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1. Uvod

1.1 Rakovina

Rakovina je jednim z n&sgjSich a nejzavaifsich onemoctni lidské populace.
V souwasnosti ve sité trpi touto chorobou fiblizné dvacet milior lidi a kazdym rokem
dalSich deset milidnptibyva. R@&né na ni zente pres Sest milioa lidi, je to druhd nepstjsi
pricina umrti hned po kardiovaskularnich onemiméoh. Progndzy nejsou nikterakimivé,
¢isla maji tendenci nedprasstoupat.

Jako rakovina se oz#aje skupina nemoci, které se vyZug nekontrolovanym
burnéénym lenim klonalniho charakteru. Tentoist vytv&i atvar — nédor, neni
Vv rovnovazném stavu s organismem a postihuje okotidny a tkagat’ uz grimo ¢i negimo.

Nadory se di na benigni a maligni. Prvni skupinou jsou nadeeghoubné (benigni),
které rostou spiSe pomalu, byvaji opaiere, ¥tSinou newviistaji do okolnich tkani a
sousedni strukturyasgji jen utlatuji. Nejpodstat§jsi je, Ze nepronikaji do cév krevniho nebo
miznihofecisté a nezakladaji druhotna loZiska — metastazyikBuze kterych se skladaji,
nebyvaji @ilis odliSné od &ch, z nichZz vznikly. Benigni tumory jsou tak jenaeee hrozbou
ohrozeni zivota.

Druhou skupinou, podstatmegiznivejsi, jsou nadory zhoubné (maligni). Ty rostou
rychle, rekteré z nich jsou neopouiahé, ale i u opouzdnych pronikaji give ¢i pozdji
jejich buaky pouzdrem a vistaji do okolnich tkani, kteréani Takovému genitikame mistni
Sireni nadoru. Brzy potom vSak agresivniikyi narusi stny cév a §i se do organismu cévni
a mizni soustavou. Pokud jsou &akém mist piiznivé podminky pro jejich dalSiekkni,
vznikaji metastazy. 8ni zhoubnych butk krevni a mizni cestou se nazyva metastazovani.

VétSina mortality, kterou ma rakovina nasdemi, neni vysledkem primarnich nadlor
ale pra¥ metastatického rozsevu. Aby mohlo dojit k pomnoébéaorovych bugk, musi tyto
bunky nejprve proklouznout systémem komplexniho inmihid dozoru.

Zhoubné bujeni je genetickym onem&csim. Proces onkogeneze na &mé Grovni
je uzce spjat s kontrolou b&mé proliferace, diferenciace a programované smnutik
(apoptdzy). VySe jmenované procesy jsou u vySsigarosni regulovany mnohastipvymi
mechanismy, které zahrnuji intracelularni a exttdémi kontrolni drahy. ¥Sina, pokud ne
vSechny nadorové kiky, obsahuje mnokiatné genetické zény, které pravépodobré

podporuji proces tumorigeneze p¥aposkozovanim wezitych kontrolnich drah. Iniciace
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nadorového procesu seastni mutace iznych gefi, zejména gehn kodujici proteiny
signaliz&nich drah pro buftnou proliferaci, komponenty cytoskeletu zapojenéudazeni
kontaktni inhibice, regulatory ba&ného cyklu, sloZzky aparatu programovanédsng smrti
a proteiny odposdné za detekci a opravu mutaci.

Jako lidsk& choroba byla rakovina popsana jiz koleku 1600 p.n.l. ve starych
pismech Egyfani. Recky |éka Hippokrates zg&al nadory dlit na benigni a maligni.
Ohromny pokrok ve vyzkumu byl zaznamenan v osmgebaetech dvacatého stoleti, kdy
prezident Americkych st@tRichard Nixon vyhlasil rakovihvalku. Navzdory tomu vznik
této choroby dodnes neni objasnV minulych dvou stoletich bylo predikovano mndkorii
kancerogeneze, #dh rarjSich napiklad hypotéza drazdi, embryonalni¢i paraziticka
(Pitot, 1986). Z rozvojem experimentalni onkologido identifikovAno mnoho karcinogén
a molekularni biologie odhalila desitky gepro onkogeny a tumorové supresory (McBride et
al., 1982). Studie vyvinuly tzv. mutai hypotézu, kterd dominuje v poslednich deseatheti
(Fearon and Vogelstein, 1990)eBto ale nevysiluje mnoho dlezitych vlastnosti rakoviny
(Schneider and Kulesz-Martin, 2004). Miriéd hypotéza fedpoklada, Zze dmem maligni
transformace hiky dojde k sérii 4-7 mutaci. Tataqustava je v rozporu s kratkym Zivotem
vétSiny diferencovanych bwk. ReSeni tohoto rozporu nabizi recentni teorigasti
kmenovych buék pii kancerogenezi, kdy by dlouho Zijici kmenovéikymély akumulovat
genetické mutace a stavat se tak zhoubnynikdmi, takZze tato hypotéza je Uzce spjata
s predeSlou. OvSem ani tak se stale neobjaskieré typické vlastnosti tumoru, jako jsou
invaze a metastazovani.

Mutace jsou porrné vzacné. Matematické modely poukazuji na to, Zenbgely byt
vice casté, aby spustily maligni transformace (Luebeck &foolgavkar, 2002). Bylo
navrzeno, Ze bydkteré charakteristické znaky rakoviny mohly byt wtteny nestabilitou
genomu (Hanahan and Weinberg, 2000) danou aneliplkidra je pozorovana wtsiny
nadofi (Mertens et al., 1997). Aneuploidii j&zké vys\tlit pouze mutani hypotézou (He et
al., 2005), logitejSi je jeji chapani jako wbledek primarni fuze béhk s naslednym
vysStpovanim chromozoin

Proto jsme se rozhodli experimentélayzkouSet fuzni teorii, kde budou pouzity

pouze zdraveé hiky kostni derg, bez Zadnych z&mych malignitci mutaci.



1.2. Mutaéni hypotéza

1.2.1. Zakladni postulaty mut&ni hypotézy

Mutacni hypotéza je v s@asnosti dominujici hypotézou. Rakovinu chapeme jako
mnozinu piblizn¢ sta gibuznych onemocmi, které vznikaji v dsledku 4 az 7 naslednych
mutaci bugk, nenifeSena otazka kterych. Pro rakovinu jsou charatieke nize uvedeneé

vlastnosti (Hanahan et al., 2000):

1.2.1.1 Independence naistovych signalech z okoli

Normalni buitka musi z okoli fimout mitogenni distovy signal, aby se z klidového
stadia aktivovala do prolifetaiho. Tyto signdly jsou do Iy prenaSeny
transmembranovymi receptory. Dosud nebyla pozom\anka, kterd by proliferovala bez
pritomnosti takovychto sign&l Naproti tomu nadoroveé Bky nevykazuji piliSnou zavislost
na exogennichustovych signalech,igjm¢ si samy vytvéeji vlastni signaly, aby omezily
zavislost na stimulaci okolni tkani. Timto obchazggznamny homeostaticky mechanismus.
Jsou znamyit molekularni strategie k dosaZzeni autonomie — o@ny extracelularniho
rastového signalu po ztny pxi transcelularnim f@nosu a v intracelularnim &, kde se
signal néni v akci. \EtSina mitogennichiistovych faktod je vyrakEna jednim typem butk a
stimuluje proliferaci jinych, jde o tzv. heterotggou signalizaci. Oproti tomu nadorové
buitky maji samy schopnost syntetizovastové faktory, ke kterym jsou citliv&ika se tomu
zpetnovazebni smika neboli autokrinni regulace. Tim si z&jif nezavislost na okoli.

U povrchovych receptér které pendasSeji listové stimulani signaly do buik,
dochazi v pibéhu tumorové patogeneze k deregulaci. U mnoha bgmlorovych butk byla
pozorovana zvysSena tyrosin-kinazova aktivita. Ta@rbgika stane hyperresponsibilni &Zmé
hladirg ristoveho faktoru, ktera by z&imych podminek proliferaci neazgobila. Nebo raze
dojit ke strukturalni zgéné receptoru, jako se tomwje pii ligand-independentni signalizaci,
kdy byla prokazana zkracena forma epidermalnilstového faktoru.

Nadorové biiky také mohou ovlivnit receptory extracelularni maa upgeednostiovat
ty, které genaseji listovy faktor. Tim je umozmo integrinovym receptém pienaSet do
cytoplasmy signaly, diky kterym je fka schopnaigjit do aktivniho cyklu a byt rezistentni
vaci apoptoze. Obeense ma za to, Ze mnoho fypadorovych bugk tvori rastové signaly ve
stromalnich komponentach hikntumorové masy.



1.2.1.2 Insensitivita k protiristovému signalu

Ve zdravé tkani je Kklidovy stav hBky a homeostaze udrZzovagetnymi
antiproliferativnimi signaly. Ty jsou uloZeny v extelularni matrix a na povrchttilphlych
burgk, pres transmembranové receptory se dostavaji do @haecniho obhu. Signaly
mohou zastavit proliferaci dwma 1iznymi mechanismy. Bl jsou buiky udrZovany
v klidovém stadiu (G0), ze kterého se mohou akipyakmile gestane fisobit inhibitor
proliferace, nebo jsou trvale zbaveny proliferatinm potencidlu vyvolanim postmitotického
stadia, ¥tSinou spojeného se ziskanim specifickych difegéndth vlastnosti. Aby se mohla
bunka stat nadorovou, nesmi byt citlivacvtémto signahm. Mnoho zjisohi znecitlivujicich
buiiku je spojeno se zastavenim B&meho cyklu, zvlagtve stadiu vstupu do G1 faze.ika
piijima z okoli signaly, na jejichz zaklagroliferuje, gechéazi do klidového stadia nebo do
postmitotické faze. Antiprolifetai signaly jsoudizeny proteinem retinoblastoma (pRb), p107
a pl30. V hypofosforylovaném stavu pRb zastavi ifem@ici znménou nebo blokovanim
funkce transkripniho faktoru E2F, ktery kontroluje Uraveexprese genu esencialniho pro
progresi biiky z G1 do S faze. Zablokovanim pRb se uvolni E2&,umozni proliferaci bez
citlivosti k protinistovym faktoim, které se obvykle v okoli nachazeji, aby zadrbeigcny
cyklus v G1 fazi. Jednim ze znamych reprégrb je i TGIB.

Bunécnd proliferace hodnzavisi na obejiti cytostatického prastovému signalu.
Tkan silné potlatuje mnozeni biiky jejim nasmdrovanim do ireverzibilniho postmitotického
stadia. UZiva se k tomuiznych mechanisty které jest nebyly gesré popsany. Jeigjme,
Ze nadoroveé hiky uZivaji mnoho strategii, diky nimz se vyhnowté&rminaci. Zatimco
komponenta a spojeni megetnymi protitistovymi a diferenciaci indukujicimi signaly a
pribéhem burcného cyklu je zatim nejasné, existence&hdbprotiristovych signal byla

prokazana pro nadorovéiiky jako nezbytnost pro obejiti kontrol.

1.2.1.3 Obejiti apoptozy

Schopnost rychlé expanze populace nadorovychekbwpaiva nejen v ovlivani
proliferace, ale i miry op#gbovani biiky. To je WtSinou regulovano programovanou
bunéénou smrti — apoptézou. Rezistenagivapoptoze je jednou z hlavnich charakteristik
nadorovych bugk. Jde o ¢, kdy béhem 30 — 120 minut dojde k prasknuti btme
membrany, cytoplasmaticka a jaderna kostra jsouSeary, cytosol vytken, chromozomy

degradovany a jadro rodéno. Nakonec je svra®é¢ tlo buiky pohlceno okolni btkou a



zmizi v tkani Bhem 24 hodin.

Pii apoptdéze mizeme rozliSovat dv velké tidy komponent — senzory a efektory.
Senzory jsou zodp@dné za monitorovani podminek extracelularniho aadeiularniho
prostedi a rozhodnou, zda budenka zachovanai zente. Tyto signaly reguluje druh&da
komponent, ktera funguje jako efektory apoptotiskdrti. Hlidan byva i povrch lLiky, kde
jsou receptory pro faktoryi@ziti a smrti. Intracelularni senzory kontrolujiSgozeni DNA
(signalizuje nerovnovahu #pobenou onkogenem), nedostatek fakfaeZziti nebo hypoxie.
Déle je zivot biiky také udrzovan pomoci adherentnich signBlpu buika — buika,
buika — matrix, pi jejichZ odstratni dojde téz k apoptoze.

Mnoho signal, které vedou k apoptdze, &foji na mitochondrie, které jsou
zodpowdné za proapoptotické signaly uvéh@ cytochromem C, silnym katalyzatorem
apoptozy. Napklad tumor-supresorovy protein p53ihe spustit apoptézu zvySenou expresi
proapoptotického Bax jako odp&ai na zjistni poskozeni DNA. Bax stimuluje mitochondrie
k uvolreni cytochromu C.

Z&kladnimi efektory apoptdzy j@da intracelularnich protedz zvanych kaspazy Dv
zékladni — 8 a 9 — jsou aktivovany receptory sigatko jsou FAS a cytochrom Cgimz
spusti desitky dalSich kaspaz, které provedou progvanou smrt hiky.

Resistence k apoptézeine bytirizena dznymi mechanismy. Nefirgji se vyskytuje
ztrata proapoptotického regulatoru, které Ize dosah mutacemi zahrnujicimi i
tumor-supresorovy gen p53. Signaly evokované jingimormalitami, zahrnujici hypoxii a
hyperexpresi onkogenu, jsou takéésovany zasti gres p53 a k apoptoze.

Dnes je jiz mozné odhadnoutipeh programované smrtifdbaze ne zcelaigsre.
Dulezité je hlavé to, Ze mnoho regutaich a efektorovych komponent jeitomno
v nadbytkovém mnozstvi. Na tomto faktu se takeéénamsklada vyvojova &tev terapie

tumord.

1.2.1.4 Neomezeny replikéni potencial

Bunky maji ohranieny replik&ni potencial. Kazda populace se mnozi déitéino
poctu céleni, potom pestane ist. Tomuto procesu s@&ka starnuti. Poté se projevi masivni
Uhyn. Mnoho tyg nadorovych buwk je povazovano za nesmrtelné. Mozna ziskaly
neomezeny replikai potencial Bhem progrese nadoru a je rozhddiilezita pro maligni
rust. Obecs se tvrdi, Ze v Witém bod mnohastufiové progrese se ¥grpa povolena hranice

déleni a proces fize byt dokotien pouze tehdy, pokud se porusi mortalitni hranice.
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Konce chromozorin (telomery) jsou slozeny z¢kolika tisic 6 bp sekvenci. iP
kazdém replikénim cyklu se jeden konec kazdého chromozomu zkr&0 — 100 bp. Toto
rychlé zkracovani mé& za nasledek neuplnou replikdicikonce chromozomu DNA
polymerazou. Nechr&né konce DNA se pakcastni konec - konec chromozomalni fuze a
dojde ke karyotypické nerovnovaze, kter&Sinou nevyhnutek sméruje buiku na smirt.
Telomeraza rize dokonce vratit hiky v neomezeném replikaim potencialu zg do
normalniho cyklu.

Dukazem pro psobeni telomerazy vtomto mechanismu je, Ze u rejldimeraza
v somatickych biikkach za normalnich okolnosti chybi. Po aplikovaaickhogenu se vsak
funkce aktivuje a jejéinnost zvySuje spolu s rostouci davkou karcinogéhdrzovani telomer
je tedy jasnou podminkouiiéhu neomezenéhcigni.

1.2.1.5 Angiogeneze

Krevnim feciSttm se k biikam dostava tolik peebny kyslik a ziviny. Aby @y
buiky dostatek &chto latek, musi byt od kapilar ulozeny v okruh® 30m. Tato blizkost je
zaji¥ovéana jiz v pibéhu organogeneze koordinovanyfistem cév a parenchymu. kdyz uz je
jednou tk#& vytvorena, dalSi st cév je ddasny a péivé regulovany. Zdalo by se, ze
proliferujici buiky v tkani podporuji angiogenezi. Ale opak je prawnd Dojde k omezeni
rastu cévgimz se snizi schopnost expanze.

Mezi signaly iniciujici angiogeneziadime vaskularni endotelidrniistovy faktor
(VEGF) nebo acidické a bazické fibroblastouétove faktory (FGF 1/2). Kazdy se vaze na
transmembranové tyrosin-kinazové receptory prexam® endotelovymi hbikami.
Typickym inhibitorem angiogeneze je thrombospontinktery se vé&Zze na CD36,
transmembranovy receptor frapeny s intracelularni Src-like tyrosin kindzou. eBnjsou
znamy desitkyirstu cév indukujicich faktéra @iblizné stejny p@et inhibicnich proteir.

Také signaly integriin prispivaji k regulaci rovnovahy. @pexistuji d¢ tridy. Jedna
udrZuje expresi cév v klidovém stadiu a druha podjeorist novych kapilar. Extracelularni
proteazy jsou fyzicky i funkné spojeny s proangiogenovymi integriny a obasgby zvysu;ji
schopnost invaze angiogeneze endotelovyckkun

Zda se, Ze schopnost indukce a udrzésiur cév je aktivovana v &itém stupni
(stupnich) tumorigeneze, spiSe upifedt procesu, rozhodnvsak dive nez je dokaten.

Tento poznatek by bylo spolu s efekty angiogenminttibitord mozné pouZzit pro dasnou
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detekci nadar. Sledovala by se neovaskularizace, ktaedphazi rapidni klonalni expanzi
spojenou s tvorbou makroskopického tumoru.

Vznik n&dorové biikky je zpisoben zmnou rovnovahy angiogennich indukdtoa
vyrovnavajicich inhibitar. Jednou z&nych strategii je z#ma v genové transkripci.
V mnoha pipadech byla prokdzana vyssi hladina VEGF a/nebde \&Bledem k okolni tkani.
Nebo miZze byt sniZzena exprese endogennich inhibit@ako jsou thrombospondin-1 nebo
B-interferon.

DalSim zmisobem regulace je vyskyt proteaz, které kontralagtupnost angiogennich
aktivatoifi a inhibitofi. Rizné proteazy mohou uvolnit bFGF z extracelularnirimakde se
plasmin, faktor koagutmiho mechanizmu, @Ze roz&pit na angiogenni inhibitor zvany
angiostatin.

1.2.1.6 Invaze do tka a metastazovani

Diive nebo pozgi pti zdarném vyvoji ¥tSiny typa tumoii dojde k uvolgni burék do
okoli, kde se mohou uchytit wifehlé tkani nebo putovatiem na vzdélegsi mista, kde se
zachyti a vytvéi dalSi kolonii — metastazu. Schopnost invaze aast@tovani umaitije
nadorovym biikam opustit primarni tumor a kolonizovat &et nové misto, kde je dostatek
Zivin a prostoru. V metastazach se vyskytuji néjaiiky s rakovinnym bujenim, ale i zdrave,
které byly gitazeny z okoli.

Invaze a metastazovani jsou middre komplexni procesy, které jeéSinebyly
detailre popsany. Oba vyuZivaji podobné mechanismy, kdeyskytuji zneny fyzického
spojeni biiky s mikroprostedim a aktivace extracelularnich proteaz.

N¢kolik t¥id proteimi, (Gastnicich se na adherenci povrdiuntk, mohou buce dat
schopnost invaze nebo metastazovéani. Mezi tyteprptadime molekuly zjsobujici adhezi
bunky k buice, kamiadime imunoglobuliny, cadheriny a integriny, ktemgojuji buiku
s extracelularni matrix. N&sgji byl pozorovan E-cadherin. Jerifpmny na epitelovych
buinkach a zajifuje prenos protiistovych (ale i jinych) signél které pak pedava
B-cateniim do intracelularniho prostoru. ¢i8ina epitelidlnich nadar ztratila funkci
E-cadherii ziejm¢ mutaci gef pro E-cadherinyi B-cateniny, represi transkripce nebo
proteolyzou extracelularnich domén cadhérld integrini se musi zrénit spektrumo nebop
podjednotek, aby byla kolonizace &Spa. Regulaci exprese podjednotek je tedycdnm

kultura schopna indukovat nebo inhibovat invazidtmetastazovani.
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Druhym hlavnim parametrem invaze a metastazovani gxtracelularni proteazy.
Matrix-degradujici protedzy jsou charakteristickpz&ny na povrch hiky, spojuji se
s transmembranovymi doménami, které vazou integnielyo specifické receptory proteaz.
V mnoha pipadech nejsou tyto proteazy produkovany epitelavydwlorovymi biitkami, ale
spiSe biikami podfirné vazivove tk&ha zartu, které jsou jimi ovliviovany.

Schopnost invaze a metastazovani jsou nyni nepticg#ované oblasti ve vyzkumu
rakoviny. Ri sowasném vyvoji technik bude jiz brzy mozné objasnipresi a funkni

aktivitu proteaz a integrin coz povede k lepSim terapiim.

1.2.2 Sporné body muté&ni hypotézy

Stale existuje ¢kolik hypotéz vzniku rakoviny, igstozZe je studovana jizgs sto let.
Mezi nejvice diskutované teorie sadi mutace, chromozomalni alterace nebo epigernetick
vliv. V sowasnosti pevaZzuji geno¥ mutatni hypotézy, pojimajici rakovinu jako ,genetické
onemocgni* (Bishop, 1995; Knudson, 2001; Vessey et alQ®0Tyto hypotézy zaloZzené na
genechrikaji, Ze nador vznikneipklonalni expanzi bu¥k, u kterych doSlo k nahromeéai
¢ty az sedmi specifickych a komplementarnich mutasiSet &mito teoriemi se neda

vyswtlit jeSte mnoho vlastnosti tumbrDuesberg et al., 2005).

1.2.2.1 Otazka ddiénosti

Obecr se ma zato, ze hly Zivocichu jsou na poatku Zivota bez zndkrakovinného
bujeni. Vyskyt rakoviny vSak stoupa velmi vyrazanrostoucim &kem, rakovina je nemoci
piedevSim st To vSak nikterak nelze vy&lit genow mutanimi teoriemi. Nagiklad k
rakovirg tlustého steva zejme vede 6 mutaci (Michor et al., 2005P.okud potomek ziska 3
mutace od matky, 2 od otce, pak je vysoka p¥pudobnost, Ze se brzy spusti nadorové
bujeni, nebo v jedné z Bkolika miliard burk tlustého steva miZze dojit i k Sesté mutaci.

K tomu vSak nedochazi.

1.2.2.2 Nemutagenni kancerogeny

Kancerogeny rozumime chemické a fyzikalni latkyhiliicujici kancerogenezi. Ty
mohou byt mutagenni nebo nemutagenni. Mezi nemutégadime nafiklad azbest, dehet,
mineralni oleje, naftalen, polycyklické aromatickélovodiky, dioxin, hormonyi ionty

nekterych kowi. TéZ mnohctiniteli, kteri urychluji kancerogenezi (tumor-promotory), jsou
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spiSe nemutagenni nez mutagenni (krotonovy oleprbatacetat). Muténi hypotéza

nedokaze vysitlit kancerogenezi Zisobenou nemutagennimi kancerogeéingromotory.

1.2.2.3. Dlouh& neoplasticka latence

Klasicka muté&ni teorie nepedpoklada rychleisobici kancerogeny. Navzdory tomu
vSak @zné karcinogeny jsou velmi rychlymi mutageny, jakag. rentgenové zéni, UV
z&eni a alkylujicicinitelé. Ale vSechny kancerogeny jsou velmi pormealgpisobi bujeni az
po velmi dlouhé ,neoplastické latenci“. Délka téatence se u hlodau@csita na nésice az
roky, u lidi na roky az desetiletitiRladem za vSechny jsou lidé, ktgrezili atok atomovymi
bombami v roce 1945 a po dvaceti letech se v popaktaly objevovat nadory. Nebo kdyz
byvala v padesatych letechééma tuberkuléza pomoci rentgenovych paiprséaala se u
pacienti po patncti letech vyskytovat rakovina plic. R@kaé bujeni se tedy vyviji pomalu,
bez dalSich exogennich wiv Naproti tomu muténi teorie pedpoklada rozvoj
kancerogeneze, jakmile jeiika vytavena dostateé davce kancerogenu a pro neoplastickou

latenci nema vysitleni (Cairns, 1978).

1.2.2.4. Exaktni korelace mezi rakovinou a aneupldii

Aneuploidie je u rakoviny pozorovana jiz od samehatatku vyzkumu (Atkin et al.,
1966). Vys¥tluje abnormalni expresi tigicgeni, pozorovanou u nadorovych hikn
(Aggarval et al., 2005). Je definovana jako ztrégho ziskani celych chromozénii jejich
Useki. Nadorové bilkky navic ¢asto obsahuji extrachromozomalni formy aneuplohuni
segment chromozonid zvané amplikony. Ubikvitarni vyskyt aneuploidii rakovin neni

mutaini hypotéza schopna vyilit.

1.2.2.5. Pre-neoplasticka aneuploidie

Bylo zjiSttno, Ze k aneuploidii dochazi jiz v prekancerdézrilédnich (Ai et al., 1999;
Balaban et al., 1986; Bocking et al., 1989) hidéwe o pre-neoplastické aneuploidii. Duesberg
a spol. (Duesberg et al., 2005) povazuje aneupladliiniciator kancerogeneze. Mduia
hypotéza jev a vyznam aneuploidie nedokéaze pojaoys\tlit.
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1.2.2.6. Specifické chromozomalni alterace

Navzdory nestabilit genomu a ohromné heterogeénitadorovych buk existuji i
castén¢ specifické, nenahodné chromozomalni alterace zveak& aneusomie. Jsou
spojovany s uiitymi déji kancerogeneze, jako jsou rfagtupé neoplastické transformace,
invazivita, metastazovani, rezistencécdciv Iékam, buré¢né morfologie ¢i abnormalni
metabolismus.

Nadorow-specifické chromosomalni alterace vyja specifické fenotypy, které

nejsou na mutacich zavislé.

1.2.2.7. Komplexita fenoty@ tumora

Specifické fenotypy rakoviny jako jsou abnormalnétabolismus, metastazovani,
schopnost transplantovani do heterologniho dréihynesmrtelnost® jsou pravghodobré
multigenni, protoZze vSechny souvisi seéadmou expresi tisicger a s vysoce neobvyklou
koncentraci mnoha proteirfAggarwal et al., 2005Navic p@&et centrozém v aneuploidnich
rakovinnych biikach je zvySeny azZétkrat (Brinkley et al., 1998).

Takové komplexnosti nador specifickych fenatyple nelze dosahnout nizkou,

konvertni mirou genovych mutaciébem pongrné kratkého Zivota organizim

1.2.2.8. Gen pro rakovinu

V nadorovych bitkach byly nalezenyetné genové mutace, které pryugpbuiji
rakovinu. Ale zZadné zéthto mutaci nejsou nadordwspecifické (Boland and Ricciardello,
1999). Nebyl nalezen Zadny mutovany gen ani jekombinace, které byipmenovaly
diploidni buiku v nddorovou (Akagi et al., 2003; Duesberg et24l04, Harris 2005).

Navzdory predikcim mutai hypotézy dopadl pokus - kdy byly mySim den
vyjmuty hypotetické tumorsupresorové geny a do dd@wé linie vloZzeny domnivané geny
pro rakovinu - tak, Ze tyto mysi Zily pakolik generaci se stejnymi nebo jen lehce vySSimi
sklony k nadaoim (Duesberg, 2003).
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1.3. Chromozomalni hypotéza kancerogeneze

VySe uvedené rozpory v genov mut&ni hypotéze kancerogene#si Duesberg a
spol. (Duesberg et al., 2005) ve své chromozontilpbtéze kancerogeneze. Jako primarni
hypotéza odpovida na vSechny vySe uvedené prob&mys\tluje i specifitu nadorovych
fenotypi. Zakladnim vychodiskem je ubikvitarni vyskyt ankmighi v prekanceréznich a
kancerdznich stavech. Nedostatky v miotehypotéze a elegantni chromozomalni hypotéza
byly pro naSi praci velmi inspirativni stim, Zemjg se pokusiliteSit néeSenou otazku
mechanismu vzniku aneuploidietddpokladame, Ze jednim z prvnich kigk buré¢na fuze
a aneuploidie je pak udledkem toho, Ze se labilni tetraploidni genom gfEasti

chromozond.

1.4. Otazka, z které buiky nadory vznikayji

Nadory jsou ¥tSinou povazovany za produkt klonélni expanze gdiansformované
buitky. Z&dna z uvedenych hypotéz tuto otazkiediea ani nasim cilem nebylo na tuto otazku
odpowdét. Nicmeéreé vzhledem k pvodu burtk, které jsme pouZili pro naSi experimentalni

praci je nutno tuto problematiku otév

Potebu reSit otazku buwtného fivodu rakoviny vyvolava jiz i samotna muta
hypotéza, nelibta predpoklada existenci 4 - 7 naslednych &umych mutaci. To si nelze
predstavit u ¥tSiny kratce Zzijicich somatickych bty pozornost se proto obraci ke
kmenovym biikam. Existence celé@ady vlastnosti, které jsou sice vyjady v fizné mie, ale
jsou spoléné rakovinnym bikam (invazivita, metastazovani) vyvolava GUvahy oZnusti
jednotného fivodu nadoit. V tomto snéru zasadni z&nu pohledu nagvod nadoi prinesla
pro nas pivodni prace (Houghton et al., 2004). Prace popisujehronické infekce
Helicobacterem vznik nadoru Zaludku z Bkikostni dens.

Je znamo, Ze z kostnfaé migruji buiky (bone marrow derived cells — BMDCs) a
tyto buiky se &astni regenerace poSkozenych tkaniicgmz nazory na probihajici
mechanismy seueni (Ferrari et al., 1998; lanus et al., 2003; Mapsukos et al., 2003;

Wang et al.,, 2003). Lze redpokladat, Ze BMDCs se rasn (kastni regenerace tkani
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poSkozovanych kancerogennimi stimuly (chemickejkBini, biologické). Namigrované
BMDCs pak bd ptimo podlehnou {sobeni kancerogennich stimulnebo flzuji s jiz
maligné transformovanymi hikami tkani dle fuzniho modelu kancerogeneze (Halgt
2005).

Prokaze-li se, Zze zmina prace (Houghton et al., 2004) , popisujici kzmadoru
Zaludku z bugk kostni deng, neni jen vyjimkou, pak to zcelaude znEnit naSe chapani
rakoviny, neb@ by se pak houvd@o o nadoru v tkani, a ne o nadoru tkdb4a se pedpokladat,

Ze by to zasadirzmenilo i terapeuticky fistup k celému problému.

O tom, Ze biikky kostni den: maji dostatény potencial ke vzniku nejengjSich nadok
Swed¢i prace skupiny, kterou ved! Liu (Liu et al., 200&de bylain vitro vyvolana tvorba
celéfady nadait (véetre teratonti), z BMDCs pomoci metylcholanthrenu (MCA).. Tatéape
se stala bezpragtdnim experimentalnim vychodiskem nasi studie. diNedim ale a‘eSeni
otazek dasti BMDCs v kancerogenezi, ale dali jsme si zal @@zit roli burgénych fazi
v procesu kancerogeneze. MCA nema sam @ sulitagenni vlastnosti, ale mutagenyég n
vznikaji pisobenim cytochromu P450 (Wood et al., 1978). Kroomo vSak MCA vyvolava
fuze (Fortuna et al., 1989)ento fakt a vySe uvedena Uvaha o rolid@mych fazi @i vzniku
aneuploidii a nasledné kancerogenezi nés témhedly k myslence vyzkouset, jakou roli
muze hrat v procesech kancerogeneze samotn&marfuze a zda vznik labilniho genomu
vzniklého fazi navic sil& dediferencovanych bgk by sdm o sabnemohl vést k maligni
transformaci.

Rozhodli jsme se indukovat fuze BMDCs pomoci pthlykenglykolu (PEG). Kroré
piimého misobeni jsme se pokusili nejprvégravit sféroidy msobenim proteaz (Novak and
Trnka, 2005; Zenka - vifpraw). Domnivali jsme se, Ze tento model bude prosbuoé flize
vhodrgjSi, nebd buiky jsou zde v fimém kontaktu, coz by mohlo jejich fuzi vyrazn
usnadnit a zvysit jeji vg¥nost. Vzhledem k tomu, Ze jsou sféroidy pouzZiviako lepsi
nadorovy model nez iy adherované na polystyrénovémsdmgl by tento gistup rovigz

blize c&tjum probihajicim fi vzniku a rozvoji nadar.
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1.5. BMDCs, MAPCs a VSEL buiky

Bone marrow derived cells (BMDCs) jsou zajimavgenez hlediska regeneraci
raznych tkani, ale jak vyplyva z vySe uvedeného, jstw buiky zajimaveé i jako mozny zdroj
nadoroveho bujeni a solidnich tumipredy podstaihsSirSiho rejgiku nez jsou leukémie.

BMDCs jsou smssi burgk. V prostedi stromélnich butk zde nalezneme celdadu
dulezitych kmenovych bufk, jako jsou hematopoetické kmenovénky, mesenchymalni
kmenové biiky a endoteliarni kmenoveé tky. Z hlediska vzniku zmimych solidnich
nadof v jinych tkanich se jevi jako nélézit¢jSi mesenchymalni kmenovéiiky, neba ty
maji obrovskou plasticitu, jsou schopny diferendovabuiky nejrizr¢jSich tkani (dast
v regeneracich) a je mozno zvazovat i jejich pafickou roli v kancerogenezi.
Hematopoetické hiky a jejich diferenciéni produkty se kancerogenesasto @astni, ale to
je jina oblast - jedn& se o leukémie.

Kromé¢ téchto burk bylo popsano, Ze mezi tkami kostni dend se vyskytuji
multipotent adult progenitor cells (MAPCs), popsaRéyes a Verfaillie, 2001. Tyto vysoce
plastické biiky jsou schopny diferencovat wzné tkaw vSech i vrstev zarodéné linie
(Verfalllie et al., 2003). Je tedy zvaZovan jejiyznam pro regenerace poskozenych tkani,
ale zarové se nabizi otazka, zda nemohou byt gdvrdrojem nadorového bujeni.

DalSim velmi zajimavym bunym typem nedavno objevenym v kosttiér jsou
very small embryonic-like (VSEL) hiky (Kucia et al.,, 2006). Jedna o vysoce
dediferenciované hiky s obrovskym diferencémim potencialem. Tyto 2 — 4 um velké
buinky maji euchromatin, typicky pro embryonalni kmeadotiky. Je zvazovana jejichéast

Vv procesech regenerace i kancerogeneze.

2. Cile prace
Osvojit si techniku fipravy a kultivace busk kostni dens (BMDCs)
Provést sdmito buikami fazni experimenty

Vyhodnotitin vivoain vitro vlastnosti faznich produkta zvazit moznostdasti
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3. Material a metody

3.1 Material

Byly pouzity samice mysi inbredniho kmenu C57BL/@aze 19-21 g (10 tydinstare)

dodané firmou Charles River

3.2 Metody

3.2.1 Izolace BMDCs

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci, @& é omyty 70% roztokem ethanolu a
sterilré pireneseny do flowboxu, kde byly upéwny na pitevni stolek. Odstranila sézle
z oblasti zadnich kaetin a abdomenu, od#tla a odSkrabala svalovina z kosti stehenni
(femup a kosti holenni tipia). Odezaly se kosti katetin od kostry i samotné od sebe,
vylomila kost lytkova a jednotlivé kosti se vklagado roztoku RPMI 1640 s antibiotiky,
glutaminem, merkaptoethanolem a 10% bovinnim fatélsérem (Sigma). Kosti pak byly
jednotlivé vyjimany z roztoku, @stény od zbytki okolni tkare. Jehlou injekni stikacky se
rozvolnila kostni #n v dutire kosti a proudem RPMI 1640 vyplachla do kadinkytoTa
heterogenni sis se poté homogenizovalakelikerym protaZzenim skrze jehlu ingk
stiikacky. Suspenze sergfiltrovala ges sitko, stéla v centrifuze 10 minutijp 1000 ot./min
(= 150 g), slila, sediment se rozsuspendoval v RRMantitativie prenesl do kalibrované
falkonky a objem doplnil na 12 ml. Kazda myS$ byitvgna zvlag a na biuiky jeji kostni

drere pripadla vzdy jen jedna falkonka.

3.2.2 Kultivace a proliferace

Bunky byly kultivovany v termostatuip37°C v atmosfé&e nasycené vodnimi parami
obsahujici 5% C@ Po tech dnech &tSina adherujicich bék byla naadherovana a zbytek
byl spolu s neadherujicimi bkami odplaven  vyméné média. Médium (RPMI 1640
s antibiotiky, glutaminem, merkaptoethanolem a 1Bétinnim fetalnim sérem) se poté
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meénilo po dvou dnech. Jiz po jednom tydnu kultivagéolmozné pokréovat s kulturou dale

v pokusu.

3.2.3 Trypsiniace

Médium z falkonek se slije a kultivai nadobka sefikrat disledre promyje
dostaténym mnozstvim PBS. Po poslednim sliti $&ld 0,5 ml trypsinu a ihned se vylije,
pro dokonalé odstra&ni pripadnych zbytk média se sérem. Znovu sdife 0,5 ml trypsinu a
necha trypsinizovatip 37°C po dobu 7 - 8 minut. Zastavi se trypsinizaocenoci meédia
RPMI 1640 se sérem, bky se sklidi z falkonky do zkumavky a nechajicdte centrifuze 10
minut @ 150 g. Po sliti média nastava faze promyvanikwd séra, kdy seikrat za sebou
provede pidani 10 ml média RPMI 1640 s glutaminem, merkabte@olem a antibiotiky (ale
bez séra!), centrifugace 10 minut f50 g a nasledné sliti supernatantésr pied tietim
promyvanim se odebere 930 pl jako kontrola, zeékserui i Zivotnost a dvojjadernosigd

fazi.

3.2.4 Fuze

Smes burgk se dokonale odsaje dosucha, vloZi ve zkumavoedoi 14z o teplot
37°C, spusti se elektrické michadlo se sken, vrtulovie zakorgenou tginkou a khem
jedné minuty se za stalého michani kikaAm gikapa 1 ml vytemperovaného roztoku PEG
1500 (Roche). Pak se itky michaji dalSi minutu. Potom se za neustaléhdhamic Ehem
deseti minut fkapa 10 ml vytemperovaného meédia bez séra. A rekose sis
zcentrifuguje 10 minutip 150 g, rozsuspenduje v 930ul media s 10% FG$ patet burek,

dvojjadernost a zivotnost.

3.2.5 Fixace a barveni

Barvi se Giemsa-Romanowski metodou.igdehozich postdpmame pipravené dé
suspenze, jednu s nefazovanymikami a jednu s fUzovanymi. Z kazdého se odeberenobj
200 pl, zvlas se natdhnou na podlozni ki zpisobem, jakym se provadi krevni &dt a
nechaji seddre zaschnout. Potom se skl&liji methanolem a necha sétpninut pisobit.
Nasledr se pondéi do roztoku May-Grunwald nditminuty, pak doredéného roztoku May-

Grunwald s vodou v poénu 1:1 na jednu minutu a poté do roztoku Giemsa-&wwski
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fed€ného s vodou v poénu 1:5 na 15 minut. Nakonec se gkl dikladné oplachnou pod
tekouci vodou a nechaji oschnout. Preparaty jstiprgvené k pozorovani anomalii a
dvojjadernosti.

3.2.6 Kontroly zivotnosti, paet bunék

K uréeni zivotnosti a p&iu burék se uzila Blrkerova kofnka a trypanova mdd
(Sigma). Z vysledné suspenze se odebere 20 ulhénsie s 20 pl trypanové nied¢imz
dosdhneméedini 1:1, a naaplikuje se do Birkerovy kimky. Pcitalo se vzdy dvakrat 25

Ctverai, z ¢cehoz se udlal primér, a potom se stanovil pet burgk podle vzorce:

pocet burgk ve 25 polich ¥edsni * 10* = paset burgk / ml

Zivotnost se ufila podle procenta Zivych (tedy neobarvenych)dxunpriméru z dvakrat 25

étveraqa.

3.2.7 Kultivace vysledné suspenze

Z vyslednych suspenzi (fuzovanych a kontrolnichéklurse odebere po 700 ul a
objemy se vloZi do 24-jamkové kultidrsi desky. Ta se ulozi do termostatukyise kultivuji
pii 37°C a atmosfi@ s 5% CQ. Kontrolni buiky se ale musi nejtve zcentrifugovat 10 minut
pii 150 g, slit a znovu rozsuspendovat v 700 ul mélmtentokrat jiz se sérem (10% FCS),

aby ol# suspenze mohlyist ve stejd vyhodnych podminkach.

3.2.8 Aplikacein vivo

U mysSi byl nejprve oholen pravy bok. Yipad, Ze se testuji biky bezprostedre po fuzi,
rozsuspenduji s v RPMI 1640 bez séra (stgko kontrolni). V pipac testovani bugk po

kultivaci se buiky nejprve trypsinizuji a pak promyvajfikrat s RPMI 1640 bez séra. Po

spaitani a uéeni zivotnosti se aplikuje mysim s.c. 0,1 ml sugpebuk v médiu bez séra.
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3.2.9 Sféroidy

Stanoveni aktivity trypsinu: Byla pouZzita metodavimuta Erlangerem et al., 1961
pouzivajici jako substrat N-alpha-benzoyl-DL-Argytroanilid (BAPNA), produkt firmy
Sigma.

Pfi studiu vzniku sféroid z BMDCs a studiu vlivu trypsinu na BMDCs wzném
prostedi byla provaégha 72 hod kultivace BMDCs (24 000 nna jamku 24 jamkové
destky) v RPMI 1640 s antibiotiky (Sigma) v bezsérovprostedi a prosedi 2, 4, 6 a8 %
FCS, gipadre 0,3% BSA (Sigma). Na liky bylo pisobeno trypsinem o koncentracich
vrozmezi 1.18 M az 1.1¢" M. Byl pouZit trypsin firmy Sigma o aktivit13 500 BAEE
jednotek / mg proteinu. Kultivace probihala v testatu pi 37°C v atmosf&e nasycené
vodnimi parami obsahujici 5% oxidu iiého.

Vyhodnocovani butné adherence bylo prowitb pomoci invertovaného
mikroskopu. Bylo vyhodnocovano procento adherovanpurek (nejniznéjSi stadia od
piichyceni a protazeni jednim 8rem aZz po plé adherované ietenovité biiky). Za

neadherované lily byly patitany pouze kulaté kiky bez jakychkoli znAmek adherence.
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4 Vysledky

4.1 1zolace a kultivace BMDCs

Bone marrow derived cells byly izolovany z mySir&iteh Sesti tydin (Shengkun et
al., 2003). Postupovalo se v naprosté st&rilgievazié podle pgedepsaného protokolu
(Shengkun et al., 2003) s tim rozdilem, Ze bylotenieédiaac-MEM pouzito RPMI-1640
(Sigma), pak také s jehlou o velikosti 20-gaugensdalo v gkterych Usecich kostitrihis
doke manipulovat, mnohem l|épe se kosthéndrozvokovala s injekni stikackou tzv.
inzulinkou, kterd ma @mer jehly mensi. Po rozsuspendovani sésjast prefiltrovala ges
sitko, aby se do kultury nedostaly ulomky kostikgtky vaziva. Nakonec se suspenze
zcentrifugovala (10 minutip150 g). Teprve potom se tky vlozily do kultivainich nadob
(s RPMI-1640 + 10% bovinni fetalni sérum + glutami-merkaptoethanol + antibiotika) a
nechaly adherovat v termostatti p7°C v atmosfée s 5% CO2. Pad@¢ch dnech byly hiky
naadherovany a neadherujicinky byly vymyty pii nasledné vyrné média. Po §i dnech
BMDCs adherovaly natolik sith Ze se svym tvarem podobaly fibrobtast

4.2 Zivotnost bungk

Byla sledovana a porovnavana Zzivotnost daupied fuzi a po ni. Tim se takeé
zabranilo pipadnému neusphu faze z dvodu vysoké mortality butk jeS€ pred zahajenim
pokusu. Ped fazi podil kolisal v rozmezi 84,4 — 97,5% a{m Fivotnost dosahovala hodnot
32,1 -76,8%.
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4.3 Optimalizace doby fuze

Pro optimalizaci metody se zkouSelo nechatklyufizovat po dobu 1, 2, 3 a 4 minut
po ukorgeni pomaléhoifikapavani 1 ml PEG 1500 (Roche) izg z&atkem vyedovani 10
ml média bez séra. Jako nejefektijgh se ukazala byt jedna minutai BelSi dol expozice
Zivotnost bugk rapidre klesala (Obr. 1).

60
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20
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Zivotnost bun ék (%)

Zivotnost bun ék v zavislosti na délce
fazovani

50 -
40 -

AN

\

T

1 2 3 4 5

doba fazovani (min)

Obr. 1 Zivotnost bukk v zavislosti na délce fazovani

Ani ucinnost fuze (Kikuchi et al., 2001) se nijak nezwgia (Obr.2). Vypoita se jako:

acinnost fuze (%) = (p&et dvojjadernych $p. vicejad. bugk / patet vSech bugk) * 100

ék

podil vicejadernych bun

Uéinnost fize

/‘\/

1 2 3 4 5

doba fazovani (min)

Obr. 2 Winnost fuze
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Ucginnost fuze kolisala v rozmezi 6,17 — 7,33 %eloz Ize vyvodit, Ze se vistajici dobou
expozice busk fuzoru efektivita procesu nijak newiatala, ale prayv naopak, vzhledem
k mortali€ s rostoucintasem se fluze stavala neé&mpou.

Pro dalSi experimentalni praci bylo zvoleno minétdezovani, které zajistilo vznik

dostaténého mnozstvi fuznich produkéa dobrou Zivotnost.

4.4 Vlastnosti fuznich produkiti in vitro

Fazované biky byly uloZeny na kultivéni 24-jamkové desky stgjrjako kontrolni
BMDCs. Na jednu jamku fipadlo vzdy cca 120000 bgk s 1 ml RPMI-1610 se sérem,
glutaminem, merkaptoethanolem a antibiotiky. Bybzprovany Bhem inkubace, minimatn
po 72 hodin. Za 24 hodin kontroly naadherovaly & 80%, u fuzovanych BMDCs nebyla
znamka adherovani. Po 48 hodinach odaga kultivace byly kontrolni hiky adherované
z 60%, ¢ast fuzovanych sefighytila na dno jamky, ale tyto kiky postradaly klasicky
adherentni tvar. P@dch dnech z BMDCs kontroly adherovalo 97%, zbyagkodplaven f
vyméné média. Fuzované BMDCs se uchytily z 15%i¢@mz stale zachovavaly v
neadherovany tvar.

U faznich produki byla sledovana vicejadernost bezpieditt po fuzi. Projevila se

v cca 6,4% pozorovanych btk viz Obr.3.
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Obr.3 Fuzujici biaky. Obrazya ab jsou zachycenypzwtSeni 400x,
obrazc je zvtSen 1000x, obrad 200x

Zamérné je pouzivan vyraz vicejadernost, protoz&taré z busk obsahovaly vice
nez dv jadra — Obr.4.

Obr.4 Vicejaderna fazujici bka

- 26 -



V dalSim experimentu bylo na jednu jamku 24-jamkdawuétivacni desky vyseto 550.000
burgk po fazi. Kontrolni BMDCs kontroly adherovaly pedjiz diive zmigného schématu
do & dni. U fuzovanych bugk se prvni den kultivace objevovaly shluky desétpatnacti
burgk, které se pozgi opét rozpustily. Mezi bitkami na dnu jamky se vytigly prazdné
pasy, kde se neuchytila ani jednaikeL Po ®&kolika dnech ale diky ugpné proliferaci byla
tato pole také iekryta. Sféroidy (agregaty bék) jsou pouzivany jako modelové Gtvary pro
studium rakoviny, proto nas samovolné vyt shluk velmi zaujalo a vedlo k dalSimu
experimentu — viz dale.

V jamkach kultivénich plat se s postupnou proliferaci od 9. dneiade utvéely a
rostly utvary, které jsou v seéasnosti analyzovany v Laborét@lektronové mikroskopie a
jevi se byt bu&ného mivodu. Tyto Utvary fi vymeéné meédia nevymyly, aleiptrypsinizaci
(provedené 15. den) se naprosto rozpustily ¢heim rekolika dni znovu vytvdily.
V jamkéach kontrolnich BMDCs se vyskytovaly jen ajede a byly jednoho typu (Obr.5), u
fuzovanych bugk dochazelo k tvorbiady utvat riznych forem (Obr.6). Jejichapod neni
dosud objasin.
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Obr.5 Buiky kontroly. Obraza a b 200x z¥tSeno & bez Gtvat),
obrazc, d a f 400x zvtSeno, obraze zwtSeni 100x
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Obr.6 Fuzované biky. ZvtSeni — vSe 400x, komentéa - pasate’ni stav bez Gtvair

b - pacatek agregace buk, c, d ,e- Utvary typické pro fuzované iy,

f - Gtvar, ktery se podobal Utvaru nalezenému vrkbrich buikach

-29-



4.5 Vlastnosti fuznich produkiti in vivo

Bezprostedre po fuzi byly buiky rozsuspendované v RPMI bez séra a kontrolni
neflzované biky aplikovany s.c. mySim. Byly provedeny 3 fuznpermenty. V nich byly
fuzované biky aplikovany celkem 10 mySim a kontrolni nefuza¥a@MDCs 5 mySim.
Bylo aplikovano 64.000 az 300.000 BMDCs po fazi/ Snga 300.000 kontrolnich,
nefazovanych BMDCs/ myS. VSechny mySi byly sledovdno dobu deseti tydn nikde
piitom nebyl pozorovan vznik tumiprcoz bylo potvrzeno pitvou.

V dalSim experimentu bylo 5 mySim aplikovano pdd82.BMDCs po fuzi a 15 denni
kultivaci (vy3e uvedeny experiment, kdy vznikalyay uvedené na Obr.5). Zivotnosthto
trypsinizaci ziskanych bgk ¢inila 32,1%, uvedend aplikovana davka v tomto atosth
experimentech se vSak pochopiteltykala burgk Zivych. Po s.c. aplikaci byly mysSi

sledovany 10 tydin Opet nebyl pozorovan zadny vznik a vyvoj tumor

4.6 Sféroidy

V bezsérovém prasdi ani 10 M koncentrace trypsinu nebyla schopna uvolnit
adherované hiky, k tvorks sféroidi tedy nemohlo dojit. NepouZili jsme EDTA, protoze b
sice doslo k zruSeni adherence, ale dalSi expetirfféae) by byl gitomnosti tohoto
chelat&nihocinidla vyznamg ovlivnén.

V sérovém prosedi trypsin v okamziku, kdy jeho koncentradekmnala inhikini
schopnosti séra, vyvolal vyraznou deadherenciékuma bohuzel nevedla ke vzniku
sféroidh. Zjistili jsme, ze 1d M trypsin neni schopen v bezsérovém pestitbuiky ovlivnit,
ale v prostedi séra (ale i 0,3% BSA) i cca 1AM trypsin adherenci velmi vyrazmusi.
Tato skuténost nas zaujala. Stejny jev byl pozorovan itipads B16-F10 (Zenka,
v pripraw). Pouzité melanomové bky vSak i v bezsérovém prasti ,trypsinizovatelné”
byly, uvoliovaly se, nicmé&sérum nebo BSA #o na tento jev velmi vyznamny zesilujici
efekt.
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Vzhledem k dlezitosti pozorovaného jevu (nappro feSeni otdzek adherence
metastaz) jsme tento jev podreébrstudovali.

Sledovali  jsme vliv rostoucich koncentraci trypsi na adherenci BMDCs
v bezsérovem prasdi a v prosedi s 2, 4, 6 a 8 % koncentraci FCS. Rozdily meavé&nim
burgk v raiznych progiedich postuph naristaly a nejvyrazgji se projevily po 72 hodinach
inkubace (Obr.7).
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Obr.7 Vliv niznych koncentraci trypsinu na adherenci BMDCs sé&ewém prosedi a v
prostedi s2,4,6 a 8 % koncentraci FCS. Jednotlivé gtafly sestrojeny ze zjitych
hodnot po 24, 48 a 72 hod inkubaci
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Jak vyplyva z tohoto obrazku, v bezsérovém pedst nebyla adherence hin
trypsinem ovlivina. V sérovém prostdi po pekonéni inhibice dané sérem nepatrny
piebytek trypsinu zjssobil prudkou deadherenci.

Adherence jeiejme vyrazre zavisla na fitomnosti vapnik dependentnich cadherin
neba’ v negitomnosti vapenatych ioftisou buiky sice obtiza, nicmér trypsinizovatelné
smesi, ktera obsahuje trypsin v relatévmizké koncentraci (pouzivdme &mobsahujici
0,02%, tedy 8.1 M trypsin a 0,5 mM EDTA v PBS).

V nasledujicim experimentu jsme studovali vliv nmajo proteinové slozky séra —
séroveho albuminu. PouZili jsme bovinni sérovy aibu (BSA). BMDCs jsme vystavili
rostouci koncentraci trypsinu v bezsérovém peota v prosedi 0,3% BSA. Bhem 72
hodinové inkubace rozdily mezi skupinami v chovéniek v riznych prostdich ot

postupr naristaly (Obr.8).
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Obr.8 Vliv riznych koncentraci trypsinu na adherenci BMDCs s&ewém progedi a v
prostedi BSA o koncentraci 0,3 %. Jednotlivé grafy lsgistrojeny ze zji&ych hodnot po
24,48 a 72 hod inkubaci
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Existovala teoreticka moznost, Ze dramatickynttrypsinu v prosedi bilkovin ve
srovnani s jeho négobenim v bezsérovém priesti bude moZno vystlit jeho stabilizaci
proteiny séra, ijpadré BSA. Byla proto mifena aktivita 1.18 M trypsinu v RPMI 1640,
v RPMI 1640 s 0,3% BSA a v RPMI 1640 s 4% FG& 3¥°C, tedy za podminek obou
predchozich experimeintVysledek stanoveni aktivity trypsinu udava Obr.9.
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Obr.9 Aktivita trypsinu f kultivaci v prostedi RPMI 1640, RPMI 1640 s 0,3% BSA av
RPMI 1640 s 4% FCS

Vysledkem bylo zji&tni, Ze aktivita trypsinu ve vSecketh prostedich se zasadn
neodliSuje. Nej#tsiho rozdilu bylo dosaZzeno po 72 hodinach, kdyaayntrypsin vykazoval
ve srovnani s trypsinem v proteinovych predich polowtni aktivitu. Nicmég je treba
zdaraznit, Ze bylo testovano i 10x vysSi mnozstvi ¢sigp bez vlivu na BMDCs
v bezsérovéem prasdi a na druhou stranu cca 10x niZSi koncentraamaticky ovlivnila
adherenci v BMDCs v prastdi proteinovém. Stabilizace trypsinu tedy nenhoolujici a

nevyswtluje popisované jevy.
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5. Diskuze

Tato prace se zabyva moznostasti fuze budk pii kancerogenezi. Byly izolovany
bunky nizké Urovi diferenciace, €astnici se regenerace organismu a zvazovane diskde
Gcasti v kancerogenezi.

My jsme zkoumali, zda wthto burkk post&i pouhda fuze, bez vlivkancerogem
(MCA), bez zanmrnych indukci mutaci. #édpokladali jsme, Ze fazi vznikne nestabilni genom
a Zze khem vyS¢povani chromozoinve snaze iblizit se ogt diploidii by mohlo dojit ke
vhodné kombinaci mutaci, které by indukovaly kangenezi.

Experimentald byla stanovena vhodna doba fuzovani, kdy by byanejvyssi
G¢innost a zarowve co nejnizsi mortalita. Bylo zji&ho, Ze délka fuze na efektivitu vliv nema,
ale rapideé se srostoucintasem zvySuje mortalita. Proto byla délka expoziceck
polyethylenglykolu ped zapoéetim postupného wgd’ovani stanovena na jednu minutu, coz je
i doba, pouzivana rutigrpti piipraw hybridom.

In vitro byly fazované a nefuzované BMDCs kultivovany a jteiné pozorovany.

V kulturach se objevily neznameé utvary, rozpadagieipod vlivem trypsinizace a znovu se
utvarejici. Jsou fednetem dalSiho zkoumani. Frekvence vyskytu a rozmanitmrem byla
vyrazre vysSi u BMDCs po fuzi nez u kontrolnich BMDCs, far@e domnivame, Ze jejich
vznik je fuzemi vyrazé ovlivnén. Zda se jedna oudledek vzniku primamhtetraploidniho,
labilniho genomu, postupnsegregujiciho chromozomy a zda vzniklé Utvargdsv o
nastartovani maligni transformacg, naopak navozeni diferenciace, jeegnttem dalSiho
vyzkumu.

Oproti paivodnim gedstavam nebyly v kulturach nalezeny zadné znanégakni
expanze. Samotnou fuzi bikn tedy nepovazujeme za dostatg mechanismus
kancerogenezej@sto nelze pdit, Ze u transformovanych b&ékvyznamnou roli hrat rize.

In vivo byly buiky injikovany s.c. samicim inbrednich mysi. Po diéggenni inkubaci
byly mysi usmrceny a prozkoumany. V ndispichu se nenachazely Zzadné malignity, stejn
jako nebyly pozorovany abnormality v dalSich lotéadh (plice, srdce, jatra, ledviny, mozek,
slezina, geva).

In vitro aniin vivo experimenty neprokazaly tedy moznost, Ze by pouitiau bone
marrow-derived cells mohlo dojit ke vzniku tumode Zejmé, Ze je nutnd spoléast jeSt
dalSich faktol, nag. mutaci apod. Zakladni otazkou je, v jakém vztmow nase vysledky

k praci, zabyvajici se chromozomalnim zakladem kizmadoti (Duesberg a spol., 2005),
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ktera byla bezprosdnim vychodiskem naSi prace. Nami ji&t poznatky tuto hypotézu
nepodpdaily, alespdi ne v dosavadni forén snad podrohb#jSi analyza vznikajicich Gtvar
piinese podprna fakta, nebude-li se jednat naopak o vice difareané utvary. O vyvraceni
této hypotézy je rowt prediasné hoviit, neba@ u nadod ubikvitarre se vyskytujici

aneuploidie mze byt vysledkem jinych procgsnez jsme uvazovali my.

Pokus o alternativni figob &inné gipravy fuzovanych butk pies bugéné sféroidy
jako mezistupk ved| ke zjis¢ni pozoruhodné rezistentnosti BMDCs dspbeni trypsinu ale
predevsim ke zjighi, Ze deadheréni (&in trypsinu lze velice vyraznstimulovat pitomnosti
proteini v prostedi. Jak jsme zjistili, k pottani adherence BMDCs je nutnd kombinace
proteinového pro#tdi (FCS, BSA) a trypsinu, Byéto proteazy stéi malé mnozstvi.

Samotny trypsin na BMDCs nésobi ani v 1d M koncentrace. Samotné FCS
piipadre BSA pisobi opé&né, zvysuji adherenci - viz prvni bodyikek (nulovy trypsin) na
Obr.7 a Obr.8.

Tyto vysledky pl#& odpovidaji nadim pozorovanim (Zenka,iippaw), ziskanym fi
studiu melanomovych bgk B16-F10 stim, Ze trypsin byl schopen naruSit eadhci
melanomovych butk i v bezsérovém prasdi, ale pod vlivem FCS nebo BSA doslo k velmi
vyraznému zesileni jehaigobeni. Posun pozorovanychjedto oblasti nizSich koncentraci
trypsinu a jejich mohutSi pribéh souvisi pravébodobré s nizSim obsahem cadherimi
vysoce metastatickych béky jako jsou biiky B16-F10 (Novak a Trnka, 2005).

Tento jev by mohl byt vysdlenim pisobeni proenzymoterapie zalozené na
trypsinogenu (Novék a Trnka, 2005) resp. na trypgenu a chymotrypsinogenu (Kaiserova
a Zenka, Kalferstovd a Zenka, ¥igraw) na nadory a jejich metastazy. Ktomu je
samozejm¢ potreba, aby se proenzymy aktivovaly v miisadofi, resp. metastaz. Totbe
byt zajiS€no mnoha faktory, jednim z nich membraéaézany kathepsin B (Figarella et al.,
1988, Kobayashi et al., 1993), ktery je schopempsdinogen aktivovat. Vysledné zesileni
lok&lni proteolytické aktivity, zejména aktivity yfssinu v kombinaci s proteinovym
prostedim by vyraznym vlivem na inhibici adherence gk slalé se vazajicich nadorovych
burek mohlo ovlivnit fadu proces. Jako jeden z nétkZit¢jSich efekd by bylo mozno

povazovat moznost snizeni uchyceni metastaz.
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6. Zaver

 Byla zvladnuta technika izolace a kultivace &unkostni dené (bone

marrow-derived cells, BMDCSs)

* Byl optimalizovan postup fuze BMDCs pomoci polydémglykolu

* Po pisobeni polyethylenglykolu se v kulturach BMDCs efieifada fiznych
Gtvart, riznorodosti a mnozstvim se liSicich od kultur kdniah BMDCs.

Jejich podstata a mozny vyznam pro kancerogeneiélgestudovana

* Moznost vzniku naddrpouhou fazi bugk kostni deré (bone marrow-derived

cells, BMDCs) nebyla prokazéna
» Byl zjiStén velmi vyrazny stimuléni vliv proteini na schopnost trypsinu rusit

burg¢nou adherenci. Tento jev by mohl nalézt vyuZziii gotlatovani uchytu

metastaz v krevniecisti a byt vys¥étlenim (&inka proenzymoterapie
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