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Abstrakt

Ve své praci SOC jsem se zabyvala testovanim vlivu proteinu Trop-2 na citlivost cervikalnich
nadorovych linii k béZznym chemoterapeutikim. Trop-2 je transmembranovy glykoprotein
koédovany genem TACSTD?2, ktery zprostiedkovava signalizaci vapenatymi ionty. Poprvé byl
tento protein identifikovan u trofoblastickych bunék, invazivnich bun€k blastocysty. Trop-2
hraje vyznamnou roli v tumorigenezi, ovlivituje bunécnou proliferaci, migraci, sebeobnovu a
integritu bazalni laminy. ZvySend exprese Trop-2 byla asociovana se Spatnou prognozou a
zvySenym metastdzovanim u nckolika typti nadorii, jeho role vSak zistava kontroverzni.
Zatimco u plicnich adenokarcinomii a nadort dlazdicovych epitelti byla zjiSténa negativni
korelace mezi expresi Trop-2 a metastazovanim, piesné opacné vysledky byly pozorovany u
jinych epitelidlnich nadort jako naptiklad prostatickych, sttevnich, ovarialnich nebo prsnich.
Mnozstvi studii poukazuje na zévislost mezi funkci proteinu Trop-2 a mikroprostiedim
nadoru. Toto kontext-dependentni plsobeni muze vysvétlovat protichidné vysledky v
jednotlivych studiich. Porozuméni mechanismu, jakym Trop-2 ovliviiuje vyvoj nadoru, mize
vyustit k vyuziti tohoto proteinu jako prognostického markeru nebo terapeutického cile.
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Annotation

In this thesis, we tested the role of Trop-2 protein in the sensitivity of a cervical cancer cell
line to several chemotherapeutics. Trop-2 is a transmembrane glycoprotein, coded by
TACSTD2 gene. It regulates calcium signalling. Firstly, this protein was identified in
trophoblast cells, invasive cells in blastocyst. Trop-2 plays an important role in tumorigenesis,
it influences proliferation, migration, self-renewal and basal lamine integrity. Trop-2
overexpression was associated with bad prognosis and upregulated metastasis in several
carcinoma types, but its role stays controversial. While in lung adenocarcinoma and squamous
cell carcinoma, a negative correlation between high expression of Trop-2 and metastasis was
observed, exactly the opposite was documented in other epithelial cancer types, such as
prostatic, colon, ovarial or breast. Number of studies stress that the function of Trop-2 is
highly effected by tumor microenvironment. This contex-dependent function may explain
contradictory results in different experimental set ups. Understanding the mechanism behind
Trop-2 role in tumorigenesis, may result in its use as an prognostic marker on therapeutical
target.
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1 UvoD A CILE PRACE

Nédorové onemocnéni zvané cervikdlni karcinom je druhym nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim u zen. Situace se vyrazné zlepsila po zavedeni ockovani a plosného screeningu.
V poslednich letech probéhlo mnozstvi studii zabyvajicich se pozménénym mikroprostiedim
nadorovych bun¢k za ucelem zlepSeni prevence a terapie tohoto onemocnéni. Jednim
Z faktort ovliviiyjicich pochody nejen v karcinomu délozniho ¢ipku, ale obecné v nadorovych
bunkach, je pritomnost glykoproteinu Trop-2. Jeho role se u rtiznych typt karcinomi rizni.
Experimenty byly provedeny také s buiikami cervikalniho karcinomu se zvySenou expresi
tohoto proteinu. Napiiklad pii analyze vzorkli pacientek s cervikalnim karcinomem bylo
zjisténo, Ze se stoupajicim stddiem nemoci pfibyva proteinu Trop-2. A dalsi studie ukazala, ze
potlaceni exprese proteinu Trop-2 vede k inhibici proliferace bun¢k a ke zvyseni poctu bunck
podstupujicich bunécnou smrt.

Nejcastéjsim zptisobem 1écby rakoviny je chemoterapie. Hlavnim cilem prace je proto
otestovat citlivost bun€k se zvySenou hladinou proteinu plsobenim beézné pouzivanych
chemoterapeutik. Vedle vlivu chemoterapie budeme jesté zjistovat roli Trop-2 v proliferaci
cervikalni nddorové linie. Prace se bude didle zaméfovat na vliv proteinu na rychlost ristu
bunék a na jejich distribuci v bunééném cyklu. Vysledky poslouzi k objasnéni kontroverzni
role tohoto proteinu.

1.1 Cervikalni karcinom

Cervikalni karcinom, tedy karcinom délozniho ¢ipku, je naddorové onemocnéni postihujici
délozni hrdlo a zplsobujici nekontrolované déleni povrchovych bunék déloZniho Eipku.
Délozni hrdlo je oznaceni pro nejspodnéjsi ¢ast délohy spojujici délohu s pochvou. Délozni
hrdlo je iponem pochvy rozdéleno na dvé ¢asti, jednou z nich je délozni Cipek.

Sténa délozniho hrdla je pokryta sliznici (endocervix), ktera produkuje hlen. Cést &ipku
vyklenujici se do pochvy se nazyva ectocervix. Oba typy bunék mohou byt rakovinotvorné.
Jako transformaéni zonu oznacujeme oblast s buikami nejvice nachylnymi k rakovinnému
bujeni, jedna se o nejspodnéjsi ¢ast délozniho Cipku, na které probiha cervikalni screening
(Parkin et al., 2006).

1.1.1 Rizikové faktory

Pfi¢inou vzniku rakoviny jsou onkogenni virové papilomaviry HPV (celkové jich existuje
vice nez 100 typl, pohlavni organy postihuje cca 40 typu). Virus je pfenaSen predevSim
pohlavnim stykem, k infekci jsou nejnachylnéjsi mladé divky. Pokud nedojde k eliminaci
bun¢k nakazenych HPV imunitnim systémem, mize se z nich vyvinout prekanceréza a poté
zhoubny nador (Lorintz et al., 2002). Plosny screening se ve vyspélych zemich svéta provadi



béhem pravidelnych preventivnich prohlidek metodou PAP stéru/testu a vyrazné snizuje
incidenci i mortalitu (Holcomb et al., 2005).

K dalsim rizikovym faktorGm patfi imunodeficience (HIV infekce, dlouhodobé uzivani
steroidll, transplantace), uzivani hormonalni antikoncepce, koufeni nebo Spatnd vyziva
(Holcomb et al., 2005).

1.1.2 Incidence a mortalita pacientek s cervikalnim karcinomem

Celosvétove je nador délozniho kréku druhym nej€astéj$im nddorovym onemocnénim u Zen
(Parkin et al., 2006). Dle statistik se az 80 % divek a zen v prub&hu Zivota nakazi virem HPV.
Roéné je v CR diagnostikovano 1050 az 1100 piipadt rakoviny délozniho &ipku, piicemz
zhruba 350 — 400 Zen umira. Situace se vyrazné zlepsila po zavedeni ockovani proti rakoviné
délozniho ¢ipku, nejvyssiho efektu dosahuje ockovani pred zahajenim sexudlniho Zivota
(Dusek et al., 2005). V rozvojovych zemich tvofi karcinomy d€lozniho hrdla 15 % vSech
diagndz u pacientek s nadorem na rozdil od 3,6 % V rozvinutych zemich. V roce 2002 bylo
diagnostikovano 493 tisic novych piipadli této choroby, 83 % téchto pacientek pochazelo
z rozvojovych zemi. Nejvyssi incidence byla pozorovana v subsaharské Africe, Melanésii,
Latinské Americe nebo v Karibskych zemich (Obr. 1.1.) (Parkin et al., 2006).

<9.3 <162 B <22 B <3¢ B -ss

Obr. 1.1. Incidence cervikalniho karcinomu. Obrazek dokumentuje pocet nové
diagnostikovanych pacientek vroce 2002 na svét. Ciselny udaj odpovida podtu téchto
pacientek na 100 000 zen (Parkin et al., 2006).

8



1.2 Zakladni vyzkum cervikalnich karcinomi

In vitro metody (mimo t¢lo, ve zkumavce) nevyuzivaji napf. cela ziva zvifata, ale pouze ¢asti
organismil: nékteré bunky nebo tkané. Z etického hlediska jsou tyto metody pfijatelngjsi nez
prace s experimentalnimi zvitfaty. Déle jsou Casové méné narocné, pokud je pro testovani
potieba vice bun¢k, daji se snadno namnozit. Vyhodou prace s tkanovymi liniemi je i
moznost uchovavani/zamrazeni, coz u celych organismi mozné neni. Metody in vivo vyzaduji
testovani na zviratech a jsou velice nakladné a v mnoha ohledech naro¢né. Nespornou
vyhodou metod in vivo vSak zistava jejich klinicka relevance. Vysledky ziskané metodami in
Vitro je vzdy nutné ovéfit in vivo, maji-li byt zvazovany pro jejich klinicky vyznam (Masters
et al., 2000).

1.2.1 Cervikalni bunééné linie

Bunééné linie predstavuji téméf neomezeny zdroj bunék se stejnym fenotypem i genotypem.
V experimentalni praxi se tedy daji vyuzit pro testovani toxicity latek, vyznamu gend ve
vyvoji nadoru nebo jeho progresi a mnoha dalsiho (Masters et al.,2006).

Prvni vytvofenou buné¢nou linii byla linie HeLa, jednalo se o linii cervikalniho karcinomu.
HelLa je buné&¢na linie lidskych epitelialnich bunék izolovana v roce 1951 z nadoru délozniho
hrdla Henrietty Lacksové. Objeveni téchto bunék naplno odstartovalo biomedicinsky vyzkum
a uz vroce 1954 byla s jejich pomoci vyvinuta vakcina proti détské obrné€. O rok pozdé&ji se
staly prvnimi uspé$né naklonovanymi lidskymi buiikami, coz znamenalo pro tehdejsi dobu
velky pokrok, avSak dnes uZ tento postup nazyvame spiSe klonalni expanzi, tedy délenim
buniky za vzniku velkého mnozstvi identickych bunék. Nové vytvorena tkan se zacala
vyuzivat k testovani ucinka radioaktivity, virti a 1ékt. (Jana¢c M., 2016). Dodnes se vyuziva v
mnoha oborech od molekularni biologie po studium vlivu vesmirného prostiedi na lidské
buniky. Buiiky byly odebrany bez védomi Henrietty Lacksové Georgem Geyem, ktery zjistil,
ze na rozdil od normalnich bunék, které po izolaci pfezivaji pouze ne€kolik dnt, se bunky
HeLa chovaji odlisn€é. Maji schopnost neustidle se mnozit (d€li se rychleji i ve srovnani
S ostatnimi nadorovymi bunikami), coZ je zplUsobeno aktivaci telomerdz (enzymy schopné
zpétné prodlouzit telomery) (King et al., 2006).

Bunky linie C33A, ktera byla pouzita pro ptipravu této prace, patii mezi cervikalni karcinomy

s epitelialni morfologii. Pro praci byly zvoleny z diivodu nizké exprese proteinu Trop-2 (viz
3.1).

1.3 Trop-2

Trop-2 je transmembranovy glykoprotein kddovany genem TACSTD2, prochazejici skrze
membranu. M4 extracelularni, transmembranovou a intracelularni doménu, ktera


https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_linie&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Epitelov%C3%A1_tk%C3%A1%C5%88

zprostiedkovava signalizaci uvnitf buiikky (Pavsic¢ et al., 2015). Protein trop-2 je zapojeny do
cel¢ fady bunécnych signalizaci. Jednim z mechanismi, kterym zprostfedkovava pienos
signalu, je zvySeni koncentrace vapenatych iontd v cytosolu (Ripani et al., 1998). Jiny
mechanismus zahrnuje regulovanou intramembranovou proteolyzu, kdy dochazi ke $tépeni
proteinu Trop-2 za vzniku dvou produktl, odpovidajicich extracelularni a intracelularni
doméné, ktera se uvolituje z membrany a akumuluje se v jadie buniky (Stoyanova et a., 2012).

Pivodné byl tento protein identifikovan u trofoblastickych bunék, tedy bunék zajist'ujicich
vyzivu embrya a zahnizdéni embrya do d€lozni stény (Lipinski et al., 1981). Dnes je znamo,
ze je Trop-2 zapojen do fady dulezitych bunécnych procesii a signalnich drah, zasadné
ovliviluje procesy proliferace, piezivani a sebeobnovy, jak u normalnich tak u nadorovych
bunék.

™
(23 aa)

(26 aa) C L

Obr. 1.2. Struktura proteinu Trop-2. Protein se sklada z extracelularni domény (EC),
transmembranové (TM) a intracelularni domény (IC) (Pavsic et al., 2015).

1.3.1 Trop-2 a nadory

Byla zjiSténa vyrazné vyssi exprese proteinu Trop-2 U nadort Zaludku, plic, prsu, slinivky,
pankreasu a dalSich v porovnani s pfislusnou normalni tkani. V téchto studiich byl pozorovan
zrychleny bunécny rast a popsana korelace vysoké exprese proteinu Trop-2 se Spatnou
progndzou pacientii (Fong et al., 2008; Bignotti et al., 2010). U cervikalnich nadort také
dochazi k zvysené expresi proteinu Trop-2, ale v porovnani s normalni cervikalni tkani neni
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nartst markantni. |1 zde byl Trop-2 korelovan s krat§i dobou pfeZivani pacientli a obecné
s horsi prognézou (Stephan et al., 2011).

Vyse popsané studie daly zaklad pro testovani tohoto proteinu jako terapeutického cile,
specificky pro testovani protilatek proti Trop-2. Trop-2 je vysoce exprimovan v primarnich
nadorech a tato exprese jesté stoupd, pokud se jednd o metastazy, coz z néj déla atraktivni
potencialni cil pro zaméteni protinadorové terapie 1 u nemoci ve vyssich klinickych stadiich
(Cubas et al., 2009).

Role Trop-2 vSak zlstava kontroverzni. Ukazalo se, Ze exprese proteinu Trop-2 mize
v n¢kterych ptipadech tumorigenezi inhibovat, jak je tomu napf. u bun¢k adenokarcinomu
plic. Studie ukazala, ze uméle navozend vysoka exprese Trop-2 v tomto piipadé oslabuje
buné¢nou proliferaci a potlacuje tvorbu kolonii (Lin et al., 2012). Kompletni porozuméni
mechanismu vlivu tohoto proteinu na tumorigenezi je zasadni pro jeho piipadné pouziti jako
prognostického markeru nebo terapeutického cile.

1.4 Chemoterapeutika pouZivana v této praci

1.4.1 Cisplatina

Cisplatina byla objevena vroce 1972 jako prvni z cytostatik obsahujicich platinu, jeji
obdobou jsou oxaliplatina a karboplatina. Tyto platinové komplexy reaguji S DNA a
zapficinuji tvorbu mezifetézcovych a vnitrofetézcovych vazeb, ¢imz blokuji replikaci DNA,
inhibuji jeji syntézu DNA a tedy i dal$i bunéény rist. Tyto déje vedou k apoptoze, tj.
programované bunééné smrti. Cisplatina je nespecifickd pro bunéény cyklus, mize ovlivnit i
buiky ve fazi Gg. Platinova cytostatika se pouzivaji k terapii celé fady nadorovyvh
onemocnéni, v ¢etn¢ ovarialnich, cervikalnich a testikularnich karcinomii, melanomd,
lymfomt a dalSich (Apps et al., 2015).

HN  ©

ﬁ
Cisplatin

Obr. 1.3. Cisplatina (cis-diaminodichlorplatina) a jeji vazba na DNA (Wang et al., 2005).
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1.4.2 Taxol

Taxol (obchodni nazev) neboli Paclitaxel se pouziva jako cytostatikum K terapii ovaridlnich,
prsnich, pankreatickych a dalSich nadora. Taxol byl puvodné izolovany ztisu
zapadoamerického (Taxus brevifolia) a jedna se o mikrotubularni inhibitor. Jeho ptisobenim
tedy dochazi K naruSeni dynamické funkce déliciho vieténka béhem déleni buiky,
mikrotubuly nemohou depolymerizovat (tj. zkracovat se a pfitahovat chromozomy k polim
bunky), coz vede k blokaci pfechodu mezi metafazi a anafazi béhem mitdzy, inhibici mitézy a
nasledné indukci apoptozy v Sirokém spektru nadord. V soucasné dobé probiha intenzivni
snaha o zvySeni u¢innosti taxolu kombinacni 1é¢bou. Testovan je v kombinaci se silibrinem
nebo etoposidem, latkami taktéz vykazujicimi protinddorové tcinky. Dalsi strategii je vyroba
nanocastic, jejichz soucasti je taxol (nebo jiné chemoterapeutikum). Vyhoda téchto nanocastic
spociva v presnéjsi ,dopravé® 1éku k nddoru, vétsi efektivité a méné zadvaznym vedlejSim
ucinklim (Priyadarshini et al., 2012).

Obr. 1.4. Taxol

1.4.3 5 Fluorouracil

5 fluorouracil (5FU) se pouziva pii lécbé Sirokého spektra solidnich nadorG. Je to
pyrimidinovy antimetabolit, pfesnéji analog uracilu. 5FU pisobi béhem S faze bunétného
cyklu, inhibuje DNA syntézu, coz vede k zastaveni bunééného déleni a rlstu. Blokuje nékteré
bunécné enzymy potiebné k vytvaieni stavebnich kamenti DNA. Navic zasahuje do syntézy
DNA a RNA, zabudovava se totiz misto uracilu do RNA. Jako predesié dve latky je na WHO
Model List of Essential Medicines. Podava se injekci do zily nebo infuzi (Focaccetti et al.,
2014).
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Obr. 1.5. 5 Fluorouracil

Popsana tii chemoterapeutika byla pro praci vybrana pro jejich klinicky vyznam, kdy vSechny
titi patii k hojné¢ predepisovanym Iékiim na Siroké spektrum riaznych solidnich nédort.
Druhym ditvodem pro vybér téchto tii konkrétnich latek, byl jejich rozlicny mechanismus
pusobeni na nadorové bunky.
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2

MATERIAL A METODY

2.1 Kultivace/pasazovani bunéénych linii

Postup:

Bunécné linie se kultivuji v termostatu na kultivacni misce pfti teploté 37°C, pH musi byt
konstantni a 5 % CO, v atmosfére.

Pasazovani se provadi 3x tydn¢ dle rychlosti riistu jednotlivych linii. Z kultiva¢nich misek
se odsaje rastové médium, buiiky se promyji roztokem 1xPBS.

Od podkladu kultiva¢ni misky se bunécné kultura uvoliuje roztokem Trypsin-EDTA.
Potfebna ¢ast uvolnéné bunécné suspenze se prenese do nové kultivacni misky s Cerstvym
médiem.

2.2 Stabilni transfekce bunék C33A lipofekci

Nasim ukolem bylo zaclenit plazmid se sekvenci Trop-2 do DNA nadorovych bunék. Tento

proces je velice nasilny, v zdsad¢ existuji 2 zplsoby, jak to provést:

1.

14

ELEKTROPORACE:

Buiky (napt. nddorové) se smichaji s DNA — pusti se elektricky vyboj o vhodné sile, ktery
perforuje membrany bunék. Témito otvory DNA vstoupi do bunék. Problém této metody
spociva ve velké umrtnosti bunék, ale je velmi G¢inna.

LIPOFEKCE:

Béhem inkubaéni doby vytvofi lipofektamin a plazmidy ve smési micely (lipofektamin
obali plazmidy). Vznikne tzv. transfekéni smés, kterd je nasledn¢ inkubovana s buitkami.
Lipofekci jsme vybrali, protoze je Setrnéjsi k bunkam.

Plazmidy bez TROPu slouzi jako Plazmidy s vlozenym TROPem
kontrolnivektory



rezistence .
rezistence

Pridame lipofektamin,
20" inkubace—> tvorba micel

 —
W nadorové buriky s ristovym médiem

Obr. 2.1. Transfekce bunék C33A

Roztoky:
Lipofectamine™ 2000 Transfection reagent (Invitrogen)

Zasobni roztok G418 (Geneticin, Invitrogen) 100 mg/ml v PBS
Opti-MEM (Gibco)
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Postup:

1x10° bunék nasadime na 5ml kultivaéni misky a kultivujeme 24 hodin pfi teploté 37°C a
5 % obsahu CO, v atmosféie.

Do 400 pl média Opti-MEM ptidame 4 pug plazmidové DNA, lehce promichame.

Do stejného objemu média Opti-MEM pieneseme 4 ul lipofekéniho cCinidla
Lipofectamine ™2000, lehce promichame.

Smichame obsahy obou zkumavek, ziskame tak smés média, plazmidové DNA a
lipofek¢niho ¢inidla, lehce promichame a inkubujeme pfi laboratorni teploté 15 minut.
Transfek¢ni smés nakapeme na bunky a inkubujeme 24 hodin pii 37°C v 5 % CO,.

Po 24 hodinach odsajeme médium s transfekéni smési, nahradime ho Cerstvym rastovym
médiem a zahdjime selekci stabilnich transfektanti pomoci antibiotika G418 (kone¢na
koncentrace 600 pg/ml), tim se zbavime bun¢k s nezaclenénym plazmidem (= bunék, do
kterych se nepodafilo zaclenit Trop-2 nebo prazdny vektor CMV).

2.3 Izolace jednotlivych klonti metodou limitniho zi'edéni

Postup:

Postupnym fedénim si pfipravime buné€cnou suspenzi o koncentraci 2 bunky/ml.

Do 96 jamkové klonovaci desticky nakapeme 200 pl pfipravené suspenze (tj. 0,4
bunék/jamka).

Inkubujeme pti 37°C/5 % CO; a sledujeme rist jednotlivych klont.

Po 10-14-ti dnech (dle rychlosti ristu jednotlivych klonti) pfeneseme rostouci buniky na
kultiva¢ni misky a pfidame selek¢éni €inidlo.

2.4 Analyza hladiny proteinu Trop-2

Postup:
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Nasadime buiiky o koncentraci 0,3x10%/ml 6well jamku do kompletniho média. Buiiky se
kultivuji pti 37°C/5 % COs,.

Druhy den se bunky sklidi roztokem EDTA v PBS.

Buiky se centrifuguji 1200 rpm/5 min.

Pelet rozsuspendujeme ve 40 pl PBS s primarni protiladtkou proti Trop-2 (fedi se 1:50).
Inkubace 30 min/4°C



Oplachneme 2x3ml roztoku 1xPBS, centrifugujeme

Rozsuspendujeme pelet ve 100 pl sekundarni protilatky v PBS (1:500).

Inkubace 30 min/44°C

Oplachneme 2x3ml roztoku 1x PBS, centrifugujeme. Intenzitu fluorescence méiime
Vv roztoku ledového 1xPBS na pritokovém cytometru.

2.5 Stanoveni prolifera¢ni aktivity — porovnani ristovych krivek

Postup:

Nasadime buitky o koncentraci 0,8x10%/ml 12well do kompletniho média. Buiky se
kultivuji pii 37°C/5 % CO..

V intervalech 24h, 48h, 72h spocitdme pocet bunck sklizenych z jednotlivych misek
pomoci CasyeRT. Pocitame bunky wt (wild type, bez vektoru), CMV (s prazdnym
vektorem), 3 klony nadorovych bunék, oznacenych 1, 10 a 12 (vSechny se zvySenou
expresi Trop-2).

2.6 Stanoveni viability metodou pritokové cytometrie

Roztoky:

Propidium jodid (PI) — koncentrace 500 pg/ml (Sigma Aldrich)

Postup:
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Na kultivaéni misky nasadime 1x10° bunék/12ml well jamku, inkubujeme 24h/37°C/5 %
CO..

Ptidame pfislusné varianty latek testované na schopnost indukovat bunéfnou smrt.
Inkubujeme pti 37°C/5 % CO; potiebnou dobu.

Bunky sklidime roztokem trypsin-EDTA.

Jelikoz mrtvé buniky volné plavou a budeme je barvit fluorescen¢ni latkou, centrifugujeme
je 1200 rpm/5 min.

Pelet resuspendujeme v 0,5 ml IxPBS, pridame Pl (propidium jodid) do vysledné
koncentrace 1 pg.

Cetnost zivych a mrtvych bungk stanovime jako intenzitu fluorescence na priitokovém
cytometru, analyzu dat provadi software BD FACSuite.



2.7 Barveni bunék krystalovou violeti

e Bunky pfipravené stejné jako v protokolu popsaném vySe (2.6.) jsme zbavili média a
fixovali je ledovym methanolem a pievrstvili roztokem krystalové violeti.

e Barveni probihalo 20 minut pfi pokojové teplot¢.

e Poté byl roztok odpipetovan a misky byly oplachnuty od zbytki krystalové violeti vodou.

e Po dikladném vyschnuti pfi laboratorni teploté¢ byly bunky lyzovany 10% kyselinou
octovou a nasledné¢ byl pocet zZivych bunc¢k hodnocen spektrofotometricky na ELISA
readeru pii vinové délce 560 nm.

Obr. 2.2. 12-ti jamkova desticka

2.8 Stanoveni buné¢ného cyklu prutokovou cytometrii

Zmény V bunécném cyklu bun¢k lze sledovat analyzou obsahu DNA v bunkach po obarveni
propidium jodidem pomoci pritokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid je
interkalujici barvivo, které se vaze k DNA a po ozafeni svétlem o vinové délce 488 nm
emituje zafeni (> 560 nm). MnoZstvi navazaného barviva je imérné mnozstvi DNA v buiice.
Z jednoparametrové analyzy fluorescenéniho signalu propidium jodidu je mozné urcit obsah
DNA v buiikach a tim 1 fazi bunééného cyklu, ve které se nachazeji.

Postup:

e Adherentni bunky CT26 prevedeme trypsinizaci do suspenze, spocitame. Nasadime na
5ml misky v koncentraci 1x10°/ml.

e Po 48 hodinach odsajeme médium, sklidime bunky trypsinem, centrifugujeme 500g/5
min.
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Pelet rozsuspendujeme v 0,5 ml PBS a ptikapeme 4 ml vychlazeného 70% etanolu,
fixujeme min. 30 minut v 4°C.

Centrifugujeme 5009/5 min, odsajeme supernatant, promyjeme 4 ml 1xPBS,
rozsuspendujeme ve Vindelové roztoku (obsahuje proprium jodid a RNazu).

Barvime 30 min, 37°C, ve tme.

Mnozstvi DNA analyzujeme pritokovym cytometrem.



3 VYSLEDKY

3.1. Priprava derivati bunék C33A stabilné exprimujicich Trop-2

Nasim cilem bylo pfipravit derivaty linie C33A se zvySenou hladinou proteinu Trop-2.
Vychozi, matetska linie (wt) vykazuje nizkou hladinu tohoto proteinu. Abychom dosahli
zvyseni exprese Trop-2, transfekovali jsme buiiky C33A expresnim vektorem hTrop-2 nebo
prazdnym vektorem CMV jako kontrolu, zda ptipadny sledovany efekt neni dasledkem
piipravy bun¢k. Oba vektory poskytuji transfekovanym buikam rezistenci ke geneticinu
(G418). Po transfekci jsme buiiky 14 dni selektovali v médiu obsahujicim G418 (600 pg/ml).
Timto zplsobem jsme ziskali smiSenou populaci buniek stabilné exprimujici Trop-2 nebo se
stabilné zaClenénym prazdnym vektorem. Metodou limitniho fedéni jsme ziskali nckolik
klonti bun¢k C33A, ty byly potteba otestovat na hladinu proteinu Trop-2 (3.2.). Divodem pro
pripravu klonl je fakt, Ze ve smésné populaci po selekci se mezi jednotlivymi bunikami
hladina proteinu naseho zajmu vyrazné li§i. Mohlo by se tedy stat, Zze z davodu
nerovnomérného déleni bunék, by se postupem casu exprese proteinu Trop-2 velmi zménila
nebo dokonce vyftedila.

3.2.  Detekce Grovné exprese Trop-2 v pripravenych klonech

Zménu Urovné exprese jsme testovali na urovni proteinu pomoci barveni primarni protilatkou
proti Trop-2, sekundarni fluorescenéné znacenou protilatkou a detekci povrchového proteinu
na pritokovém cytometru. Touto metodou jsme vybrali 3 klony s nejvyssi expresi proteinu
Trop-2, které byly pouzity v dalSich experimentech. U kontrolni linie cmv je hladina Trop-2
srovnatelna s vychozi linii C33A wt.
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Obr. 3.1. Hladina proteinu Trop-2 méfena pritokovym cytometrem. Primarni protilatka proti lidskému proteinu Trop-2 (FAB650A, R&D
Systems) se vaze na povrchovy protein Trop-2. Po inkubaci s fluorescenéni sekundarni protilatkou mizeme nepiimo detekovat expresi tohoto
proteinu. Matefska linie C33Awt a linie s prazdnym vektorem cmvl téméf nevykazuji vazbu s protilatkou proti Trop-2. V piipadé klont
hTROP1, 10 a 12 se podafilo dosahnout zvySeni exprese cilového proteinu. Tyto klony byly vybrany pro dalsi experimenty.
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3.3.  Stanoveni vhodné koncentrace chemoterapeutickych latek pro testovani na
linii C33A

Tento experiment slouzil k vybéru spravné koncentrace taxolu, SFU a cisplatiny. Testované
latky o riznych koncentracich jsme inkubovali s bunkami C33A 48h/37°C/5% CO,, Poté
jsme buiiky sklidili a obarvili propidium iodidem. Latkou, ktera pronikd pouze do mrtvych
bunék. Umrtnost jsme stanovovali na pritokovém cytometru. Nejprve jsme pomoci parametri
velikosti (FSC) a granularity bun¢k (SSC) cytometr vhodné nastavili (Obr. 3.2.). Poté jsme
pomoci fluorescen¢niho detektoru PE-A (Phycoerytrin-Area) hodnotili intenzitu propidium
iodidového signalu, tedy mnozstvi mrtvych bunék. Signal zivych a mrtvych bun¢k byl poté
oddélen gatem P2, bunky intenzivné&ji svitici pod P2 jsou mrtvé (Obr. 3.3.).

FSC ... ptimy rozptyl
SSC ... bo¢ni rozptyl

PE-A ... fluorescence

1000 - C33Awt - AllEvents . C33A-P1
P1 . 50
50
00 700
2.45%
1=
5
]
o
100
50
Pz |
I
150 200 250 0
x1000 0 10 108 ot 10
F5C-A 5038, 145 PE-A

Obr. 3.2. Nastaveni cytometru pro metfeni mortality bunék C33A
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Statistics
FSC-A SEC-A
Grandparent M M
Hame Events - % % Total
C33A:P2 179 245 1.7% 1.7% 102,013 62,393
tax lug/mk:P2 1,524 78 21 15.26 1526 97,188  B8,182
tax Jug/mb:P2 1,664 16.64 1664 96,956  £7,535
tax Sugfml:P2 1,919 39,46 1219 19.1% 98,522 105,704
AFU S0ug/mil:F2 360 4 B8 3.50 3.50 E2,488 73,198
5FU 100ug/mil:P2 w3 G4 3.89 389  BLAT0 69,624
5FU 150ug mi: P2 463 =Xl 4.63 4.63 83,940 67,134
BFU 200ug  mil: P2 488 9.32 4.88 488 BE1,46% 65,915
cddp 10uM:PZ 1,431 15.03 14.31 14.31 91,407 73,643
cddp 25uM:PZ 1,817 1 18.17 18.17 92,576  T1,037
cddp 37.5uM:P2 2,080 .80 2080 93,149 71,818
cddp S0uM:FZ  Z,64% 3601 649 2649 96,248 70,634

Obr. 3.3. Grafy znazornujici mortalitu bunék C33A po vybranych koncentracich latek. Pro
taxol byla zvolena koncentrace 3ug/ml, pro SFU 100 pg/ml a pro cisplatinu (cddp) 37,5 uM.
V piipad¢ SFU nedoslo k vyraznému ovlivnéni viability ani jednou z pouzitych koncentraci,
buné¢k vsak bylo o mnoho méné, rozhodli jsme se tedy proto pro jiny zptisob detekce pisobeni
této latky (viz dale).
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3.4. Stanoveni vhodné koncentrace chemoterapeutickych latek pro testovani na
linii C33A — hodnoceni pomoci barveni krystalovou violeti

Toto hodnoceni bylo zvoleno jako doplikové, zejména pro hodnoceni vlivu SFU na naddorové
buitky C33A (viz. 3.3).

detekce

absorbance
C33A wt (570 nM)
kontrola 0,974
tax lug/ml 0,322
tax 3ug/ml 0,291
tax 5ug/ml 0,271
5FU 50ug/ml 0,424
5FU 100ug/ml 0,328
5FU 150ug/ml 0,247
5FU 200ug/ml 0,242
cddp 10uM 0,522
cddp 25uM 0,306
cddp 37,5uM 0,233
cddp 50uM 0,169

Obr. 3.4. Tabulka znazornujici koncentrace latek vybrané (zluté zvyraznéné) pro testovani
krystalovou violeti.

3.5.  Analyza vlivu proteinu Trop-2 na mortalitu po vybranych
chemoterapeutickych latkach

Cilem tohoto experimentu bylo stanovit umrtnost jednotlivych kloni po piidani
chemoterapeutik. Pouzili jsme linii C33A bez ptidaného vektoru (wt), jeden klon s prazdnym
vektorem a zbylé tfi s navySenou hladinou proteinu Trop-2. Buiiky byly inkubovany s latkami
o koncentracich vybranych pomoci testu popsaného v kapitole 3.3. po dobu 48h, sklizeny a
analyzovany na pratokovém cytometru. Primérné hodnoty ze Ctyf nezavislych méteni jsou
vyobrazeny v grafu 3.5.
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Obr. 3.5. Mortalita bunék C33A po ptsobeni chemoterapeutik. Pisobeni taxolu a cisplatiny
jsme vyhodnotili prostfednictvim t testu, ktery nezaznamenal statisticky vyznamné rozdily
pusobeni vzhledem k hladiné proteinu Trop-2 na hladiné vyznamnosti p<0,05. Chybové
usecky znazoriuji smérodatnou odchylku.

3.6.  Analyza vlivu proteinu Trop-2 na mortalitu po vybranych
chemoterapeutickych latkach — hodnoceni pomoci barveni krystalovou violeti

Tato jednoduchd metoda neumoziiuje analyzovat piesny pocet mrtvych bun€k, pro nase
potieby v pfipadé SFU je vSak velice vhodnd, protoZze pomoci ni miZeme zméfit celkovy
pocet zivych bunck. Analyzuje tedy i zmény v rychlosti rastu. Linie C33A patii mezi
adherentni nadorové linie, zivé bunky jsou tedy pfilepené ke dnu kultivaéni misky, mrtvé
plavou v médiu. Pied samotnym barvenim bylo proto potfeba médium odsat a bunky fixovat.
Pocet zivych bunék je hodnocen spektrofotometricky na ELISA readeru pii vinové délce 560
nm. Vys§i intenzita signdlu odpovidd vétSsimu poctu zivych, sedicich bunék. Primérné
hodnoty ze tfi nezavislych opakovani jsou zobrazeny v grafu 3.6.
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Obr. 3.6. Mnozstvi zivych bunék C33A po pusobeni chemoterapeutik. Pisobeni vsech tii
latek jsme vyhodnotili prostfednictvim t testu, ktery nezaznamenal statisticky vyznamné
rozdily puisobeni téchto latek vzhledem k hladiné proteinu Trop-2 na hladin€ vyznamnosti
p<0,05. Chybové usecky znazoriuji smérodatnou odchylku.

3.7. Analyza vlivu proteinu Trop-2 na proliferaci bunék C33A

Timto experimentem jsme chtéli ovéfit, zda ma protein Trop-2 vliv na rychlost riistu bunck
C33A. Jednotlivé varianty linie C33A byly nasazeny o stejném poctu a rlstova kiivka byla
pfipravena analyzou poctu bunck po 24, 48 a 72 hodinich. Primérné hodnoty ze tii
nezavislych experimentti jsou zobrazeny v grafu 3.7.
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Obr. 3.7. Graf ukazuje poc¢et bun¢k zméfeny v jednotlivych ¢asovych intervalech 24, 48 a 72
hodin. Nejvétsi zména v poctu byla pokazdé zaznamenana po 48 hodinacha nasledné po 72
hodinach. Ukazalo se, ze bunky se zvySenou expresi proteinu Trop-2 maji tendenci rust
rychleji. Vlozeni prazdného vektoru ma spis lehce negativni efekt na rist bunck. Statisticky
vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,05 je oznacen *.

3.8. Analyza vlivu proteinu Trop-2 na distribuci bunék v bunééném cyklu

Vzhledem ke zjisténi, ze buiky C33A se zvySenou hladinou proteinu Trop-2 rostou rychleji,
nas zajimalo, zda je tento rozdil dany jinou distribuci bun€k v bunééném cyklu. Bunécny
cyklus se sklada z faze G1, postmitotické faze, kde je mnozstvi DNA 2n. Dale S faze, kdy
dochazi k doreplikovani DNA, ve fazi G2, kterd pifedchazi samotné mitdze, je tedy mnoZstvi
DNA 4n. Pro detekci jednotlivych fazi jsme vyuzili fixace bunék, ktera umozni proniknuti
barviva propidium jodid do vSech buné€k. Intenzita propidium jodidového signadlu po obarveni
tedy odpovida mnozstvi DNA v buiikdch. Pro samotnou analyzu jsme opé€t vyuzili pratokovy
cytometr. Ukazka typické kiivky bunééného cyklu jakoz i primérmé hodnoty ze tii
nezavislych opakovani jsou uvedeny na obrézcich 3.8. a 3.10.
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Obr. 3.8. Typicka ktivka bunétného cyklu po vizualizaci mnozstvi DNA na pritokovém
cytometru ukazuje fazi G1 (2n), fazi S a faze G2/M (4n), které od sebe nejsme schopni odlisit.
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Obr. 3.9. Schéma bunééného cyklu
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Bunéény cyklus ma 4 faze:
Gl, Sa G2 (souhrnné
oznacované jako interfaze) a
M (mitoticka faze). Béhem M
faze dochazi k bunéénému
déleni: nejdiive se rozdéli
jadro (mitéza) a poté cela
buika (cytokineze).
Nasleduje G1 faze (z angl.
gap = mezera) béhem niz
buitka bud’ roste nebo muze
ptejit do klidové GO faze.
V S (syntetické)  fazi  se
zdvojuje DNA (pocet
chromozomt). V G2 fizi
dokonCuje bunka rist a
pfipravuje se na déleni v M
fazi.
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Obr. 3.10. Graf znazoriuje pocet bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Ukazalo se,
7e buiiky se zvySenou hladinou proteinu Trop-2 maji vétsi procento bun€k ve fazi G2/M, coz
koresponduje se zjisténim, ze tyto buniky rostou rychleji. Vlozeni prazdného vektoru nema
zadny efekt na rozloZeni bunck v bunééném cyklu. Statisticky vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti p<0,05 je oznacen *.
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4 DISKUZE

Rada védeckych praci ukézala, ze se Trop-2 chova jako onkogen, tedy jeho exprese vede
k vy$§i tumorigenit¢ a invazivit¢ nadorovych bun¢k. Pii analyze vzorkli pacientek
s cervikdlnim karcinomem bylo zji§téno, Ze se stoupajicim stddiem nemoci pfibyva proteinu
Trop-2 (Liu et al., 2013). Déle bylo zjisténo, ze potlatenim exprese Trop-2 u cervikalni
nadorové linie CaSki vede kinhibici proliferace téchto bunék a navySeni bunék
podstupujicich apoptézu. Hypoteticky by se tedy Trop-2 mohl stat v budoucnu vhodnym
cilem pro biologickou 1écbu cervikalnich nadorii (Liu et al., 2014).

V naSich experimentech byla potvrzena role proteinu Trop-2 V proliferaci cervikalni nadorové
linie C33A. V porovnani s normalni linii rostou buiiky se zvySenou expresi proteinu Trop-2
vyrazné rychleji. Zajimavé bylo zjisténi vlivu prazdného kontrolniho vektoru na proliferaci
bungk, kterou inhibuje. Nas vysledek byl potvrzen nasledujicim experimentem, kterym jsme
zjistovali, jestli je rychlejsi rist bun¢k se zvySenou hladinou proteinu Trop-2 dan jinou
distribuci bun¢k v bunééném cyklu. Vyuzitim barviva pronikajiciho dovnitt kazdé buiky a
vazicitho se na molekuly DNA se ukdzalo se, Ze tyto buiikky opravdu obsahuji vice bunék
Vv Go/M fazi (u téchto bunék byl detekovan nejsilnéjsi PI signal) nez buiky normalni linie.
Tato naSe pozorovani jsou ve shod¢ se zjisténim Liu a dalsich (Liu et al., 2013). V jejich
studii bylo popsano, Ze vysoka exprese Trop-2 koreluje s vysokou mirou proliferace u
cervikalnich nadorovych linii. Do budoucna by bylo velmi zajimavé objasnit mechanismus,
jakym u téchto nadort Trop-2 proliferaci ovliviiuje.

Lécba rakoviny se v dnesni dobé ve vétsiné pripadi neobejde bez chemoterapie — vpravovani
toxickych chemoterapeutik do organismu. Nasim dal§im cilem bylo proto otestovat citlivost
bun¢k se zvySenou hladinou proteinu Trop-2 na chemoterapii. Za ucelem ziskdni co
nejobjektivngjsich vysledkli jsme vybrali tfi velice Casto pouzivana chemoterapeutika
Sriznym mechanismem plsobeni na nadorové buiky. Prvnim ze dvou provedenych
experimentti jsme stanovili mortalitu bunék. Protein Trop-2 zde po pisobeni chemoterapeutik
ani v jednom piipadé vyznamné neovlivnil umrtnost bunék. Protoze jsme pridanim jednoho
z chemoterapeutik nezaznamenali vyraznou zménu v poctu bunék, provedli jsme analyzu
vlivu proteinu méfenim viability bunék metodou barveni krystalovou violeti. Vysledky tohoto
experimentu vsSak taktéz nevykazovaly rozdil mezi mnozstvim zivych bunék u vzorkd se
zvySenou expresi Trop-2 a vzorku kontrolnich. Obé metody ukazaly, Ze pfitomnost proteinu
Trop-2 nijak zasadné neovliviiuje chovani bun¢k béhem plisobeni téchto latek.
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5 ZAVER

Tato prace se vénovala analyze role proteinu Trop-2 na citlivost cervikalnich nadorovych
bunék linie C33A k protinadorové terapii a vlivu na rust téchto bun¢k. Byly pfipraveny klony
se stabilni vysokou expresi proteinu Trop-2, které poslouzily jako vhodna platforma pro dalsi
analyzy. AC nebyl pozorovéan signifikantni rozdil v citlivosti bun€k s nizkou a vysokou
expresi Trop-2 na zadné pouzité cytostatikum, bylo pozorovano, ze bunky s vyssi hladinou
proteinu Trop-2 rostou vyrazné rychleji. Do budoucna by bylo zajimavé naSe méfeni
zopakovat na dalsich buné¢nych liniich, abychom piedesli bunééné specifickému efektu (tj.
nameétend data jsou platnd pouze u danych bun€k). Mohlo by tak byt dosazeno potvrzeni role
Trop-2 v aktivaci proliferace a v rychlej$im prichodu bunéénym cyklem.
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