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Anotace

MIlécna Zlaza je organ, jehoZz vyvoj probihd prenatilné i postnatilné. Je tvofeny epitelem a
stromatem a interakce mezi nimi hraji dillezitou roli pfedev§im v postnatdlnim vyvoji mlécné
zlazy. Faktory ovlivilujici rGst a vyvoj mlééné Zlazy po narozeni zahrnuji také rodinu
fibroblastovych ristovych faktorti. Fibroblastovy rdstovy faktor 2 je znam svou funkci v
procesu vétvici morfogeneze, kde indukuje vétveni epitelu v obdobi puberty, role ostatnich
rustovych faktorii ve vyvoji mlééné Zlazy vSak zatim nebyla objasnéna. Tato prace se
zaméfuje na studium vlivii fibroblastovych ristovych faktori na epitel mlééné zlazy

s vyuzitim 3D bunéénych kultur.

Klicova slova

mlécnd zlaza; FGF signalizace; vétvici morfogeneze; organoidy, 3D bunééné kultury
Annotation

The mammary gland is an organ, the development of which occurs both prenatally and
postnatally. It is composed of epithelium and stroma and the interactions between them play
an important role particularly in the postnatal stage of mammary gland development. The
factors influencing the growth and development of the mammary gland include the fibroblast
growth factor family. The fibroblast growth factor 2 is known for its function in the process of
branching morphogenesis by inducing branching of the epithelium in the puberty, however,
the role of the other growth factors in the mammary gland development has not yet been
clarified. This work is focused on the study of the effects of the fibroblast growth factors on

the mammary gland epithelium using 3D cell cultures.

Key words

mammary gland; FGF signaling; branching morphogenesis; organoids, 3D cell cultures



VO 1ot 7
L. TEOTCHICKY TIVOQ ..coutieiiieiieeie ettt ettt et e et e e s e st e ebeeenneenes 8
1.1. MIECna 714za a Jeji StIUKLUTA ...cccvveieiiieeiiiecie et e e seaee e 8
1.2. Prenatdlni vyvo] MIECNE ZIAZY .....ccceeeuiiiiiiiieeiieeeeeeeee et s 9
1.3. Postnatalni vyvo] MIECNE ZIAZY ........cccueeriiiiiiiiieieeie et 10
1.3.1. Puberta @ dOSPEIOST .....uveiieeiieeiiieeiie ettt ae et e e s rae e e e ree e 11
1.3.2. Gravidita, laktace a INVOIUCE ...t 12

1.4. Ristové faktory mIECNE ZIAZY .........coeviiiiiiiiiiiiiecieee e 13
1.4.1. Fibroblastoveé ristove faKtOTY .......cceeecuiieeiiiieiiie ettt 13
1.4.2. Struktura FGEFR ....c.oooiii et 14
1.4.3. Signalizace FGF ......ccccoooiiiiiiiiiiiceece ettt et sbaesaee e 15
1.4.4. Role signalizace FGF ve vyvoji mIécné ZIAzy..........cccceviiiniiiiiiiieiiieiecieee 17

1.5 3D KUITULY coniee ettt et ettt e b et e ente st et e eneenaeenes 18

2. IMEEOAY ..ottt et et e et e e ettt e e e e e et e e e beeeanbeeennbeeennbeeennaeeenns 20
2.1, OdbEr MIEENYCh ZIAZ ..ottt 20
2.2. lIzolace primarnich organoidi mIE€ENE ZIAZY ...........cccuveeiviieiiiieeiiieeie e 20
2.3, Vytvoreni 3D KUIUT .....oooiiiiiiece et e e 20
2.4, MikroskOpiCKeE fOCENT.......eeiiiiiiieiieiiecie et e ees 21
2.5. FiXaCe OTZANOIAUL...cuuiiiuiiitieiie ettt ettt ettt et e et e e beesaneenaeeens 21
2.6. Obrazova analyza organoidll ..........cccueeeriieeriieeiiee et eee e aee e e e e e e 21

B VYSIEAKY .ttt ettt e ae e e ae e taeenbeeaaaens 23
3.1. VI1iv FGF2 na fenotyp organoidil............cceecuieiiieiiienieiie et 25
3.2. VIiv FGF1 na fenotyp organoidil..........c.cccecueeeriieeiiieeiiie e eieeecieeeeieeeeveeesevee e 27
3.2.1. Kombinace FGF1 a FGF2 .......ccooiiiiiiiiiieeeeeeeee e 27

3.3. VI1iv FGF7 na fenotyp organoidil.............ceecuieiuieriiienienieeiieeeeiee et 30
3.3.1. Kombinace FGF7 a FGF2 .......ccooiiiiiii e 30

3.4. VI1iv FGF10 na fenotyp organoidll...........ccccueeeieeiienienieeiieeieeriee e esiee e eseeesveesnee e 32
3.4.1. Kombinace FGF10 a FGF2 .....ccccoooiiiiiiiiiiiiceeceteeee e 33

3.5. VI1iv HGF na fenotyp organoidill..........cccceruiiiiiiniieiienieeieee e 35



3.5.1. Kombinace HGF a FGF2. ... 36

3.6. VIiv FGF9 na fenotyp organoidil..........ccceeecveeeriieeiiieeiiie e 39
3.6.1. Kombinace FGFO a FGF2 .......cccoiiiiiiiiiiieeeeeeee e 39
3.6.2. Kombinace FGF9 a HGF.........cccooiiiiiiiiiiieeee e 43

A DISKUZE ..ttt et e b e h e ettt e bt e et e e beenatean 46
ZLAVET .ttt ettt et h ettt a ettt eeh e e bt e a e e et et e en e e eh e e bt ente et e e beenteeneeteentenaeen 49
SEZNAM PrAMEINTUL....eeiuiieniieeiiieitie ettt et eeste et e ete e bt e stteebeesseeebeessaesnseesseesnseenssesnseenseesnseenses 50



Uvob

Mlécna 7l4za je unikatni orgdn savci, tvofeny epitelovymi kanalky vnofenymi do tukového
polstate. Jeji vyvoj je zapocat jiz pred narozenim, ale velk4 cast probihd az po narozeni
jedince. Zejména v obdobi puberty dochéazi v mlééné zlazy plisobenim hormonti k masivnim
zménam v architektufe mlécné Zlazy. Epitelové kanalky prorustaji stromatem a pfitom se

vetvi v procesu zvaném vétvici morfogeneze.

Vétvici morfogeneze je regulovana hormony, ale také lokélni interakci mezi stromatem
a epitelem skrze nékolik druht rustovych faktorti. Mezi tyto faktory patii i fibroblastové
rustové faktory (FGF), které jsou produkovany pfedev§im buiikami stromatu, mimo jiné
fibroblasty. Konkrétné fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2) byl rozpoznan jako faktor
podporujici proliferaci a preziti bunék a zaroven pozitivné ovliviiujici vétveni epitelu,
u mnoha dalSich rstovych faktori v§ak zatim nebyla jejich funkce v morfogenezi mlécné
zlazy jednoznacné identifikovana. Pochopeni signalizace téchto faktori a jejich vlivu na epitel
mlééné zlazy je nicméné nesmirné zadouci, nebot’ deregulace téchto signalizaci miize

v n¢kterych ptipadech vést k rozvoji rakoviny prsu.

Pro studium vlivu rstovych faktorti na morfogenezi mlécné zlazy je ideédlni vyuzit organoidy
a techniku 3D bunécnych kultur. Uspotadani bunék v organoidu totiz odpovida architektuie
mlécné Zlazy, tato technika tak blizce napodobuje opravdovou tkadn a u¢inn€ simuluje situaci

v Zivém organismu.

Béhem prace byly pouzity FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10 a hepatocytovy rtstovy faktor
(HGF) a béhem devitidenni kultivace byl hodnocen jejich vliv na celkovy fenotyp organoidu,
konkrétné pak na proliferaci bun¢k a moznou indukei, ptipadné inhibici vétveni. V praci bylo
vyuzito také nc¢kolika kombinaci faktort, jelikoz bylo nutné vzit v ivahu i moZznou interakci

mezi jednotlivymi faktory, ke které¢ by mohlo ve tkdni mlé¢né Zlazy dochazet.



1. TEORETICKY UVOD

1.1. Mlécna Zlaza a jeji struktura

MIécna zlaza je komplexni sekrecni orgén odliSujici savce od ostatnich zivocichi. Jeji vyvoj
probiha prenatalné, ale podstatnd ¢ast vyvoje pokracuje i postnatalng. M1écna zlaza je tvotena
dvéma typy tkédné, epitelem a stromatem, jejichZ interakce reguluji vyvoj 1 naslednou funkci

mlécné zlazy, vyzivu mlad’at (Macias a Hinck, 2012).

Epitelové buiikky mlécné zlazy tvofi kanalky, které se vétvi a proristaji stromatem tukového
polstafe a na druhé stran¢ Usti na povrch téla bradavkou. V obdobi laktace tvoii také alveoly
produkujici mléko (Henninghausen a Robinson, 2005). Kandlky, které se vyskytuji
v dospélosti v mlééné Zlaze, sestavaji ze dvou vrstev epitelidlnich bun€k a lumen uprostied.
Apikalné orientované lumindlni bunky obklopuji lumen, zatimco bazalné orientované
myoepitelové bunky jsou v kontaktu s bazalni laminou. Mezi bazéalnimi epitelovymi buiikami
se vyskytuji v malé mife i bunky kmenové, které maji zna¢nou regeneracni schopnost (Inman

etal.,2015).

Stroma obklopujici epitelové kanalky je tvofeno pojivovou tkani a nékolika typy podpiirnych
bunck, jakymi jsou adipocyty, fibroblasty, cévni bunky a bunky imunitniho systému.
Diilezitou soucasti stromatu je extracelularni matrix (ECM), ktera je schopna remodelace
v zavislosti na enzymech sekretovanych bunikami epitelu 1 stromatu (Howard a Lu, 2014).
Mezi dulezit¢ slozky ECM patii fibronektin, proteoglykany a kolageny, které jsou

syntetizovany stromalnimi fibroblasty (Inman ez al., 2015).

Pro studium mlé¢né Zlazy se hojné vyuziva mysSiho modelu, nebot’ jsou mlécné zlazy mysi
a Clovéka velmi podobné ve své stavbé i1 funkci (Cardiff a Wellings, 1999). Nejpodstatnéjsi
rozdily mezi témito druhy tkvi v poctu pari mlécnych zlaz, které se u mysi ¢i Clovéka
vyvinou. U mysi se vyskytuje pét pard mléénych zlaz. Nachazeji se tésné pod kizi a jsou
umistény podél tzv. mlécéné linie, 3 pary se vyskytuji v oblasti hrudniku a 2 pary v oblasti
ttisel (Richert et al., 2000). Naproti tomu ¢lovék disponuje pouze jednim parem mlécnych

zlaz. Dalsi rozdily spocivaji ve stanoveni sexudlniho dimorfismu. Zatimco u myS$i dochézi



k odliseni vyvoje mlé¢né Zlazy jednotlivych pohlavi in utero, u ¢lovéka k tomu dochazi az

v obdobi puberty (Hovey, Trott and Vonderhaar, 2002; Macias a Hinck; 2012).

Pii zpracovavani této Stredoskolské odborné ¢innosti byl rovnéz pouzit mysi model, proto

budou nasledujici kapitoly zaméteny predevsim na vyvoj a stavbu mlééné Z1azy mysi.

Dospélost

= SE4

Eo= £ ) myoepitelové bunky
luminalni bunky
fibroblasty

Obr. 1: Struktura mlééné Zlazy v dospélosti (pievzato z Inman et al., 2015, upraveno). Epitel mlécné zlazy
je v obdobi dospélosti tvofen dvouvrstvymi kanalky s myoepitelovymi a luminalnimi bunkami a lumen
uprostfed. Ve stromatu se nachazi fibroblasty a extracelularni matrix.

1.2. Prenatalni vyvoj mlé¢né Zlazy

Prenatalni vyvoj mlécné zlazy je z velké Casti nezavisly na hormonech. Hlavnim regula¢nim

mechanismem jsou interakce mezi epitelem a mezenchymem (Macias a Hinck, 2012).

Vyvoj mlééné Zlazy zacind 10. dnem embryondlniho vyvoje. Buiky epitelu vytvoii na
ventralni ¢asti embrya mlécnou liStu tdhnouci se od piedniho koncetinového pupene
k zadnimu (Macias a Hinck, 2012). 11. dne dochazi k tvorbé 5 pupend na danych mistech
podél mlécné listy. Tyto pupeny vSak nevznikaji soucasné, nejprve se vytvoii par 3., nasleduje
4. par, poté 1. a 5. par a nakonec par 2. Mezi 11. a 12. dnem se buiiky pupenii zanoti do
mezenchymu pod nimi, dochdzi rovnéZ ke kondenzaci a diferenciaci mezenchymu (Hens
a Wysolmerski, 2005). U samct se v této fazi aktivuje androgenovy receptor a diky ptisobeni
androgenu produkovaného varlaty se zastavuje diferenciace mlécné Zlazy (Velmaat et al.,

2003; Hens a Wysolmerski, 2005). U samic nasleduje dalsi vyvoj az kolem 16. dne. Bunky



epitelu zacinaji proliferovat, pupen se prodluzuje a proriistd do tukového polstare (Richert
et al., 2000). Jakmile ho dosdhne, za¢ne se vétvit (Macias a Hinck, 2012). Po narozeni se
mlécnd zlaza sklada z kratkého primarniho kandlku a 15-20 sekundéarnich kanalka tvoticich

maly epitelovy stromecek (Hens a Wysolmerski, 2005; Cowin a Wysolmerski, 2010).

U cloveéka zacind vyvoj mlécné Zlazy v 5. tydnu embryondlniho vyvoje, kdy se formuje
mlécna lista (Gusterson a Stein, 2012). Narozdil od mysSi vSak u ¢lovéka vznikd pouze 1 par
pupenil. Mlécna zldza se vyviji shodné u obou pohlavi az do obdobi puberty, kdy odlisné

hormony reguluji jeji dalsi vyvoj odlisnym zptisobem (Macias a Hinck, 2012).
1.3. Postnatalni vyvoj mlééné zlazy

Po narozeni zistavd mlécna zlaza v klidovém stadiu, pficemz roste izometricky (v poméru ke
zbytku téla), az do nastupu puberty (Hovey, Trott a Vonderhaar, 2002). V prabéhu puberty
dochazi v disledku ptsobeni endokrinni i1 parakrinni signalizace k procesu vétvici
morfogeneze, kdy se kanalky prodluzuji a vétvi. Nasleduje obdobi dospélosti, kdy je cely
tukovy pol§tat vyplnén epitelovym stromeckem. S ndstupem gravidity (bfezosti) se diky
pusobeni hormontll formuji alveolarni pupeny. Ty diferencuji v alveoly, které v obdobi laktace
produkuji mléko. Po odstaveni mlad’at nastava posledni faze, involuce, kdy se tkan
remodeluje a vraci se zpét do stavu v obdobi pted bfezosti. K tomuto cyklu miize dochazet

v prubéhu zivota samice opakovan¢ (Macias a Hinck, 2012; Hovey, Trott a Vonderhaar,

2002).
Narozeni Puberta Dospélost Gravidita Laktace Involuce
N W @% @ W
\bradavk kanalek alveoly

Obr. 2: Schématické znazornéni postnatalniho vyvoj mlééné Zlazy. Po narozeni je mlécna zlaza v klidovém
stadiu, v puberté dochazi k vétvici morfogenezi. V dospélosti kanalky jiz vyplnily cely tukovy polstar a vétvici
morfogeneze dale nepokracuje. V téhotenstvi se zacinaji formovat alveoly, v nichz poté v obdobi laktace
vznik4 mléko pro vyzivu potomstva. Involuce po odstaveni mlad’at vraci mléénou zlazu do stavu pred
t€hotenstvim.
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1.3.1. Puberta a dospélost

Kolem 26. dne zivota mysi se na koncich kanédlku vytvoii terminalni koncové pupeny (TEB)
(Inman et al., 2015; Hovey, Trott a Vonderhaar, 2002). TEB maji vysokou prolifera¢ni
schopnost a umoznuji tak prodluzovani kanalkl, jejich vétveni a prorstani tukovym
polstafem v procesu vétvici morfogeneze (Macias a Hinck, 2012). TEB se skladaji z jedné
vrstvy vrcholovych bunék, pod kterymi se nachdzi nékolik vrstev buné€k télnich (Inman et al.,
2015). Pti proristani kanalka tukovym polstafem dochézi k diferenciaci vrcholovych bunék
na povrchu TEB v buiikky myoepitelové. V télnich buiikach ve stfedu TEB probiha apoptoza,
¢imz se vytvoii lumen kandlku, zatimco zbyvajici télni buiniky diferencuji v buiiky luminalni

(Hovey, Trott a Vonderhaar, 2002; Inman ef al., 2015).

Puberta

£ ) myoepitelové bunky

lumindlIni buriky

o vrcholové buriky

@ télni bunky
fibroblasty

—~ ECM

Obr. 3: Struktura mlééné Zlazy v obdobi puberty (pfevzato z Inman et al., 2015, upraveno). V puberte
nastava rozvoj vétvici morfogeneze, ktera je fizena terminalnimi koncovymi pupeny. Na obrazku je
znazoinéna struktura TEB, vné&jsi vrstvu tvoii vrcholové buiky, zatimco nékolik vnitinich vrstev je tvofeno
buikami télnimi.

Vyvoj mlécné Zlazy v obdobi puberty je fizen pifedev§im prostfednictvim hormonti
z hypofyzy a vajecnikid. Rastovy hormon (GH) indukuje tvorbu inzulinu podobného
rustového faktoru 1 (IGF-1) v jatrech i ve stromalnich bunkach mlé¢né zlazy. IGF-1 spolu
s estrogenem z vajecnikil pozitivn€ ovliviiuje pieziti a proliferaci bunék epitelu. Epidermalni
rustové faktory (EGF) a fibroblastové rastové faktory (FGF) hraji roli v parakrinni signalizaci

v prubehu vétvici morfogeneze (Macias a Hinck, 2012).
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Kolem 10. tydné véku mysi dosahne epitelovy stromecek hranice tukového polstate, vétvici
morfogeneze se zastavuje a dochéazi k regresi TEB (Richert et al., 2000). V této fazi je

zaplnéno okolo 60% tukového polstare (Macias a Hinck, 2012).

U clovéka také dochazi k vétvici morfogenezi, ktera je fizena strukturami podobnymi TEB.
Konce bocnich vétvi jsou vSak nadale rozdélené do né€kolika mensich kanalkli zvanych acini,
jejichz soubor se nazyva lobularni jednotka konct kanalki (TDLU). TDLU je hlavni funkéni
jednotkou lidské mlécné zlazy a je nejvice citliva na ptisobeni hormont (Javed a Lteif, 2013;

Cardiff a Wellings,1999).

1.3.2. Gravidita, laktace a involuce

V obdobi gravidity tvoii mlécna zlaza dalsi sekundarni i tercidlni vétve a alveolarni pupeny
formujici lobuloalveolarni jednotky, které nasledné diferencuji v alveoly, jez zaplni cely
tukovy polstar (Macias a Hinck, 2012; Anderson et al., 2007). Adipocyty se zmensuji, aby
ustoupily buiikam epitelu (Howard a Lu, 2014). V prubéhu biezosti také dochazi ke

zvysenému prokrveni mist kolem alveol (Macias a Hinck, 2012).

Ptestavba mlécné Zlazy v obdobi gravidity je regulovana hormony hypotfyzy a vajecniki.
hypofyzou stimuluje vajeniky k dalsi produkci progesteronli a spolu s progesteronem

zajistuje diferenciaci alveolarnich pupent v alveoly (Macias a Hinck, 2012).

Po porodu za¢ne mlécna zlaza produkovat mléko, které slouzi k vyzivé potomstva a jehoz
tvorba je fizena predevSim prolaktinem. V builkkdch alveol dochédzi k nartstu
endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu, coz podporuje funkci syntézy a sekrece mlé¢ka
témito bunkami (Anderson et al., 2007). Myoepitelové bunky kanalkli maji diky expresi
aktinu hladkého svalstva kontraktilni funkci a dokazi tak zajistit dopravu mléka z alveol az

k mladéti (Inman et al., 2015; Macias a Hinck, 2012).

Jakmile jsou mlédd’ata odstavena, dochdzi k involuci, projevujici se masivni apoptdzou
v buiikach alveol a celkovou remodelaci ECM. Involuce probihd rizné rychle v rGznych
castech tkané€ a jejim vysledkem je dosaZeni stavu mléné zlazy v obdobi pred graviditou

(Cardiff a Wellings, 1999; Inman et al., 2015).
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Obr. 4: Struktura mlééné Zlazy v obdobi laktace (pievzato z Inman et al., 2015, upraveno). V obdobi laktace
jsou v kandlcich mlécné zlazy vytvoreny alveoly produkujici mléko k vyzivé mlad’at.

1.4. Riistové faktory mlécné zlazy

V prabéhu vyvoje mlééné zlazy hraje dulezitou roli komunikace mezi bunkami epitelu
a stromatu. Tato parakrinni signalizace (signalizace na kratS$i vzdéalenosti, mezi buiikami
blizko u sebe) je zajistovana Sirokym spektrem rustovych faktord mlécné zlazy, mezi které
patii napt. epidermalni rastovy faktor (EGF), hepatocytovy ristovy faktor (HGF),
fibroblastoveé ristové faktory (FGF) a insulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1) (Hynes
a Watson, 2010).

1.4.1. Fibroblastové riistové faktory

FGFjsou peptidové rustové faktory produkované stromalnimi fibroblasty. Plisobi v parakrinni
signalizaci v priibéhu vyvoje mlécné zlazy predevS§im v obdobi puberty a prostfednictvim
svych receptorti (FGFR) dokazi ovliviiovat proliferaci, diferenciaci, migraci a pteziti bunck.
V dospélosti se podileji na udrzovani homeostazy, angiogenezi a hojeni ran. Signalizace FGF
je tedy nezbytna pro normalni vyvoj mlécné zlazy a jeji deregulace muze vést k zavaznym

onemocnénim a vzniku nadorti (Turner a Grose, 2010; Ornitz a Itoh, 2015).

Rodina FGF zahrnuje 23 ¢lenii. U lidi se vSak nevyskytuje FGF15, jeho obdobou je FGF19,
ktery se naopak nevyskytuje u mysi. (Turner a Grose, 2010). Tato rodina se dale rozd¢luje do

7 podtiid podle struktury proteinu i jeho biochemickych vlastnosti. Jednu podtiidu tvofi
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intracelularni FGF (FGF11, FGF12, FGF13, FGF14), které se nevazou na FGFR a namisto
toho slouzi jako koreceptory pro napetové fizené sodikové kanaly (Ornitz a Itoh, 2015;
Beenken a Mohammadi, 2009). FGF ostatnich podttid slouzi jako ligandy, které se vazou na
specifické tyrozinkindzové receptory pro FGF (FGFR1-4) (Turner a Grose, 2010). Z nich
jedna podtiida zahrnuje endokrinni FGF (FGF15/19, FGF21, FGF23), které se vazou k FGFR
pomoci proteint Klotho jako kofaktord, zatimco ostatni podttidy FGF hraji roli v parakrinni
a autokrinni signalizaci a jako kofaktor jim slouZzi heparin nebo heparansulfat (Ornitz a Itoh,

2015).

1.4.2. Struktura FGFR

FGFR jsou transmembranové tyrozinkinazové receptory. Kazdy z nich je sloZen
z extracelularni imunoglobulinové domény, transmembranové domény a intracelularni
tyrozinkindzové (TK) domény (Obr 5). Extracelularni doména je slozena ze tfi
imunoglobulinu podobnych domén (Ig I, Ig II, Ig III), pfi¢emz Ig II a Ig III slouzi k navazani
FGF ligandu a kofaktoru ve form¢ heparansulfatového proteoglykanu (HPSG). Mezi Ig I a Ig
IT se nachazi tzv. acid box, segment z kyselin glutamovych a asparagovych, ktery se spolu s
doménou Ig I podili na autoinhibici receptoru (Belov a Mohammadi, 2013; Turner a Grose,

2010).

cytoplazma

domény H I B

T T

Obr. 5: Struktura FGF receptoru (pievzato z Turner a Grose, 2010, upraveno). Kazdy receptor se sklada ze
dvou podjednotek s extracelularni, transmembranovou a intracelularni doménou. HPSG usnadnuje navazani
ligandu FGF na receptor, cozZ zpusobi transfosforylaci intracelularnich TK domén a pienos signalu do bunky.
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Existuji Ctyfi geny pro FGFR (Fgfrl, Fgfr2, Fgfr3, Fgfr4), tfi z nich vSak podléhaji
alternativnimu sestfihu v oblasti domény Ig III, vznikd doména IIIb nebo Illc. Tak Ize
dosahnout izoforem b a ¢ u FGFR1-3 (Beenken a Mohammadi, 2009; Zhang et al., 2006).
FGFR4 alternativnimu sestiihu nepodléhd a tudiz se objevuje pouze v jedné izoformé. Tento
mechanismus umoziuje expresi celkem 7 forem FGFR, cozZ pfispivd ke specifické vazbé

ligandu na receptor (Turner a Grose, 2010). Piehled ligandii FGF a jejich receptort je

v tabulce 1.
podtiida FGF FGF kofaktor receptory
g FGF1 ] viechny FGFR

podfida FGF1 FGF2 FGFR lc, 3¢ > 2¢, 1b, 4
FGF4

podtiida FGF4 FGF5 FGFRIc, 2¢ > 3¢, 4
FGF6
FGF3

- FGF7 . )

podtiida FGF7 FGF10 heparin nebo heparansulfat FGFR 2b > 1b
FGF22
FGF8

podtiida FGF8 FGF17 FGFR 3¢ >4>2¢c>1c>>3b
FGF18
FGF9

podtiida FGF9 FGF16 FGFR 3¢ >2c¢> lc,3b>>4
FGF20 |
FGF15/19 B BKlotho FGEFR Ic, 2¢, 3¢, 4

podtiida FGF15/19 FGF21 . FGFR lc, 3¢
FGF23 7] oKlotho FGFR lc, 3c, 4

Tab. 1: Specifita FGFR (pfevzato z Ornitz a Itoh, 2015, upraveno). V tabulce je uvedeno, jaké kofaktory
pouzivaji jednotlivé FGF ligandy pii své signalizaci a skrz které receptory se tato signalizace uskuteciiuje.

1.4.3. Signalizace FGF

Po vazbé ligandu FGF na Ig III doménu FGFR za ptitomnosti HPSG, ktery se vaze FGF
1 FGFR, zabranuje degradaci ligandll a stabilizuje tak interakci FGF s FGFR, dochazi
k dimerizaci receptoru a transfosforylaci TK domén (Touat er al., 2015; Beenken
a Mohammadi, 2009). To ma za nasledek aktivaci ¢tyt hlavnich signalnich drah RAS-MAPK,
PI3K-AKT, PLCy a STAT. Tyto drahy pfenasi signal do jadra, kde nastava transkripce
cilovych geni (Ornitz a Itoh, 2015; Turner a Grose, 2010). Schéma signalizace je zndzornéno

na obrazku 6.
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K aktivaci RAS-MAPK a PI3K-AKT signalni drahy dochazi skrze fosforylaci adaptorového
proteinu FRS2 (FGFR substrate 2). FRS2 vaze dalsi adaptorovy protein GRB2 (growth factor
receptor-bound 2), ktery prendsi signal dal na protein SOS (son of sevenless) v RAS-MAPK
nebo na GABI v PI3K-AKT (Ornitz a Itoh, 2015; Turner a Grose, 2010). RAS-MAPK
pokracuje aktivaci RAS GTPazy, kterd spousti MAP kindzovou kaskadu zahrnujici kinazy
RAF, MEK a ERK. Vysledkem je aktivace transkripénich faktort rodiny ETS, které interaguji
s DNA a reguluji trankripci cilovych gent (Ornitz a Itoh, 2015; Tsang a Dawid, 2004).
V signélni draze PI3K-AKT aktivuje GABI1 enzym PI3K, ktery nésledné fosforyluje enzym
AKT. AKT poté v jadie inhibuje transkripcni faktory vyvoléavajici apoptozu (napi. FOXO1 —
forkhead box protein O1) a tim pozitivné ovlivituje pieziti bun¢k (Ornitz a Itoh, 2015; Turner

a Grose, 2010).

FGFR FGFR

cytoplazma

ittt
ARKBARLARARARABUHIKARAR

transkripce cilovych gent

Obr. 6: Schématické znazornéni FGF signalizace (pfevzato z Turner a Grose, 2010, upraveno). FGFR
receptor spousti po navazani FGF ligandu ¢tyfi hlavni signalni drahy. Jedna se 0o RAS-MAPK, PI3K-AKT,
PLCy a STAT. Cilem signalizace je transkripce cilovych gent v jadfe. Negativni regulatory téchto drah (napf.
proteiny SEF a SPRY) jsou na obrazku vyznaceny Cervené.
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Signalni drdha PLCy se aktivuje fosforylaci fosfolipazy Cy (PLCy) (Beenken a Mohammadi,
2009). PLCy hydrolyzuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) za vzniku inositoltrisfosfatu
(IPs) a diacylglycerolu (DAG). IP3 vyvold uvolnéni Ca?* iont z endoplazmatického retikula,
zatimco DAG aktivuje proteinkindzu C (PKC). PKC fosforyluje kindzu RAF a tim podporuje
aktivaci MAP kindzové kaskady v signalni draze RAS-MAPK (Ornitz a Itoh, 2015; Turner
a Grose, 2010).

Dalsi signalni drahou aktivovanou FGFR je signdlni drdha STAT. FGFR piimo aktivuje
proteiny STAT1, STAT3 a STATS, které se pfesunou do jadra, kde reguluji transkripci
cilovych genti (Ornitz a Itoh, 2015).

Negativni regulaci signalizace FGF zajistuje napiiklad protein FGFRLI, ktery interaguje
pfimo s FGFR. Protein SEF muze také inhibovat pfimo FGFR nebo v cytoplazmé zabraniovat
fosforylaci ERK v signélni draze RAS-MAPK (Turner a Grose, 2010). Signdlni drdha RAS-
MAPK je dale na n¢kolika mistech negativné regulovana proteiny Sprouty (SPRY) (Casci
et al., 1999). MAPK fosfatazy (MKP1 a MKP3) defosforylaci aktivovanych ERK rovnéz
negativné reguluji tuto drahu. MKP3 se nachdzi v cytoplazmé, zatimco MKP1 deaktivuje
ERK v jadfe (Tsang a Dawid, 2004). Signalni draha PLCy je negativné regulovana piedevsim
skrze GRB14 (growth factor receptor-bound protein 14), ktery inhibuje aktivaci
fosfolipazy Cy (Ornitz a Itoh, 2015).

1.4.4. Role signalizace FGF ve vyvoji mlé¢né zlazy

Embryonalni vyvoj mlééné Zlazy mysSi zacind zalozenim mlécné listy a vytvofenim pupend.
V embryonalnim vyvoji ma FGF10 a jeho receptor FGFR2-IIIb dulezitou funkci pii
normalnim vyvoji mlécné zlazy, nebot’ pii absenci alespoil jednoho z nich nedochazi k tvorbé

Ctyt z péti parti pupenti (Mailleux et al., 2002; Hynes a Watson, 2010).

V postnatdlnim obdobi jsou v builkidch epitelu mlé¢né Zlazy exprimovany dva ze Ctyf
receptort pro FGF, a to FGFR1 a FGFR2. FGFR2 je v TEB exprimovan ve velké mife (Lu
et al., 2008). Pii inaktivaci Fgfi2 doSlo k opozdénému ndstupu vétvici morfogeneze a mist
vétveni bylo ménég, coz indikuje, Ze FGFR2 hraje roli ve vétvici morfogenezi v prib&hu

puberty (Hynes a Watson, 2010; Lu et al., 2008).
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Z fibroblastovych rastovych faktori jsou v obdobi postnatalniho vyvoje exprimované
napt. FGF1, FGF2, FGF7, FGF9 a FGF10 (Zhang et al., 2014). Pomoci 3D kultivace
epitelovych organoidii mlécné zlazy bylo zjisténo, ze FGF2 indukuje tvorbu a prodluzovani
epitelovych vétvi a naopak FGF10 tuto reakci nevyvoladva (Ewald et al., 2008; Zhang et al.,
2014). FGF9 pfi kontaktu s organoidy také vétveni nestimuluje, pfi kultivaci organoidi
mlééné zlazy v kokulturach s fibroblasty vSak bylo zjiSténo, Ze FGF9 signalizuje skrze
fibroblasty a jejich prostfednictvim podnécuje tvorbu vétvi u organoid (Sumbal a Koledova,

2019). Vliv ostatnich FGF na vyvoj mlécné zlazy dosud nebyl dostate¢né objasnén.

1.5. 3D kultury

Vzhledem ke slozitosti a komplexité procesti nastavajicich v mlécné zlaze béhem jejiho
vyvoje je pro studium a spravné pochopeni téchto mechanismil nezbytné vytvofit in vitro
model, ktery co nejpfesnéji odpovida procesim probihajicim v zivém organismu (Krause

et al., 2008).

Standardni 2D modely, kde jsou bunky epitelu kultivovany v jedné vrstv€ na plastovém
podkladé nevyhovuji t€émto pozadavkim, nebot’ nevytvareji podminky pozorované in vivo.
(Mazzoleni et al., 2009; Lee et al., 2007). V zivém organismu je epitel mlécné zlazy obklopen
stromou, jejiz dilezitou slozkou je extracelularni matrix. Epitelovo-stromalni interakce jsou
nezbytné pro spravny vyvoj mlécné zlazy a biomechanické vlastnosti ECM (napf. tuhost nebo
uspotadani kolagennich vlaken) mohou vyznamné ovliviiovat mimo jiné architekturu epitelu,
tvar a diferenciaci bun¢k (Koledova a Lu, 2017; Nguyen-Ngoc et al., 2015; Barnes et al.,
2014). 2D kultury postradaji toto mikroprostfedi a neodrazi tak ani strukturu ani funkei,

kterou mlécna zlaza plni v zivém organismu (Krause et al., 2008).

3D bunécné kultury byly vyvinuty jako pfechod mezi 2D kultivaci bun€k a in vivo modely
(Campbell a Watson, 2014). Umoziuji studovat detailni interakce mezi buitkami a zaroven
velmi vérn€ napodobuji podminky v zivém organismu (Krause et al., 2008). Jako slozka
nahrazujici ECM se pouzivéa obvykle kolagen typu I nebo Matrigel (komercni smés proteinti
tvoricich bazalni membranu, zejména kolagen typu IV, laminin, nidogen a HPSG) (Koledova
a Lu, 2017; Campbell a Watson, 2014). Biochemické vlastnosti bazalni membrany jsou

zodpovédné za vznik polarity epitelu (Campbell a Watson, 2014). Diky nim fragmenty epitelu
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izolované z mlécéné Zldzy po nasazeni do Matrigelu dokdzi vytvofit organoidy, organizované
dvojvrstvé struktury s lumen uprostied, piedstavujici redlnou strukturu mlécné Zzlazy
(Nguyen-Ngoc et al., 2015). Organoidy jsou schopné reagovat na signdly ze stromatu a plnit
funkce tkané&, proto jsou idealni jako model pro studium morfogeneze mlécné Zzlazy

(Campbell a Watson, 2014).

Ptidavanim ristovych faktort do média, ve kterém jsou organoidy kultivovany, Ize podrobné
studovat vlivy téchto faktori na fenotyp organoidii a tedy i morfogenezi mlécné zlazy. Na

obrazku 7 je zndzornéna odpoved’ epitelu na ptitomnost FGF2 v médiu.

A B

médium médium s FGF2

Matrigel Matrigel

Obr. 7: Reakce organoidii na pfitomnost FGF2 v médiu. A - Organoidy kultivované v bazalnim
organoidovém médiu bez ptidanych faktort. B - Organoidy napodobujici proces vétvici morfogeneze jako
odpovéd na stimulaci FGF2.
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2. METODY

2.1. Odbér mléénych zlaz

K experimentim byly vyuzity 6 — 8 tydna staré (pubertalni) laboratorni mySi kmene ICR,
které byly chovany a usmrceny cervikalni dislokaci v souladu s vyhlaskou ¢. 419/2012 Sb.,
o ochran¢ pokusnych zvifat. Mysi byly podrobeny pitvé a v rdmci ni jim byl odebran 3., 4.

a 5. par mlécné zlazy, které byly vlozeny do Petriho misky se sterilnim PBS.

2.2. lIzolace primarnich organoidi mlécné zlazy

V laminarnim boxu byly Zlazy pfeneseny na novou Petriho misku, pfetrvavajici pfebytec¢na
tekutina byla odsata. Za pomoci skalpelt byla Zlaza nasekdna na kousky o velikosti pfiblizné
1 mm3. Nakrajena tkan byla prenesena do zkumavky s roztokem kolagendzy. Zkumavka byla
protiepavana po dobu 30 minut pii 100 rpm a teploté 37°C. Po uplynuti tohoto ¢asu byla taz
zkumavka vystavena desetiminutové centrifugaci za pietizeni 450 g. Pfi centrifugaci doslo
k rozdé€leni obsahu zkumavky na tfi ¢asti. Vrchni ¢ast predstavujici tuk byla odebrdna stejné
jako prostfedni vrstva se supernatantem. Zbyvajici pelet byl resuspendovan v 5 ml DMEM/
F12 a znovu 10 minut centrifugovan pfi pfetiZzeni 450 g. Poté byl odebran supernatant a pelet
byl resuspendovan v 4 ml DMEM/F12 a 40 ul DNazy. Nasledn¢ byla zkumavka 5 minut
ruéné protfepavana. Ke smeési bylo pfidano jest¢ 6 ml DMEM/F12 a vSe bylo opét
centrifugovano 10 minut pii 450 g. Po odebrani supernatantu byl pelet resuspendovan v 8 ml

DMEM/F12.

Déle byla provedena diferenciadlni centrifugace, pfi niz byla zkumavka centrifugovana 10
sekund pfi pfetizeni 450 g, pelet byl resuspendovan v 9 ml DMEM/F12. Tento postup byl

zopakovan celkem trikrat (Koledova a Lu, 2017).

2.3. Vytvoreni 3D kultur

Pro vytvofeni 3D bunéénych kultur s organoidy mlé¢né zlazy bylo potieba centrifugovat
organoidy 3 minuty pii 450 g a vysledny pelet resuspendovat v bazdlnim organoidovém

médiu, které je tvoieno z ITS, penicilinu a streptomycinu v DMEM/F12.
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Pro tento experiment byla pouZita dvaceti ¢tyt jamkova kultiva¢ni desticka. Do kazdé jamky
bylo nejdiive napipetovano 20 ul Matrigelu (bez organoidit). Desticka byla poté inkubovéana
15 minut pii 37°C, aby doslo k zatuhnuti Matrigelu. Mezitim byly spocitany vyizolované
organoidy a ty se poté smichaly s Matrigelem tak, aby na kazdou jamku pfislo pfiblizn¢ 300
organoidii a 50 ul Matrigelu. Po zatuhnuti Matrigelu v jamkach byl do kazdé jamky ptidan
Matrigel s organoidy.

Do kazdé jamky byl nakonec pfiddn 1 ml kultivaéniho média. Kazda jamka obsahovala
bazalni organoidové médium, do nékterych jamek byly pfidany rastové faktory a jejich

kombinace.

2.4. Mikroskopické foceni

Foceni organoidli probihalo v inkubatoru mikroskopu Olympus, kde byla stala teplota 37°C
a stald 5% koncentrace CO.. Foceni probihalo na zvétSeni 10x, na konci experimentu byly
organoidy prefoceny i na zvétSeni 4x. Mimo foceni byly organoidy umistény v samostatném

inkubdtoru, kde byla teplota i koncentrace CO; stejnd jako v inkubatoru mikroskopu.

Organoidy byly foceny technikou pseudo time-lapse, tedy v den izolace (den 0) a poté kazdy
treti den (den 3, 6, 9), kdy zaroven probihala vyména média. Devaty den byl poslednim dnem

experimentu a tudiz byly organoidy vyfoceny a zafixovany.

2.5. Fixace organoidii

Fixace organoidil probihala v laminarnim boxu. Pfed samotnou fixaci bylo z jamek odsato
médium. K vlastni fixaci bylo pouzito 4% PFA, které se nechalo 30 minut pii pokojové
teploté pusobit. Poté bylo PFA odstranéno a organoidy byly znovu promyty v PBS. Po
promyti bylo do jamek piidano nové PBS, desticka byla zaparafilmovéna a ulozena do

lednice.

2.6. Obrazova analyza organoidi

Ziskané fotografie byly analyzovany s pouzitim programu Imagel. Pomoci funkce

mnohothelnikového vybéru byla méfena plocha organoidu, pomoci funkce rovné Cary byla
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zméfena tlouStka stény, pokud organoid vytvofil cystu. Mimo program pak bylo vyhodnoceno
vétveni organoidul, tedy zda organoid vytvofil vétve a jejich piipadny pocet. Vysledna data

byla zanesena do tabulek, nasledné byly vypocitany primérné hodnoty a vytvoreny grafy.
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3. VYSLEDKY

V této praci byly organoidy kultivovany v bazalnim médiu (kontrolni skupina) a médiich
s pfidanymi rastovymi faktory. Byly pouzity FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10 nebo HGF
o ruznych koncentracich a dale bylo vyuzito kombinaci FGF1, FGF7, FGF9, FGF10 a HGF
s FGF2 a kombinace FGF9 s HGF. Shrnuti experimentt je na obrazku 8.

bazalni
médium

FGF2

FGF1 FGF7 FGF10

nizka koncentrace

+ 1nM FGF2

+ 0,5 nM HGF

vysoka koncentrace

+ 1nM FGF2

+ 2,5 nM FGF2

+ 0,5 nM HGF

Obr. 8: Shrnuti experimenti. V praci byl sledovan vliv FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10, HGF a nékterych
jejich kombinaci na vyvoj epitelu mlécné zlazy. Obrazky predstavuji typické fenotypy pro urcité skupiny
organoidl na konci devitidenni kultivace. Méfitko: 100 pm.

Organoidy byly ¢lenény do skupin podle toho, jaky fenotyp vykazovaly. Jednalo se o fenotyp
none (malé organoidy typické ptedevSim pro kontrolni skupinu organoidi kultivovanych

v bazalnim médiu), cystu, vétvenou cystu a normalni vétveni, ke kterému dochdzi ve vétvici

morfogenezi mlécné zlazy.
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U organoidll vSech fenotypl byla méfena plocha, kterou organoid zabiral. Pokud organoid
vytvoril cystu, piipadné vétvenou cystu, byla na ¢tyfech mistech zmétena tloustka jeji stény
a z téchto hodnot byla néasledné vypocitand primérna tloustka stény cysty. Jestlize bylo
identifikovano normdlni vétveni nebo vétvena cysta, byl zaznamenin pocet vétvi, jez
pfislusny organoid vytvofil. Piehled fenotypli a zplsobl jejich analyzy je zndzornén na

obrazku 9.

none

cysta

vétveni

Obr. 9: Prehled fenotypii a zpiisobu jejich analyzy. A,B - fenotyp none, C - tenkosténna cysta, D -
tlustosténna cysta, E - vétvena cysta, F - normalni vétveni. Obrazek B znazoriiuje méteni plochy organoidu,
obrazky C, D, E méfeni tloustky stény cysty, obrazky E, F po¢itani vétvi. Métitko: 100 pm.
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3.1. Vliv FGF2 na fenotyp organoidi

U FGF2 byl potvrzen jeho pozitivni vliv na vétveni organoidi (Obr. 10). Narozdil od
kontrolni skupiny, kde se vétveni nevyskytovalo (zde byl nejvice zastoupen fenotyp none
a cysta), dochazelo v pfitomnosti FGF2 k vétveni aZz u 30% organoidii v piipad€ nizsi
koncentrace (1 nM) FGF2. Pti kultivaci ve vyssi koncentraci (2,5 nM) FGF2 doslo k dalsimu

narGistu poétu vétvicich organoidi. Sestého dne kultivace, kdy dosdhnul podet vétvicich

organoidi v obou koncentracich FGF2 maxima, tvofilo vétve okolo 60% organoidi

kultivovanych s 2,5 nM FGF2 (Graf 1).

2,5 nM FGF2

1 nM FGF2 bazalni médium

2,5 nM FGF2

Obr. 10: Srovnani organoidii v médiu s FGF2. A - Celkovy pohled na kulturu na konci devitidenni kultivace.
Meétitko: 200 um. B - Méftitko: 100 um.

Sestého dne kultivace dosiahnul maxima také primérny pocet vétvi na jeden organoid.
Organoidy v médiu s 2,5 nM FGF2 m¢ély asi 2x vice vétvi nez organoidy v médiu s nizsi

koncentraci FGF2 (Graf 2).

Narozdil od vétveni dosahla pfi kultivaci s FGF2 primérna velikost organoidu maxima az

devatého dne. V kontrolni skupiné se primérna velikost organoidu mirné sniZovala jiz od
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tretiho dne, devatého dne tedy byla pfiblizné¢ dvakrat mensi nez pii kultivaci s 1 nM FGF2
a az Ctytikrat mensi nez pii kultivaci s 2,5 nM FGF2. Lze tedy konstatovat, ze FGF2 pozitivné

ovliviiyje také proliferaci bunék a riist organoidu (Graf 3).

Primérnd tloustka stény cysty zlstavala podobna u vSech tfi srovndvanych skupin. Pouze
u organoidi s 2,5 nM FGF2 v médiu dochazelo k pozvolnéjSimu a méné vyraznému

ztencovani stény cysty neZ u média s 1 nM FGF2 a bazalniho média (Graf 4).

Fenotypy typické pro organoidy kultivované v médiu s FGF2 jsou vyobrazeny na obrazku 10.
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Graf 1: Vétveni organoidii v médiu s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace. A - den 3. B - den 6. C - den 9.
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Graf 2: Pocet vétvi vétvenych organoidi v médiu s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace. A-den 3. B -
den 6. C-den9.
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Graf 3: Plocha organoidi v médiu s FGF2 Graf 4: Tlou$t’ka stény cysty v médiu s FGF2 v
v pribéhu deviti dnu kultivace. pribéhu deviti dni kultivace.

3.2. Vliv FGF1 na fenotyp organoidii

Pti kultivaci organoidli s FGF1 odpovidalo nejvice organoidii (az 80%) fenotypu cysty
(Obr. 11). Dale byl zastoupen fenotyp none, vétveni nenastalo ani pfi niz$i, ani pii vyssi
koncentraci FGF1 v médiu. FGF1 neindukuje vétveni v priubéhu vétvici morfogeneze
(Graf 5). Velikost organoidu kultivovanych s FGF1 byla pouze mirn¢€ vyssi nez u organoida
z bazélniho média (Graf 7). Také u primérné tloustky stény cysty byl rozdil oproti kontrolni
skupin¢ jen minimalni, sténa cyst z média s FGF1 byla lehce uz$i nez v bazalnim médiu

(Graf 8). Rozdil ve vlivu riiznych koncentraci na fenotyp organoidii nebyl znatelny.

3.2.1. Kombinace FGF1 a FGF2

U organoidi kultivovanych s FGF2 bylo pozorovdno vétveni, zatimco u organoidil
kultivovanych s FGF1 ne. Kombinaci 1 nM FGF1 s 1 nM FGF2 doslo ke sniZeni poctu
vétvenych organoiddi oproti poctu vétvenych organoidi v médiu s FGF2, nejvice
zastoupenym fenotypem byla cysta, podobné jako pii kultivaci s FGF1 (Graf 5). Stejné tak
mély vétvené organoidy v kombinaci FGF1 a FGF2 v porovnéni s organoidy pouze v FGF2

méné vétvi (Graf 6). FGF1 tak zfejmé negativné ovlivituje vétveni indukované FGF2.

Velikost organoidi v kombinaci faktor oproti organoidim v FGF2 znatelné poklesla. Jejich
velikost byla pfiblizn¢ stejna jako velikost organoidli pouze v FGF1 (Graf 7). FGF1 ziejm¢é

zabranil stimulaci ristu prostfednictvim FGF2.
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U tloustky stény cysty doslo k mirnému zazeni oproti organoidim v médiu s FGF2, tloustka

byla srovnatelna s tloustkou stény cysty pozorované u kontrolni skupiny (Graf 8).
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den 3 den 6 den 9

Obr. 11: Srovnani organoidi v médiu s FGF1 a kombinaci s FGF2. A - Celkovy pohled na kulturu na konci
devitidenni kultivace. Méfitko: 200 um. B - Méfitko: 100 um.
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Graf 5: Vétveni organoidii v médiu s FGF1 a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dnii kultivace. A - den

6.B -den9.
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Graf 6: Pocet vétvi vétvenych organoidii v médiu s FGF1 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni
kultivace. A - den 6. B - den 9.
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Graf 7: Plocha organoidii v médiu s FGF1 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace.
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Graf 8: Tloust’ka stény cysty v médiu s FGF1 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace.
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3.3. Vliv FGF7 na fenotyp organoidi

wewr

Nejcastéjsim fenotypem v médiu s FGF7 byla tlustosténna cysta (Obr. 12). Tloustka stény
organoidii z niz$i koncentrace FGF7 odpovidala tloust’ce stény cysty z bazalniho média,
zatimco ve vyS$§i koncentraci FGF7 dosédhla tloustka stény dokonce tloustky stény cysty

zmédia s 1 nM FGF2 (Graf 12).

Velikost organoidii se piisobenim FGF7 oproti kontrolni skupiné¢ mirné zvySovala, organoidy

vSak nedoséahly takové velikosti jako v 1 nM FGF2 (Graf 11).

Vétveni nebylo pii kultivaci s FGF7 dosaZeno, a to jak pfi niZsi, tak pfi vysSi koncentraci
tohoto faktoru (Graf 9).
A

bazalni médium den 0 den 3 den 6 den 9

bazalni médium

1 nM FGF2

1 nM FGF7 1 nM FGF7 + 1 nM FGF2

TR L A
°*. '}

1 nM FGF7

1 nM FGF7
1 nM FGF2

2,5 nM FGF7

P

2,5 nM FGF7

o B ,
g
N &5

% b |

@
0 ®
[
Obr. 12: Srovnani organoidi v médiu s FGF7 a kombinaci s FGF2. A - Celkovy pohled na kulturu na konci
devitidenni kultivace. Méfitko: 200 um. B - Méfitko: 100 um.

3.3.1. Kombinace FGF7 a FGF2

Pti kombinaci faktorit FGF7 a FGF2 zlstala tloustka stény pfiblizné stejna jako u 1 nM FGF2
(Graf 12).
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Maximdlni primérna velikost organoidu, dosazend devatého dne, byla pfiblizné stejna jako
v 1 nM FGF2, tak v kombinaci FGF7 a FGF2. Rozdil spocival v rychlosti dosazeni tohoto
maxima. V 1 nM FGF2 se organoid uz od zacatku rapidn€¢ zvétSoval, maxima dosahl jiz

Sestého dne a do devatého dne se na ném udrzel. Naproti tomu v kombinaci 1 nM FGF2

a 1nM FGF7 dochazelo k dosazeni maxima spiSe pozvolné&ji (Graf 11).

V médiu s kombinaci FGF7 a FGF2 doslo k vyznamnému poklesu poc¢tu vétvicich organoidii
oproti 1 nM FGF2 (Graf 9). Také primérny pocet vétvi jednoho organoidu se snizil (Graf 10).

Celkov¢ to naznacuje, ze FGF7 podobné jako FGF1 pulsobi proti FGF2 a negativné ovlivituje

r v

vznik vétvi u organoidit mlécné zlazy.
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Graf 9: Vétveni organoidii v médiu s FGF7 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace. A - den
6.B-den9.
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Graf 10: Pocet vétvi vétvenych organoidii v médiu s FGF7 a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dnii
kultivace. A - den 6. B - den 9.

31



Plocha organoidu Den 0

__100000- Den 3
& mm Den6
& 800004 = Den 9
3
2 60000- l I I
c
1]
© 40000 l [
[}
£ 20000 I I I |
3} 7 T
L)
o 0 : : : r r
9 A 9 A
S & & & &
) < < < <
R & &S
A& N N N )
,v0 x a4
i &
o
<
&
Q

Graf 11: Plocha organoidi v médiu s FGF7 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace.
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Graf 12: Tloust’ka stény cysty v médiu s FGF7 a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dni kultivace.

3.4. Vliv FGF10 na fenotyp organoidu

Organoidy kultivované v médiu s FGF10 opét nejcastéji vykazovaly fenotyp cysty, zde se ale

jednalo o cystu tenkosténnou (Obr. 13). Primérna tlouStka stény cysty organoidu z média

v

skupiny (Graf 16).

Velikost organoidli v FGF10 byla velmi riznoroda, obecné se pohybovala mezi velikosti
kontrolni skupiny a skupiny v FGF2. Narozdil od FGF2, kde velikost dosdhla maxima az

devatého (ptipadné Sestého) dne, bylo u FGF10 mozné pozorovat nejvetsi organoidy uz ve
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tretim a Sestém dni a poté Casto dochézelo k regresi, podobné jako u organoidii v bazalnim

médiu (Graf 15).

FGF10 samo o sobé vétvéni neindukovalo, k vétveni dochdzelo pouze v nékolika

zanedbatelnych ptipadech (Graf 13).
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Obr. 13: Srovnani organoidi v médiu s FGF10 a kombinaci s FGF2. A - Celkovy pohled na kulturu na
konci devitidenni kultivace. Métitko: 200 pm. B - Méfitko: 100 pm.

3.4.1. Kombinace FGF10 a FGF2

Zatimco organoidy v FGF2 se vyznacovaly velmi silnou sténou, organoidy v FGF10 velmi
tenkou. Kombinace zpiisobila zizeni stény oproti FGF2 a naopak rozsifeni oproti FGF10.
Vysledna tloustka stény cysty odpovidala piiblizné tlousce stény organoidu kultivovaného

v bazalnim médiu (Graf 16).

Organoidy v kombinaci faktorti dosdhly témét stejné velikosti, jako organoidy kultivované

v 1 nM FGF2. Po Sestém dni, kdy byla jejich velikost nejvyssi, vSak dochdzelo k mirné

regresi, podobné jako tomu bylo u organoida kultivovanych v FGF10 (Graf 15).
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Graf 13: Vétveni organoidi v médiu s FGF10 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace. A -
den 6. B - den 9.
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Graf 14: Pocet vétvi vétvenych organoidi v médiu s FGF10 a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni
kultivace. A - den 6. B - den 9.
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Graf 15: Plocha organoidi v médiu s FGF10 a kombinaci s FGF2 v prubéhu deviti dnt kultivace.
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Graf 16: Tloust’ka stény cysty v médiu s FGF10 a kombinaci s FGF2 v prubéhu deviti dnua kultivace.

K vétveni dochazelo s piiblizné stejnou frekvenci jako pti kultivaci s 1 nM FGF2 (Graf 13).
Primérny pocet vétvi u organoidi kultivovanych s FGF2 i FGF10 byl také podobny, devatého
dne dokonce vyssi nez pti kultivaci s 1 nM FGF2 (Graf 14).

3.5. Vliv HGF na fenotyp organoidi

Nejcastéji pozorovanym fenotypem organoidi v  HGF byla cysta (Obr. 14). Pfi nizsi
koncentraci HGF (0,5 nM) v médiu byla primérna tloustka jeji st€ény k devatému dni stejna
jako u organoidl z bazdlniho média. Zatimco se vSak v kontrolni skupin€ sténa v prabchu
kultivace ztencovala az do devatého dne (kdy byla nejtenci), pti kultivaci s HGF zlstavala
tloustka stény po tfetim dni pfiblizné stejné velkd, snizovala se jen mirné. Ve vyssi
koncentraci HGF (2,5 nM) byla sténa oproti kontrole a nizs§i koncentraci HGF mirné nizsi,

stejné jako v 0,5 nM HGF udrzovala svoji tloustku po tfetim dnu ptiblizné stejnou (Graf 20).

Organoidy kultivované v médiu s HGF obou koncentraci byly na konci experimentu asi
dvakrat vétsi nez organoidy v kontrolni skupiné. V 0,5 nM HGF rostly organoidy az do
Sest¢ho dne, kdy dosdhly svého maxima, naCez jejich primérnd velikost v devatém dni
poklesla. V 2,5 nM HGF vsak k nejvétSimu, skokovému rastu dochazelo v prvnich tfech
dnech kultivace. Ttetiho dne jiz vétSina organoidi dosdhla maxima a poté se jejich velikost
snizovala. Ackoli byla devatého dne velikost organoidi z médii s 0,5 nM a 2,5 nM HGF
stejnd, ve vyssi koncentraci HGF dosahly organoidy vys$s$i maximalni velikosti nez v nizsi

koncentraci (Graf 19).
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K vétveni dochazelo pii kultivaci s HGF pouze v n€kolika malo pifipadech v rdmci jednoho

experimentu (Graf 17). Vliv HGF na vétveni organoidi tedy nebyl prokazan.
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Obr. 14: Srovnani organoidi v médiu s HGF a kombinaci s FGF2. A - Celkovy pohled na kulturu na konci
devitidenni kultivace. Méfitko: 200 um. B - Méfitko: 100 um.

3.5.1. Kombinace HGF a FGF2

Ve vSech kombinacich HGF s FGF2 se objevily fenotypy vétveni (Obr. 14). V kombinaci
0,5 nM HGF a 1 nM FGF2 bylo procento vétvenych organoidli zhruba stejné jako v médiu
s 1 nM FGF2, pocet vétvi byl také srovnatelny. Pfi zvySeni koncentrace HGF (v kombinace
2,5 nM HGF a 1 nM FGF2) se toto procento mirn¢ zvysilo, stejné¢ tak i pocet vétvi.
V kombinaci 2,5 nM HGF s 2,5 nM FGF2 se vétveni vyskytovalo u vétSiny organoidii

a priumérny pocet vétvi presahoval Sest, podobné jako v médiu s 2,5 nM FGF2 (Graf. 17, 18).
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Neékteré organoidy v kombinaci HGF (obou koncentraci) s 2,5 nM FGF2 mély vétve

obzvlaste dlouh¢ a Siroké, jak Ize vidét na obrazku 14A. Tento fenotyp se u samotného FGF2

nevyskytoval.
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Graf 17: Vétveni organoidi v médiu s HGF a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dnii kultivace. A - den
6.B-den9.
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Graf 18: Pocet vétvi vétvenych organoidi v médiu s HGF a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni
kultivace. A - den 6. B - den 9.
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Graf 19: Plocha organoidi v médiu s HGF a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dni kultivace.
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Graf 20: Tloust’ka stény cysty v médiu s HGF a kombinaci s FGF2 v pribéhu deviti dni kultivace.

Velikost organoidi v kombinaci 0,5 nM HGF a 1 nM FGF2 byla na konci experimentu
srovnatelna s velikosti organoidi z média s 1 nM FGF2. U kombinace HGF s FGF2 ale S§lo
pozorovat rychlejsi nastup maxima, neboli vétsi skok v riistu mezi nultym a tfetim dnem.
V kombinaci 2,5 nM HGF s 1 nM FGF2 dosahly organoidy podobné velikosti jako organoidy
v médiu s 2,5 nM HGF. Narozdil od nich vSak zistavala velikost od tfetiho do devatého dne
konstantni, ptipadné regrese byla velmi pomald. V kombinaci 2,5 nM HGF s 2,5 nM FGF2
byl nejvétsi rist pozorovan také mezi nultym a tfetim dnem. Ttetiho dne jiz byly organoidy
této kombinace stejn¢ velké jako organoidy z média s 2,5 nM FGF2 v jejich rastovém

maximu (devatého dne). Po dobu dalSich Sesti dnli velikost organoidii kombinace je$té mirné
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stoupala, devatého dne byly organoidy kultivované v 2,5 nM HGF a 2,5 nM FGF2 asi pétkrat

vetsi nez kontrolni skupina (Graf 19).

Primérna tloustka stény cysty organoidu kultivovanych v médiu s 0,5 nM HGF a 1 nM FGF2
byla srovnatelné s primérnou tloustkou stény cysty v 1 nM FGF2. Zatimco ale v 1 nM FGF2
tloustka stény od tfetiho do devatého dne klesala, u v kombinaci s 0,5 nM HGF dosahla
minima Sestého dne a devatého dne byla opét vétsi. V kombinaci 2,5 nM HGF a 1 nM FGF2
byla sténa tlust§i nez v samotném 2,5 nM HGF, tloustky cysty v 1 nM FGF2 ale nedoséhla.
V médiu s kombinaci 2,5 nM HGF a 2,5 nM FGF2 byla tloustka stény organoidii podobna
jako v samotném 2,5 nM FGF2, v pribéhu experimentu ale dochazelo k vyraznéjsSimu

ztenCovani nez v ptipade 2,5 nM FGF2 (Graf 20).

3.6. Vliv FGF9 na fenotyp organoidii

Pti kultivaci organoidi s FGF9 byla nejcastéji pozorovanym fenotypem tenkosténna cysta
(Obr. 15). Organoidy kultivované v obou koncentracich FGF9 mély sténu asi dvakrat tenci
nez v bazalnim médiu. V nizs§i koncentraci se sténa v pribéhu celé kultivace snizovala, az
devatého dne dosdhla minima. Oproti tomu dosahla tloustka stény ve vyssi koncentraci FGF9

minima jiz Sestého dne a dale se ptili§ neménila (Graf 24).

Velikost organoidi se pisobenim FGF9 zvétSovala. Organoidy v obou koncentracich FGF9
byly na konci experimentu ptiblizn€ dvakrat vétsi nez organoidy kontrolni skupiny,

maximalni velikosti bylo dosazeno Sestého dne (Graf 23).
FGF9 nestimuloval organoidy k tvorbé vétvi pti nizsi ani pii vyssi koncentraci (Graf 21).

3.6.1. Kombinace FGF9 a FGF2

Ve vSech kombinacich FGF9 a FGF2 bylo urcité procento vétvicich organoidi. Jestlize
organoidy vétvily, tvofily nejcastéji vétvenou cystu. V. 1 nM FGF9 a 1 nM FGF2 vétvilo
organoidli méné nez v 1 nM FGF2, primérny pocet vétvi byl ale stejny. Stejné procento
vétvenych organoida (okolo 30% Sestého dne, kdy vétveni dosahlo maxima) se vyskytovalo
v 1 nM FGF2 i kombinaci 1 nM FGF2 s 2,5 nM FGF9. Pocet vétvi byl mirné vyssi
u organoidll z kombinace FGF2 s FGF9. V kombinaci 2,5 nM FGF9 a 2,5 nM FGF2 se
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vétveni vyskytovalo stejné casto jako v 2,5 nM FGF2, pocet vétvi byl ale mirné nizsi

v kombinaci faktort. (Graf 21, 22)
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Obr. 15: Srovnani organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s FGF2. A - Celkovy pohled na kulturu na konci
devitidenni kultivace. Méfitko: 200 um. B - Méfitko: 100 um.

Velikost organoidii byla v kombinaci 1 nM FGF2 s obéma koncentracemi FGF9 stejna jako
u 1 nM FGF2. Kombinace 2,5 nM FGF9 a 2,5 nM FGF2 vedla ke zmenseni organoidu oproti
2,5 nM FGF2, ale ke zvétSeni oproti organoidim z média s 2,5 nM FGF9. Narozdil od
organoidd kultivovanych s 2,5 nM FGF9 vS§ak velikost organoidii kultivovanych s 2,5 nM
FGF9 a 2,5 nM FGF2 dosdhla maxima az devatého dne, podobn¢ jako ve 2,5 nM FGF2
(Graf 23).
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Graf 21: Vétveni organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dnii kultivace. A - den
6.B-den9.
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Graf 22: Pocet vétvi vétvenych organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s FGF2 v priabéhu deviti dni
kultivace. A - den 6. B - den 9.
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Graf 23: Plocha organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dni kultivace.

Tloustka stény cysty Den 3
Bm Den6
Em Den S

40+

tloust’ka stény cysty (px)

Graf 24: Tloust’ka stény cysty v médiu s FGF9 a kombinaci s FGF2 v priibéhu deviti dni kultivace.

Pti kultivaci organoiddi s 1 nM FGF9 a 1 nM FGF2 byla primérnd tloustka stény cysty
v devatém dni srovnatelnd s organoidy z média s 1 nM FGF2. Vyssi koncentrace FGF9
v kombinaci s FGF2 (2,5 nM FGF9 a 1 nM FGF2) vedla k mirnému ztenceni stény cysty.
V obou kombinacich se sténa cysty ztencovala do Sest¢ho dne, poté zlstavala konstantni.
V kombinaci 2,5 nM FGF9 a 2,5 nM FGF2 byla primérna tlouStka stény cysty v poslednim

dni experimentu stejna jako v kombinaci 2,5 nM FGF9 a 1 nM FGF2, neboli vétsi nez ve

2,5 nM FGF9, ale zaroven mensi nez v 2,5 nM FGF2 (Graf 24).
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3.6.2. Kombinace FGF9 a HGF

Stejné¢ jako samotné FGF9 a samotné HGF u organoidii vétveni neindukovaly, ani jedna
kombinace FGF9 a HGF vyrazn€ nestimulovala vétveni u organoidi (Graf 25, 26).

Nejcastéjsim fenotypem byla cysta, jak Ize vidét na obrazku 16.
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Obr. 16: Srovnani organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s HGF. A - Celkovy pohled na kulturu na konci
devitidenni kultivace. Méfitko: 200 um. B - Méfitko: 100 um.

Velikost organoidii z médii s kombinacemi FGF9 a HGF byla asi dvakrat vétsi nez velikost
organoidil v bazalnim médiu, oproti organoidiim kultivovanych pouze v FGF9 ¢i HGF se vsak
ptili§ nezménila (Graf 27). Organoidy v kombinaci 1 nM FGF9 a 0,5 nM HGF vykazovaly
témef Uplnou shodu s organoidy z 0,5 nM HGF, véetné dosazeni maxima v Sestém dni,
zaroven byla velikost srovnatelnd i s organoidy z 1 nM FGF9. Organoidy v kombinaci faktort
2,5 nM FGF9 a 0,5 nM HGF se lisily oproti organoidt kultivovanych pouze v 2,5 nM FGF9
a pouze v 0,5 nM HGF dosaZenim maxima uZ ve tfetim dni. U této kombinace byla velikost
organoidi od tfettho dne udrzovana stejnd, pfipadné mirn¢ klesala. Maximalni velikost
organoidii v kombinaci 2,5 nM FGF9 a 0,5 nM HGF byla rovnéz mirn¢ niz$i nez maximalni

velikosti organoidd z 2,5 nM FGF9 ¢i 0,5 nM HGF.
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Tloustka stény cysty organoidii v kombinacich FGF9 s HGF byla srovnatelna nebo mirné
niz$i nez u organoidi v 0,5 nM HGF a zarovén kopirovala trend pozorovany u ptislusné
koncentrace FGF9 (Graf 28). V kombinaci 1 nM FGF9 s 0,5 nM HGF byla sténa nejtlustsi
ttetiho dne a v prubehu kultivace se ztenovala, podobné jako tomu bylo vidét u organoidt ve
veétsiné ostatnich médii a také. V 1 nM FGF9. V kombinaci 2,5 nM FGF9 se vsak tloustka
stény cysty ztenCovala pouze do Sest¢ho dne a devéat¢ho dne dosSlo k jejimu mirnému
rozsifeni. Podobn¢ tomu bylo i v kombinaci 1 nM FGF9 a 0,5 nM HGF, zde bylo vsak

ztlusténi po Sestém dni markantné;jsi.
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Graf 25: Vétveni organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s HGF v priibéhu deviti dnii kultivace. A - den
6.B-den9.
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Graf 26: Pocet vétvi vétvenych organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s HGF v pribéhu deviti dni
kultivace. A - den 6. B - den 9.
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Graf 27: Plocha organoidi v médiu s FGF9 a kombinaci s HGF v prubéhu deviti dnt kultivace.
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Graf 28: Tloust’ka stény cysty v médiu s FGF9 a kombinaci s HGF v priibéhu deviti dni kultivace.
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4. DISKUZE

V této praci byly ucovany vlivy FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10 a HGF na epitel mlécné
zlazy. V praci bylo zjisténo, Ze rtizné ristové faktory maji rozdilny vliv na morfogenezi

epitelu mlécné zlazy.
Vétveni organoidu

Stimulace organoidl k vétveni fibroblatovym rlstovym faktorem 2 je v souladu s vysledky
predchozich studii (Ewald et al., 2008). Cim vyssi koncentrace FGF2 byla v médiu piitomna,
tim vy$$i procento organoidl vytvofilo fenotyp vétveni. Vyssi aktivita FGF2 v médiu s vyssi
koncentraci tohoto faktoru byla potvrzena také naristem primérného poctu vétvi organoidu

oproti niz8i koncentraci FGF2.

Prestoze FGF7 dokdze stimulovat vétveni béhem embryondlniho vyvoje (Sternlicht et al.,
2005), mél FGF7 negativni vliv na vétveni epitelu pubertalnich mysi. NejenZze sam vétveni
neindukoval, ale v kombinaci s FGF2 snizoval procento vétvenych organoidd. S tim
korespondoval také primérny pocet vétvi piipadnych vétvenych organoidl, ktery byl
v kombinaci s FGF7 niz8i nez v samotném FGF2. Jiz dfive bylo ukazéno, ze FGF7 ma
v dospé€losti negativni vliv na vétveni indukované TGFa (transformujici rastovy faktor a),
piestoze oba faktory spousti signalni drahu MAP kinazové kaskady (Fata et al., 2007). Rozdil
spocival v délce aktivace této signdlni drahy. Patnactiminutova aktivace FGF7 ziejmé
nestacila k rozvinuti vétveni, zatimco TGFa, ktery aktivoval signalni drahu MAPK pfes jednu
hodinu, stimuloval epitel k vétveni (Fata et al., 2007). Vzhledem k tomu, ze i FGF2 vyuziva
pti své signalizaci signalni drahu MAPK (Forsten-Williams et al., 2005), zpisob zamezeni

vétveni v kombinaci FGF7 a FGF2 miiZe také souviset s dynamikou buné¢né signalizace.

Organoidy s FGF1 vykazovaly podobnou odpovéd’ jako s FGF7 a i1 zde je moZzné uvazovat o

dasledcich dynamiky bunécné signalizace.

Podobné jako FGF7 hraje FGF10 (signalizujici skrze stejny receptor) roli v prenatdlnim
vyvoji mlééné zlazy. U mysi s chybéjicim genem pro FGF10 nebo jeho receptor FGFR2IIIb
nedojde k vytvoieji mléEného pupene (Mailleux et al., 2008). V pubertalni mlécné zlaze vSak

FGF10 nema vliv na vétveni epitelu (Zhang et al., 2014). Vysledky tohoto experimentu
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potvrzuji tuto teorii, nebot’ u organoidu v kultute se samotnym FGF10 nebyly vyvinuty vétve

a v kombinaci s FGF2 bylo dosazeno stejné¢ho vysledku jako s FGF2 samotnym.

HGF sice sam vétveni u organoidii nestimuloval, v kombinaci s FGF2 vsak zietelné ménil
fenotyp organoidi. V kombinaci HGF a FGF2 byly vzniklé vétve zna¢né delsi a masivnéjsi
nez v samotném FGF2. Na druhou stranu byl dfive v kolagenu typu I pozorovan rozvoj
vétveni v odpovédi na stimulaci samotnym HGF (Niranjan et al., 1995; Zhang et al., 2002).
V Matrigelu se vSak vétveni epitelu neobjevovalo, z ¢ehoz lze usoudit, Ze sloZeni a tuhost
ECM jsou velmi dilezité Cinitele podilejici se na celkové odpovédi epitelu na stimulaci

rustovymi faktory.

U FGF9 nebyl prokazan piimy vliv na vétveni epitelu mlécné Zlazy, z ptedchozich studii je
vSak znamo, Ze FGF9 indukuje vétveni epitelu neptimo, skrze fibroblasty mléné Zzlazy
(Sumbal a Koledova, 2019). Pro budouci studium efektii FGF na morfogenezi mlécné zlazy

by se tudiz jako jedna z moznosti nabizelo vytvofit kokultury organoidi s fibroblasty a zde

ucinky FGF dale zkoumat.

Riist organoidi

Pozitivni vliv na riist organoidi a proliferaci bunék byl v urcité mife pozorovan u vSech
testovanych rastovych faktorti, coz je v souladu s udaji uvadénymi v literatufe (Imagawa
et al., 1994; Fata et al., 2007; Zhang et al., 2014; Cui a Li, 2013; Niranjan et al., 1995).
Nejveétsi maximalni velikosti dosahovaly organoidy obvykle Sestého az devatého dne, jediné
HGF vsak vyvolavalo u organoidt skokovy rust. Nejvétsi velikosti bylo mnohdy dosazeno jiz

tfetiho dne kultivace.

V kombinaci faktort s FGF2 byla velikost organoidu ¢asto srovnatelnd se samotnym FGF2,
pouze u kombinace FGF1 a FGF2 jednoznac¢né ptevazil fenotyp organoidii stimulovanych

FGF1.

Tloust’ka stény cysty

Faktory, u kterych byl jednozna¢né ukazan vliv na ztenCovani stény organoidu a tvorbu cysty
byly FGF9 a FGF10. U FGF9 je toto tvrzeni v souladu také s tim, Zze v kombinaci vysokych

koncentraci FGF2 a FGF9 tvofila vétSina organoidii vétvené cysty. Pii vySsi koncentraci se na
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ztencovani stény organoidu podilely také FGF1 a HGF. U FGF2 a FGF7 zistavala tloustka

stény priblizné stejna jako u organoidl v bazalnim médiu, pfipadné byla mirné veétsi.
Souvislost tloust’ky stény organoidu s rozvojem vétveni

Jednou z moznych souvislosti v ramci vlivu rastovych faktorti na morfogenezi epitelu mlécné
zlazy je souvislost tlouStky stény s rozvojem vétveni u organoidii. U organoidl s vyrazné
tenkou sténou, které se vyskytovaly piedevSim pii kultivaci s FGF9 a FGF10, nikdy
nedochéazelo k vétveni. Naopak pokud se v médiu s FGF2 indukujicim vétveni vytvofila
cysta, jednalo se zpravidla o cystu tlustosténnou a v pritbéhu kultivace mohlo dojit k jejimu

vyvétveni.

Pro blizsi studium tohoto fenoménu by bylo vhodné vytvofit fezy organoidd, které by byly
imunofluorescenéné nabarveny. Takto by bylo mozné ziskat data tykajici se strukturniho

uspotadani organoida.
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ZAVER

Cilem této StfedoSkolské odborné cinnosti bylo urcit vliv nékolika rtstovych faktort,
konkrétné FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10 a HGF na epitel mlécné zlazy. Pro tyto ucely
byla vyuzita 3D kultivace organoidii mléné zlazy pubertalnich mysi v Matrigelu a technika

pseudo time-lapse pii mikroskopickém snimani zivych bunék.
Bylo potvrzeno, ze FGF2 ma ptimy vliv na rozvoj vétvici morfogeneze epitelu mlécné zlazy.

FGF1 a FGF7 byly identifikovany jako faktory majici negativni vliv na vétvici morfogenezi

mlécné zlazy v obdobi puberty.

FGF9, FGF10 a HGF neindukovaly vétveni organoidl, ale v kombinaci s FGF2 mu ani

nezabranovaly.
FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10 i HGF zptsobovaly proliferaci bun¢k a riist organoidu.
FGF9 a FGF10 vytvarely tenkosténné cysty, u kterych nedochdzelo k rozvoji vétveni.

Tato prace prispéla k pochopeni problematiky signalizace fibroblastovych rtstovych faktort
mlécné zlazy a jejiho vlivu na epitel mlécné zlazy. Spravné pochopeni téchto procest je velmi
zadouci, nebot’ jejich deregulace muze vést ke vzniku a progresi nadorti. Vysledky prace
mohou byt zdkladem ke studiu dalSich vlivl ristovych faktori na morfogenezi mlécné zlazy

a k porozuméni celkové regulace postnatalniho vyvoje mlécné zlazy.
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