se do tydne vSechny
vstiebaly. Po tfech tydnech od vpichu bunék jsme na mysi ¢islo 4 zjistili hmatatelny
nador nad levym stehennim svalem. Tato strana odpovida erbB-2-deficientni linii
MCEF7 bun¢k. Na pravé strané ve stejnou dobu zadny hmatatelny nador nebyl
znatelny. Ostatni mysSi nemaji v soucasné dob¢ zadné hmatatelné nddory. Nador na
mysSi ¢. 4 byl zobrazen pomoci ultrazvukového zatizeni. Pomoci specifického
softwaru byl objem nadoru stanoven na 0,82 mm®, coz odpovida velmi ranému stadiu

nadorového bujeni.

Obr. 20. Ultrazvukové zobrazeni nadoru vytvoreného erbB-2-deficientnimi bunkami
MCF7 linie. (A) Obrazek zndzornuje misto nad levym stehennim svalem mysi cislo 4.
Nddor vznikl po trech tydnech od subkutanniho vpraveni 3 x 1 0° bunék erbB-2-
deficientni linie MCF. Objem nddoru byl vyhodnocen jako 0,82 mm°. (B) Druhy
obrazek zndzornuje misto nad pravym stehennim svalem téze mysi, ve kterém jsou
vpraveny kontrolni bunky nesouci NS shRNA plazmid. Tyto bunky pri stejnych

podminkdch nador dosud nevytvorily.
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6. Diskuze

Kultivace mammosfér jako modelu RKB se zda byt v sou¢asné dobé jednou z
preferovanych metod pro studium této frakce bunék. Vysledky pozorované in vitro je
nicméné vzdy nutné potvrdit pomoci in vivo studii, zejména =za pouziti

experimentalnich mysich modelt.

Nedavné vyzkumy naznacuji, ze zvySena exprese onkogenu erbB-2 by mohla mit
vliv na kmenové vlastnosti frakce RKB. ZvySena exprese onkogenu erbB-2 je
spojovana S vyssi tumorigenicitou, invazivitou a zvySenim procenta populace RKB
v nadorech prsu (Arrington et al, 2009; Korkaya et al, 2008; Magnifico et al, 2009).
Da se tedy predpokladat, ze se erbB-2 podili na udrzovani kmenovych vlastnosti
RKB a mize mit vliv i v procesu tvorby kmenového fenotypu této frakce. Tato
problematika je vysoce relevantni zvlasté v souvislosti s vysokou mirou rezistence
k 1é¢ivim cilenym na erbB-2. V této praci jsme se zamé&fili na sledovani zmén
vlastnosti spojenych s iniciaci nddori a kmenovosti, které¢ v nddorovych buiikach
nastanou pii snizeni exprese erbB-2. Pro tyto ucely jsme zavedli kultivaci
mammosfér z MCF7 bunék rakoviny prsu. Dale jsme pftipravili liniit MCF7 bun¢k se
snizenou expresi erbB-2 a testujeme, zda je v téchto bunkach zménéna schopnost

iniciovat tvorbu nadoru po ptenosu do BALB/c nu-nu mysi.

6. 1. Kultivace mammosfér

Metodu kultivace RKB v podobé mammosfér jsme zavedli na zakladé upraveného
protokolu popsaného autory Dontu et al (2003) a podle protokolu na péstovani
neurosfér z Queensland Brain Institute (informace poskytl Prof. B.A. Reynolds).
V nasem protokolu jsme pouZzivali bézné plastové kultivacni lahve, nikoliv material
vyznacujici se snizenou adhezivitou bunék, ktery je pouZivan v mnoha studiich. Dale
jsme adherentni buniky linii MCF7 a MDA-MB-453 pievadéli do mammosférového
média postupné v péti pasdzich (tzv. ,,weaning®), ve kterych jsme ménili pomér
puvodniho DMEM k MS médiu (viz. Obr. 4). Tento postup se nam osveédcil vice nez
vyména DMEM za MS médium v jednom kroku. Buniky byly po postupném pievodu
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zivotaschopnéjsi a tvofily vétsi mammosféry. Pii pfevodu do bezsérového média ve
vice krocich maji buiiky moznost postupné zménit genovou expresi a vyhnou se tak

masivni aktivaci stresovych drah.

Pti pfevadéni bunék do mammosfér jsme béhem prvnich dvou pasazi (faze
DMEM:MS 3:1 a 1:1) pozorovali zrychlenou proliferaci oproti kontrolnim
parentalnim bunikdm, coz je pravdépodobné dano dodatkem rastovych faktorit EGF a
FGF2 a Proliferation supplement v MS médiu. Naopak piechod do faze, ve které
buiiky maji pouze 25% DMEM a 75% MS média byl velmi ¢asto spojen s vymienim
velké ¢asti populace. V této fazi se jiz objevovaly prvni sféry. Ve stoprocentnim MS
médiu jsme builky kultivovali po dobu tfi pasazi. Pfi vySSim poctu pasazi
mammosfér (5 a vice) jsme pozorovali zmenSovani suspenznich kolonii a snizenou
rychlost rastu. Tato pozorovani jsou v souladu s vysledky Dey et al (2009), ktefi
popsali, Zze po paté pasdzi mammosfér dochdzi ke zvySeni aktivity enzymu [3-

galaktosidazy, coz je znakem zahéjeni procesu senescence.

Z obou pouzitych nddorovych linii rakoviny prsu se nam podafilo vypéstovat
suspenzni sférické kolonie. Tyto kolonie vykazovaly siln¢ zménény fenotyp oproti
parentdlnim adherentnim buiikdm (Obr. 6). Sféry z MDA-MB-453 linie vSak
zUstavaly vice v podobé hroznii bunék, zatimco MCF7 sféry byly tvotreny kompaktni
kolonii, kterou bylo pomérné slozité¢ disociovat. Z toho usuzujeme, ze na rozdil od
mammosfér MCF7 linie, linie bunék MDA-MB-453 bud’ klasické mammosféry

netvoii, nebo by tyto buiiky vyZadovaly jiné kultiva¢ni podminky.

6. 2. Charakterizace genové exprese v pritbéhu utvareni mammosfér

MCEF7 bunky

U MCF7 bun¢k jsme sledovali zmény expresniho profilu v prib&hu utvareni

mammosfér. Vzorky odpovidaly kazdé z pasazi liSici se pomérem DMEM:MS

médiu, mammosféry jsme péstovali do tieti pasaze. Vysledky jsou ze tfi nezavislych

gPCR experimentt. Statistickou analyzou jsme porovnavali zmény hladiny exprese

MRNA ve vsech pasazich prevodu adherentnich bunék MCF7 do mammosfér oproti
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hladin¢ v parentalnich MCF7 buiikach. Toto vyhodnoceni jsme provedli testem one-
way ANOVA ve spojeni s Dunettovym testem, ktery porovnava vzorky vuci
kontrole. Statisticky vyznamné zmény hladiny exprese mRNA se ukazaly az ve tieti
mammosférové pasazi. Pomérn¢ znacné odchylky (SD), které jsou v tomto
experimentu, jsou dany zvlasté biologickou variabilitou naseho modelu. Zjistili jsme,
ze hladina exprese mRNA pro jednotlivé sledované geny se znatné meéni
V navaznosti na dob¢ sklizeni bun¢€k, tedy na pfesném ¢asovém useku po ktery bunky
zustavaji v jednotlivych pasazich béhem pievodu do MS média. Proto, ackoliv
jednotlivé qPCR experimenty vykazovaly odchylky mnohem mens$i, po spojeni a
statistickém vyhodnoceni se projevila rtiznd hladina exprese mRNA v jednotlivych
experimentech jako standardni odchylka méfeni. Pro vSechny geny jsme proto
provedli i analyzu linearniho rastového trendu, ktery vyhodnocuje zda pozorovatelné
zvySovani exprese v priubéhu ,,weaningu® je statisticky signifikatni a neni ddno pouze

variabilitou naméfenych hodnot.

e Hladina exprese mRNA pro geny ERBB2, CD24, CD44 a Vimentin byla
vysoce signifikantné zvySend v mammosférach po tfeti pasazi oproti
parentalnim MCF7 bunkam (p<0,01) a vykazuje signifikantni linearni
rastovy trend (p<0,05).

e Hladina exprese mRNA pro gen ABCG-2 byla signifikantné zvysena
v mammosférach po tfeti pasazi oproti parentalnim MCF7 buinikam (p<0,05) a
vykazuje signifikantni linearni ristovy trend (p<0,05).

e Hladina exprese mMRNA pro geny CD47 a SOX2 vykazuje signifikantni
linearni ristovy trend (p<0,05).

e Hladina expresse mMRNA pro geny CD133, p53 a OCT4 nebyla signifikantné

zménéna podle Dunettova testu, ani nevykazala signifikantni ristovy trend.

Zvysend exprese CD44 je povaZovéana za znak charakteristicky pro populace RKB
rakoviny prsu (Al-Hajj et al, 2003), pankreatu (Li et al, 2007), prostaty (Collins et al,
2005) a tlustého stieva (Dalerba et al, 2007). Mimo jiné je znamo, Ze intracelularni
doména tohoto proteinu interaguje s erbB-2 receptorem a CD44 se tak ucastni
signalnich drah vedoucich ke zvySené kmenovosti a rezistenci bunék. ZvySena
exprese erbB-2 v mammosférach odpovida hypotéze, ktera zvysenou expresi tohoto
receptoru povazuje za marker RKB populace rakoviny prsu. Je tudiz mozné, Ze
zvySena exprese tohoto onkogenu vede kaktivaci dalSich drah spojenych
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s onkogenezi. ZvySenému kmenovému charakteru téchto bunék odpovida i zvysSena
exprese ABCG-2, ktery bunkam dava vyssi rezistenci k apoptoze (Nakanishi et al,
2010). Zvysena exprese Vimentinu ukazuje na zménu fenotypu bunék z epitelialnich
v mezenchymalni, coz je spojeno s vyssi schopnosti migrovat. Prekvapiva je vysoka
hladina CD24 v mammosférach v porovnani s parentalnimi MCF7 burnikami. Pfesto,
ze RKB rakoviny prsu byly pivodné Al-Hajjem et al (2003) definovany jako CD24",
je dnes jiz evidentni, ze CD24" populace RKB je spojena pouze s nékterymi typy
nadorti prsu a CD24" buiiky pravdépodobné vykazuji zvyseny metastaticky potencial
(Honeth et al, 2008; Pece et al, 2010). ZvySeni metastatického potencialu se da
ocekavat i od exprese CD47, ktera vykazuje linearni riist ve sméru k mammosféram.
Exprese tohoto genu zéaroven chrani bunky pied ,,atokem* imunitniho systému
(Jaiswal et al, 2009). Linearni rastovy trend, ktery vykazuje SOX-2, odpovida

postupnému zvySovani kmenovosti t€chto bunék.

Marker CD133 vykazoval v prubéhu utvareni mammosfér dvé maxima, a to prvni ve
fazi se 75% MS a 25% DMEM média, tedy Vv posledni pasazi pred vytvoienim
mammosfér, a druhé ve tfeti pasdzi mammosfér. Hladina exprese CD133 se vsak
mezi experimenty silné liSila, proto zmény v expresi tohoto genu nebyly statisticky
signifikantni. Podobné marker kmenovych bunék OCT4 vykazoval ve dvou ze tii
pokusti nartist exprese v mammosférach, nicméné v dasledku variability mezi
experimenty tyto zmény nebyly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné. Je tedy
mozné predpokladat, Ze pti vétSim poctu opakovani bychom dosli k signifikantnim

zménam v expresi téchto dvou gend.

Z téchto vysledkd usuzujeme, ze ndmi vypéstované mammosféry MCF7 bunék po

tieti pasazi vykazuji zvysené kmenové vlastnosti a jsou vhodné jako in vitro model
RKB.

MDA-MB-453 bunky

U MDA-MB-453 bun¢k jsme porovnavali expresi vybranych genti v mammosférach
po druhé pasazi oproti parentdlnim bunkam. Vysledky jsou ze tfi nezavislych qPCR

analyz a jsou statisticky vyhodnoceny pomoci t-testu.
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e Hladina exprese mRNA pro gen CD133 byla extrémné signifikantn¢ snizena
VvV mammosférach po druhé pasazi oproti parentdlnim MDA-MB-453 bunkdm
(p<0,001).

e Hladina exprese mMRNA pro gen CD44 byla signifikantné Snizena
v mammosférach po druhé pasazi oproti parentalnim MDA-MB-453 bunikam
(p<0,05).

e Hladina exprese mMRNA pro gen CD24 byla signifikantné zvySena
VvV mammosférach po druhé pasazi oproti parentdlnim MDA-MB-453 bunkam
(p<0,05).

e Zmény hladin exprese mRNA pro geny ABCG-2, p53, CD47, erbB-2, OCT4

ani SOX2 nebyly v tomto experimentu vyhodnoceny jako signifikantni.

Mammosféry v MDA-MB-453 linii tedy nevykazuji zvySeni zddného ze sledovanych
gend se znamou ucasti na kmenovych vlastnostech RKB. Piihlédneme-li i k faktu, ze
vzhledové kolonie MDA-MB-453 vytvarely spiSe hrozny bun¢k nez kompaktni sféry
(Obr. 6), mizeme usuzovat, ze MDA-MB-453 linie bud’ mammosféry jakozto RKB
nevytvaii nebo by u této linie byla nutnd Uprava podminek kultivace. Z téchto
divodli jsme MDA-MB-453 buiiky v dalSich experimentech nepouzivali. Nicméné
by bylo zajimavé zjistit, jestli tyto popsané vlastnosti sfér vytvotenych z MDA-MB-
453 bunék souvisi se zvysenou hladinou erbB-2 parentdlni populace, ktera je u téchto

bunék znama (Neve et al, 2006).

6. 3. Role onkogenu erbB-2 v RKB

Pfiprava linie MCF7 bunék se sniZzenou expresi erbB-2

Pro studium role onkogenu erbB-2 v kontextu RKB jsme vytvofili stabilni linii
MCF7 bunék transfekovanou shRNA plazmidem proti lidskému erbB-2. Uginnost
shRNA procesu jsme ovéfili pomoci Real-Time PCR na hladiné genové exprese

MRNA pro erbB-2 a dale pomoci FACS analyzy na hladiné exprese proteinu erbB-2.

Pomoci qPCR jsme zjistili, ze ve smésnych populacich bun€k nesoucich jednotlivé
ShRNA plazmidy, ze ¢tyt shRNA plazmidu, které jsme méli k dispozici, tfi plazmidy
snizuji expresi mRNA pro erbB-2 (plazmidy 1, 2 a 4), plazmid ¢. 3 vSak expresi
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MRNA pro erbB-2 zvysoval oproti MCF7 bunkam i buitkdm nesoucim plazmid s NS
shRNA. Vzhledem k tomu, ze zvySeni exprese erbB-2 v bunkach s plazmidem 3
jsme pozorovali 1 na Grovni proteinu, jde pravdépodobné o vedlejsi efekt nespravné

vlozeného shRNA konstruktu.

FACS analyza jednotlivych populaci MCF7 bunék nesoucich shRNA plazmidy 1-4 a
NS plazmid odhalila v bunkach nesoucich shRNA plazmid 1 dvé populace lisici se
expresi erbB-2. To znamend, Ze se jednd o smésnou populaci bun€k s umlé¢enou
expresi erbB-2 a bunék, u kterych k uml¢eni tohoto genu nedoslo. Z toho divodu
jsme se rozhodli provést u téchto bunck klonalni selekci. Bunky jsme vysadili na
kultivaéni misku ve velmi malé koncentraci (5 x 10? bundk/ml) a nechali nartist
klony pochdzejici z jednotlivych bunék. Tyto klony jsme poté nasadili zvlast do
dvou 24-jamkovych desticek a po napéstovani otestovali jejich hladinu exprese
proteinu erbB-2. Bufiky smésné populace nesouci shRNA plazmid 1, které
vykazovaly snizeni hladiny erbB-2, tvofily asi 20% celkové bunééné populace.
Z toho plyne, ze obdobné 20% nami vyselektovanych kloni by mélo mit sniZenou
expresi erbB-2. Klony bun€k nesouci shRNA plazmid 1 jsme otestovali na hladinu
exprese proteinu erbB-2 pomoci FACS analyzy a vybrali klon, ktery vykazoval

cvwr

10-ti nasobné snizeni exprese erbB-2 oproti parentalnim MCF7 bunkam.

Analyza exprese erbB-2 v bunikach nesouci kontrolni shRNA NS plazmid vsak
ukdzala, ze tyto buniky maji hladinu exprese erbB-2 pfiblizné 2,2 x sniZenu oproti
parentalnim MCF7 bunkam. Dtivodem je pravdépodobné fakt, ze jde o smésnou
populaci, ve které ¢ast bun¢k vykazuje sniZzeni exprese erbB-2 jako vedle;jsi disledek
nespravné inkorporace vneseného shRNA NS plazmidu. Klon ¢. 26, vybrany jako
s NS plazmidem. Pro budouci experimenty se proto pokusime ziskat buitky MCF7
nesouci kontrolni shRNA NS plazmid, které nebudou vykazovat snizeni v erbB-2 na

proteinové urovni.

Pti dalsi kultivaci jsme mezi bunkami s NS plazmidem, MCF7 bunkami a buitkami
erbB-2-deficientniho klonu pozorovali i rozdil v rychlosti proliferace. Zjistili jsme,
ze bunky nesouci NS shRNA plazmid rostou signifikantné pomaleji neZ parentalni

MCF7 bunky (p<0,05). Rozdil v rychlosti ristu mezi bunkami s NS plazmidem a
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erbB-2-deficientnimi  bunikami signifikantni nebyl. Statistickd analyza byla

provedena pomoci t-testu.

Jako vysledek téchto pokusii jsme tedy ziskali linii MCF7 bunék se sniZenou

hladinou exprese erbB-2 a to na tarovni mRNA i proteinu.

Kvantitativni Real-Time PCR analyza exprese vybranych genu erbB-2-deficientni

linie MCF7 bunék

Expresi gent v erbB-2-deficientni linii MCF7 bun¢k jsme porovnavali s expresnim
profilem bunék nesoucich NS shRNA plazmid a parentdlnich MCF7 bunék.
Vysledky, pfedstavujici dvé qPCR analyzy, byly statisticky vyhodnoceny pomoci
one-way ANOVA nasledované Tukey testem.

o Hladina exprese mRNA pro gen ERBB2 byla vysoce signifikantné zvySena
v erbB-2-deficientni linii oproti parentalnim MCF7 buiikam i oproti bunikam

nesoucim NS shRNA plazmid (p<0,01).

Z tohoto kontrolniho experimentu plyne, Ze nase erbB-2-deficientni linie vykazuje

sniZeni exprese pro erbB-2 1 na urovni mRNA.

e Hladina exprese mRNA pro gen CD47 byla vysoce signifikantné snizena
v erbB-2-deficientni linii oproti parentalnim MCF7 buinkam (p<0,01) a
signifikantn¢ snizena oproti buitkam nesoucim NS shRNA plazmid (p<0,05).

e Hladina exprese pro gen kodujici Vimentin byla signifikantné zvySena v
erbB-2-deficientni linii oproti parentalnim MCF7 bunkam (p<0,05) a vysoce
signifikantn¢€ zvysena oproti bunkam nesoucim NS shRNA plazmid (p<0,01).

e Hladina exprese mRNA pro gen ABCG-2 vyla signifikantné snizena oproti
bunkam nesoucim NS shRNA plazmid i oproti MCF7 bunkam (p<0,05).

e Hladina exprese mRNA pro gen SOX2 byla signifikantné zvySena v erbB-2-
deficientni linii oproti parentalnim MCF7 bunkam (p<0,05) a vysoce

signifikantn€ zvysena oproti bunkam nesoucim NS shRNA plazmid (p<0,01).
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Z téchto vysledki miizeme konstatovat, ze pii absenci erbB-2 v MCF7 buiikédch klesa
exprese ABCG-2 a CD47 a naopak stoupa exprese S0X-2 a Vimentinu.

e Hladina exprese mMRNA pro gen CD44 byla signifikantn¢ zvysena v erbB-2-
deficientni linii oproti buitkdm nesoucim NS shRNA plazmid (p<0,05).

e Hladina exprese mMRNA pro gen OCT4 byla signifikantné zvysena v erbB-2-
deficientni linii oproti parentalnim MCF7 buikam (p<0,05).

Pro tyto dva geny nelze prozatim vynést jednoznacny zavéry, protoze ke zménam
exprese u erbB-2-deficientni linie nedoslo v porovnani s obéma kontrolnimi liniemi a

bude tieba dalSich opakovani.

e Hladina exprese mRNA pro geny CD47 a Vimentin byla navic signifikantné
snizena u bunék nesoucich NS shRNA plazmid oproti parentdlnim MCF7
bunkam (p<0,01, resp. p<0,05)

e Zmény hladin exprese mRNA pro geny CD133, p53 a CD24 nebyly v tomto

experimentu vyhodnoceny jako signifikantni.

Kontrolni buiikky nesouci NS shRNA plazmid vykazuji signifikantni sniZzeni genii
CD47 a Vimentinu oproti parentalnim MCF7 bunkam. Z toho lze usoudit, Ze
v pripadé¢ dalsiho studia téchto dvou gent, by tyto buniky nebyly vhodnou kontrolou.
V naSich experimentech se vSak budeme soustfedit zvlasté na erbB-2 a proto, 1 kdyz
s ur¢itymi vyhradami, mizeme builky nesouci NS shRNA plazmid pouzit jako
kontrolni bunky. Pro dalsi pokracovani experimentl vSak bude nutné vytvofit linii
MCF7 bunék nesouci NS shRNA plazmid, ktera vSak nebude vykazovat vedlejsi
efekty. Z toho dtivodu provedeme klonalni selekci i pro smésnou populaci nesouci
NS shRNA plazmid, obdobné¢, jako jsme selektovali buiiky se sniZenou expresi erbB-

2.

Timto experimentem jsme ziskali pfedstavu o zménach v expresnim profilu
nékterych markerd kmenovosti pii snizeni exprese erbB-2. Tyto zmény vsak zatim
jednoznacné neurcuji, zda erbB-2-deficientni MCF7 buniky maji zménéné vlastnosti
spojené s tumorigenicitou. Tento experiment bude nutné opakovat. Déle bude

zajimavé zjistit, jak se expresni profil této erbB-2-deficientni linie bude ménit
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v mammosférach. V predbéznych pokusech jsme zjistili, ze tyto buiiky jsou schopné
mammosféry vytvaiet, pficemz vzhledové jsou tyto sféry nerozeznatelné od sfér
vytvofenych z parentalnich MCF7 bunék. Z tohoto pozorovani plyne, Ze exprese
erbB-2 velmi pravdépodobné neni nezbytna pro vytvareni mammosfér. Nicméné

zatim neni jisté, zda-li tyto sféry budou vykazovat kmenovy charakter RKB.

6. 4. Xenotransplantace

Uspésna xenotransplantace nadoru do imunosuprimované mysi je povaZovana za
zlaty standard prikazu populace RKB (Clarke et al, 2006). Nicméné je znamo, ze
uspésnost takového prenosu je mnohem mensi, nez pii syngennich transplantacich
(Kelly et al, 2007). Zasadni roli v této otazce hraje rozdilné mikroprostiedi, které je
charakterizovano hladinou urcitych cytokini a riistovych faktort a dalSich slozek, jez
nejsou zcela kompatibilni mezi lidskymi buiikami a mySimi modely. Nékteré mysi
faktory, napt. epidermalni rustovy faktor a fibroblastovy rustovy faktor jsou ale
schopné interagovat i s lidskymi ekvivalenty (Visvader and Lindeman, 2008). Zda se
tedy, Ze 1 pres jisté limitace je xenotransplantace velmi dobrou funk¢ni analyzou
RKB in vivo. V naSich experimentech jsme kontrolni i ovlivnéné buiiky vnaseli do
jedné mysi (nad levy a pravy stehenni sval), ¢imz jsme minimalizovali rozdily
vzniklé pii pouziti dvou riznych mysich piijemct. Dale jsme pouzivali BALB/c nu-
nu mysi s vyssi zbytkovou hladinou imunity, nez maji bézné pouzivané NOD/SCID
my$i modely.

Do &tyk BALB/c nu-nu mysich samic jsme subkutdnné vpravili 3 x 10° bungk ve 100
ul PBS. Nad levy stehenni sval jsme vzdy vnesli erbB-2-deficientni bunky, nad
pravy stehenni sval kontrolni buniky nesouci shRNA NS plazmid. V dobé odevzdani
této prace jsou bunky vpravené do mysi jiZ tfeti tyden. Zatim se objevil pouze jeden
hmatatelny nador a to v misté vpichu erbB-2-deficientni linie. Kontrolni bunky
nesouci NS shRNA plazmid v této mysi zatim nador nevytvotily. Nador odvozeny od
erbB-2-deficientni linie je v soudasné dob& velky p¥iblizné 0,82 mm®, coz odpovida
velmi ranému stadiu nadorového bujeni. Ostatni mysi zatim nemaji Zddné hmatatelné
nadory a vyhodnoceni pokusu bude tudiz mozné az po analyze ostatnich mysi, pokud

na nich nadory vyrostou
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Pro potencialn¢ ocekavany zpomaleny rist nadorti odvozenych od bunék nesoucich
erbB-2 shRNA plazmid existuje n€kolik moznych vysvétleni. Muize jit o efekt
snizené exprese onkogenu erbB-2 a tedy nizsi stimulaci onkogennich signalnich
drah, které jsou s erbB-2 spojené. Nicméné toto zdtivodnéni neni v soucasné fazi
relevantni, nebot’ erbB-2-deficientni buiiky jsou jediné, které dosud nador vytvofily.
To by vsak bylo v rozporu s vysledky Korkaya et al (2008), ktefi ukazali, ze buiky
se snizenou expresi erbB-2 obsahovaly pfiblizné 4-ndsobné mensi populaci ALDH"
bunék, které byly vpokusu pouzivany pro identifikaci RKB frakce. Tyto
experimenty vSak byly provedeny na nadorové linii HCC1954, ktera na rozdil od
MCF7 linie vykazuje zvysenou expresi onkogenu erbB-2. Arrington et al (2009)
nedavno ukazali, Ze sniZzeni exprese erbB-2 pomoci shRNA mé negativni Gi¢inek na
zivotaschopnost bun€k a schopnost vytvofit nddory, ale pouze u linii, které mayji
zvySenou expresi erbB-2. V liniich bez zvySené exrese erbB-2 vSak tyto Uc¢inky

nepozorovali.

Zpomaleny rust nadortt bychom pozorovali 1 v ptipadé pfili§ malé davky bunék.
Zpozdéni moznosti detekce nadorti by také ptipadalo v uvahu v ptipadé, kdy by
bunky byly vpichnuty pfili§ hluboko pod kizi nebo do mista, kde neni dostatek
svalové hmoty, ktera nador udrzi. Vznikajici nador by se propadal do bfi$ni dutiny,
kde by ho nebylo mozné snadno zjistit. Pokud nadory nevyrostou ani po delsi dob¢,
bude pro piisti experiment nutné pouzit vétsi mnozstvi bunék. Pokud nevyrostou
kontrolni nadory nesouci shARNA NS plazmid, budeme muset pro pfisti experimenty
pouzit takové kontrolni buiky, které nebudou vykazovat snizeni erbB-2 oproti
parentdlnim MCF7 bunkam, naptiklad pomoci selekce klont z této smésné populace.
V téchto pokusech budeme pokraCovat béhem nadchéazejiciho obdobi, kdy bychom
méli byt ve stadiu umoznujicim analyzu pfedbéznych dat, které piejde v navrzeni
hypotézy definujici roli onkogenu erbB-2 pfi tvorbé nddori v imunosuprimovanych

mysich.
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7. Zavér a perspektivy

Teorie rakovinnych kmenovych bun¢k patii mezi nejvice diskutovana témata
nadorové biologie posledni doby. Vzhledem k vyssi odolnosti RKB k tradi¢ni
protirakovinné 1écbé (Li et al, 2008), piedstavuje toto nové pojeti nadoru, jakozto
souboru bun¢k s jistou hierarchii, vyzvu k pfehodnoceni dosavadnich terapeutickych
a diagnostickych postupii. Studium molekuldrnich mechanismi, které RKB frakci
zajist'uji kmenové vlastnosti a odolnost k chemo- i radioterapii je nezbytnym krokem
na cesté k protirakovinnym latkdm nové generace, které budou schopné eradikovat

nador véetné frakce RKB.

V ramci této prace jsme zavedli kultivaci RKB populace MCF7 bunécné linie.
Protokol, ktery jsme pouzili, v§ak neni omezen na urcitou buné¢nou linii a v rdmci
laboratote (a v rdmci jinych projekti) se ndm podaftilo s jistymi Upravami protokolu,
vypéstovat RKB i znddorovych linii rakoviny prostaty nebo mesotheliomalni
rakoviny. Charakterizace expresniho profilu dokazuje, ze mammosféry vypéstované
z MCF7 linie se vyznacuji vyS$$i expresi genll spojenych s kmenovosti nez parentalni
populace. Jde zvlasté o geny ABCG-2, CD44, Vimentin a ERBB2. Naproti tomu
sféry, které jsme vypéstovali z bunek MDA-MB-453 vykazuji v ramci sledovanych
genu znatelny pokles exprese CD133 a CD44 oproti parentadlnim MDA-MB-453 a
zvySenad exprese genl spojenych s kmenovosti neni u téchto bunék signifikantni u
zadného ze sledovanych genli, kromé¢ CD24. Z toho usuzujeme, Ze tato linie bud’
klasické mammosféry netvofi, nebo by vyZzadovala pravu podminek kultivace, coz

by bylo nad ramec této prace, a to zejména z hlediska ¢asovych moznosti.

Jednim z gent, ktery v mammosférach vysel vysoce signifikantné zvyseny (p<0,01)
oproti parentdlnim MCF7 bunikdm je i gen pro erbB-2. Tento onkogen je spojovan
S hors§i progndzou rakoviny prsu a v nedavné dobé byla odhalena jeho schopnost
zvySovat procento RKB v populaci a spoustét signalni drahy vedouci ke zvySené
tumorigenicité a metastatickému potencialu bun¢k (Freudenberg et al, 2009; Korkaya
et al, 2008). Funkci tohoto genu v kontextu RKB rakoviny prsu jsme v této studii
sledovali pomoci snizeni exprese erbB-2 stabilni transfekci MCF7 bun¢k shRNA
plazmidem pro lidsky erbB-2. ErbB-2-deficientni linie MCF7 bun¢k vykazovala
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schopnost vytvaret mammosféry, vzhledové neodlisitelné od mammosfér z MCF7
bun¢k. Z toho usuzujeme, ze pro vlastni tvorbu mammosfér neni exprese erbB-2
nezbytna. Exprese gent u této erbB-2-deficientni linie se vSak zna¢né odliSuje od
exprese genti u parentalnich bunék MCF7, coz ukazuje na zmény v regulaci
signalnich drah spojenych s erbB-2. Tyto bunky maji signifikantné snizenou expresi
ABCG-2 oproti parentdlnim MCF7 bunkam. Dale je oproti MCF7 bunkam vysoce
signifikantn¢ sniZzena hladina CD47. Naopak hladiny exprese markerti kmenovosti
Oct-4, Sox-2, Vimentinu a CD44 jsou signifikantn¢ zvyseny. Z tohoto expresniho
profilu vSak v této fazi nemiizeme odvodit, jak byly zménény vlastnosti téchto bunék
spojené s tumorigenicitou. Bude zajimavé zjistit, jak se exprese téchto genii zméni
v mammosférach vypéstovanych ztéto linie. Tyto pokusy plénujeme jako dalsi

z kroki studia role erbB-2 v biologii RKB.

Pro studium role erbB-2 in vivo jsme linii erbB-2-deficientnich bun¢k vpravili do
¢tyf BALB/c nu-nu mysi a Vv soucasné dobé sledujeme schopnost téchto bunék
iniciovat tvorbu nadoru v porovnani s kontrolnimi MCF7 buiitkami nesoucimi NS
ShRNA plazmid. Mysi nesou vzdy kontrolni i erbB-2-deficientni bunky MCF7, a to
tak, ze nad pravym stehennim svalem maji podkozné vpraveny kontrolni butiky, nad
levym erbB-2-deficientni buiiky. Po tfech tydnech od vpichu je zatim hmatatelny
pouze jeden nador. Jde o nador z linie erbB-2-deficientnich bunék, kontrolni bufiky u
této mysi zatim zadny nddor nevytvofily. V téchto vysledkli zatim nemutzeme
vyvodit Zadné platné zaveéry, kromé konstatovani, ze v souCasné fazi se zda, ze erbB-
2-deficientni nadorové bunky rostou rychleji nez buitky MCF7 s kontrolnim NS
SshRNA plazmidem. Tomu odpovida i zji§téna vyssi rychlost proliferace, kterou jsme
u téchto bunék pozorovali. Pokud toto pomérné necekané zjisténi zistane platnym i
po dokonceni pokusu, bude nutné jej potvrdit dostatecnym poctem opakovani

experimentu.

Zavérem lze tedy fici, ze pfesné mechanismy vlivu exprese onkogenu erbB-2 v RKB
zustavaji 1 nadale nejasné. K odhaleni mechanismt, kterymi buiika ziskdva kmenové
vlastnosti v ramci nadoru, by vSak mohly pfispét pravé metody kultivace RKB
vV podob¢ mammosfér a funkéni studie v experimentalnich mysich tak, jak jsme je

zahdjili a jak planujeme jejich pokraCovani.
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V navaznosti na tuto praci planujeme pokracovani experimenti S vnaSenim
xenograftl erbB-2-deficientni linie do nahé BALB/c nu-nu mysi: po vyhodnoceni
pokustu s parentalni linii MCF7 bunék se snizenou hladinou erbB-2 provedeme
obdobny experiment s mammosférami vytvofenymi z této linie. U vznikajicich
nadord budeme také sledovat miru neoangiogeneze, jejiz sledovani piistroj Vevo770
umoziuje, a kterd také muze byt do jisté miry ovlivnéna hladinou exprese onkogenu

erbB-2.

V blizké dobé¢ planujeme zavedeni mysiho syngenniho modelu rakoviny prsu. Jedna
se o transgenni model FVB/N c-neu mysi, ktery nese neaktivni neu onkogen (mysi
homolog erbB-2) pod transkripéni kontrolou virového promotoru MMTV. Na rozdil
od transgennich modelt nesoucich aktivovany neu se zde nadory prsniho epitelu
vytvaii az po relativné dlouhé dobé (regulovano estrogenem) a c¢ast znich po
nckolika mésicich ristu metastazuje do plic. Tyto naddory vykazuji zvySenou hladinu
MRNA i proteinu erbB-2 a zvySenou aktivitu neu-asociovanych tyrozinovych kinaz
(Guy et al, 1992). Tento model umoziuje studium erbB-2 onkogenu v prostiedi
funkéniho imunitniho sytému. Experimenty v tomto prostfedi tedy jsou vyrazné
relevantnéj§i nez xenografty v imunosuprimovanych mySich modelech, nebot
Vv transgennich modelech se nador vytvaii v kontextu normalni protinadorové

imunity.

Dlouhodobym cilem studia onkogenu erbB-2 je pak snaha o nalezeni novych 1écCiv,
ucinnych 1 na nadory rezistentni viici soucasné terapii. Takovymi terapeutiky by
mohly byt nové latky ze skupiny tzv. mitokanu, destabilizujicich mitochondrie
nadorovych bunék. Diky bioenergetickym rozdilim mezi butikou transformovanou a
normalni je mozné akumulovat latku v nadorovych buiikach ve vyssi koncentraci nez
v normalnich buiikach a uc¢inek takovych 1é¢iv je proto selektivni (Neuzil et al,
2007). Zaroven se zda, ze nékteré z téchto latek jsou velmi potentnimi induktory
apoptozy rakovinnych kmenovych bunék (Neuzil et al, nepublikovano). Lécba
takovymi latkami by mohla vést k Gplnému vyléCeni pacienta bez rizika relapsu
onemocnéni. Timto smérem se také bude ubirat mij vyzkum role erbB-2 v biologii

rakovinnych kmenovych bun€k v navazujicim postgradudlnim studiu.
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