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KOPSAVILKUMS

Kriits vézis ir laundabigs audzg&js, kas atSkiras gan viena audzg€ja ietvaros, gan starp
individiem. Lai noskaidrotu pacientam piemérotako arstéSanas veidu, tiek noteikti véza tipi
péc tos veidojoso Siinu morfologijas, producétajiem receptoriem, ka arl génu ekspresijas.
Stinu kultiirds barotnu sastavs un citi auganas apstakli ietekmé kultivéto §tinu signalprocesus
un génu ekspresiju.

Darba tika parbaudita Cetru atSkirigu barotnu ietekme uz kriits véza Iiniju (MCF7 un
MDA-MB-231) un fibroblastu (HDFa) Stnu linijas augS8anu un fenotipu. AtSkiribas tika
konstatetas, imiinfluorescenti salidzinot proteinu ekspresijas intensitati, izmantojot augstas
caurlaidsp&jas attélieguves sistemu InCell analyzer 2200. AtSkirigos barotnu sastavos,
izmainijas $tnu veidotie proteini un fenotips.

Atslegvardi: krits vézis, imtinfluorescence, $tiinu morfologija, §tinu kultiiras



SUMMARY

Breast cancer is malignant tumor with high heterogenity between individual patients
and even within one tumor. Cancer subtypes are classified by cell morphology, produced
receptors and gene expression. This information is necessary for choosing the most
appropriate therapy.

Components of cell culture media and other factors affect cell signalling and gene
expression. Therefore, the aim of this study is to compare three different cell lines cultured in
four types of media by using immunofluorescence, observe changes in growth and phenotype.
The expression of proteins in breast cancer cell lines (MCF7 and MDA-MB-231) and stromal
fibroblast cell line HDFa was compared by using InCell analyzer 2200 imaging system. The
protein expression and cell phenotype changed in different cell culture media.

The title of the work: Effect of different culture media on the phenotype of breast cancer
cell lines

Key words: breast cancer, immunofluorescence, phenotype, cell morphology, cell
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IEVADS

Kriits vézis ir viens no biezakajiem véza veidiem pasaulé. Péc ATCC (American Type
Culture Collection) pieejamajiem datiem ir izveidotas 45 krits véza $tnu linijas. Tomér
petjumi tiek veikti arT ar izdalitu materialu no pacientem. Kultiv§jot véza Siinas, tam ir
janodrosSina specifiski augSanas apstakli. Barotnes sastavam ir loti liela ietekme uz Stinu
signalprocesiem un génu ekspresiju. Izdalot primaras kriits véza $tinas no biopsijas materiala,
tiek iegtts heterogéns Stinu paraugs, kas satur ne tikai audzg&ja Siinas, bet arT stromas Siinas
(fibroblastus vai asinsvadu endotéliju). Sis $iinas inhibé kriits karcinomas epitélija $inu
augSanu, kas traucé véza Stnu pétisanu (Freshney 2012). Lai samazinatu cilvéka saistaudu
Sinu daudzumu un veicinatu tiesi audz€ja $unu proliferaciju in vitro, ir nepiecieSams
specifisks barotnes sastavs.

Saja petijuma tika parbaudita Getru atikirigu barotpu ietekme uz divam krits véza
Imijam (MCF7 un MDA-MB-231) un pieaugusa cilvéka dermalo fibroblastu (HDFa) §tinu
linijas augSanu un fenotipu. AtSkiribas tika konstatétas veicot imiinfluorescento iezimésanu,
salidzinot proteinu ekspresijas intensitati, izmantojot augstas caurlaidspgjas att€lieguves
sistemu — InCell analizer 2200.

Bakalaura darba meérkis ir ar imiinfluorescences palidzibu salidzinat tr1s atSkirigu Stnu
liniju augSanas un fenotipa izmainas, kultiv§jot tas cetros dazados augSanas apstak]os.

Lai sasniegtu mérki tika izvirziti $adi uzdevumi:

1. kultivet atsauces Stinu linijas Cetras atSkirigas barotnés,
2. veikt iminfluorescento iezim&Sanu ar kriits v€za Stnu fenotipu un proliferaciju
raksturojoSiem biomarkieriem,

3. analiz&t iegttos datus, salidzinot fluorescences intensitati.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Krits uzbiive, to veidojoSie Stinu tipi

Pienu izdalo$i dziedzeri, kas nepiecieSami p&cnac€ju barosanai, ir raksturigi tikai
ziditajiem. Sievietem kritis ir apali izaugumi, kas veidoti no piena dziedzeriem, bagatigi
izklatas ar taukaudiem un blivajiem saistaudiem (1.attéls) (Jatoi and Kaufmann 2010). Krats
stromu veido adipociti, fibroblasti, endotélija Stnas (Carels et al. 2016). Taja atrodas
asinsvadi, limfvadi, limfmezgli un nervi (Liberman 2005). Kriits ada ir plana, ta satur matu
folikulus, tauku dziedzerus un eksokrinos sviedru dziedzerus. Kriiti apasino galvenokart
ieks§gja piena un laterala kriiskurvja arterija. Limfatiskajai kriits drenazai ir liela nozime bridi,

kad izplatas Jaundabigs kriits audz&js (Harris et al. 2010).
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l.attels. Sievietes kriits anatomiska uzbiive Skérsgriezuma
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/pmh/PMH_Authoring/media/Images/originals/FemBre
astAnatomySideView300dpi.jpg).

Figure 1. Anatomy of female breast in cross section
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/pmh/PMH_Authoring/media/Images/originals/FemBre
astAnatomySideView300dpi.jpg).

SievieSu kriits dziedzeris dzives laika maina savu struktiiru, formu un apmérus.

Jaundzimusajam nav attistitas kriits dziedzera daivinas. Mazulim saistaudu stroma ir redzami
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tikai zaroti izvadkanali. Pubertaté pastiprinati pieaug kriits dziedzera masa, jo notiek tauku
Stnu priekste¢u proliferacija un diferenciacija. Vienlaikus notiek ari epitélija proliferacija,
kuras rezultata piena izvadkanali pagarinas un zarojas, lidz tie ir sasniegusi kriits fasciju.
Krits dziedzera vienu daivinu veido intralobularie (daivinu) piena vadi un terminalo vadinu
jeb acinusu kompleksi (Markovs 2007). Starpdaivu (interlobularie) piena vadi transporté
pienu uz krits galu (Santagata et al. 2014). Vienu kriits daivu veido vairakas daivinas, bet
piena dziedzeri veido 15-20 daivas (Jatoi and Kaufmann 2010). Kriits dziedzera stromas
augsdala atrodas turétajsaites jeb Kiipera saites (Markovs 2007).

Peles piena dziedzeru agrina ontogenéze sakas ar to, ka embrija attistibas 13,5 diena
(E13,5) rodas piena dziedzeru pumpuri, kas ieklaujas mezenhima. Lidz embrija 15,5 dienai
Sie pumpuri izplatas un veido lumenu. 18,5 diena ir attistijies neliels piena dziedzeris, kas
atrodas maza tauku spilvena. Turpmak piena dziedzeris ir relativi neaktivs Iidz pubertates
treSajai ned€lai, kad estrogéna (E) ietekmé notiek turpmaka attistiba. Pubertates beigas

dziedzera zarosanos regulé progesterons (2.attels) (Visvader and Stingl 2014).

E13.5 E16.5 E18.5 Jaundzimu$ais Pubertate Pieaugusais
3 nedélas 6 nedélas

Intralobularo vadu gali
E

s
. > o —> () —> %J—) —
Tauku spilvens

Involicija

Laktacija

2.attels. Shematiska agrina peles piena dziedzera ontogenéze embrija un pieaugusa Tpatni
(Visvader and Stingl 2014).

Figure 2. Schematic ontogeny of mouse mammary gland in the embrio and adult (Visvader
and Stingl 2014).

Gritniecibas pirmaja trimestri estrogéna ietekm& notiek epitélija Stinu proliferacija
intralobarajos vados un veidojas jauni acinusi. Otraja griitniecibas trimestri progesterona
ietekmé diferencgjas dziedzera $tnu acinusi. Tajos ir daudz mitohondriju un labi attistits
graudainais endoplazmatiskais tikls. PE€dgja grutniecibas trimestri So §tinu citoplazma paradas
sekretoras granulas un tauku paslisi. TieSi pirms dzemdibam tiek sekretéts laktalbumins,
lizozims un laktoferins. Laktacija sakas péc dzemdibam, kad piena dziedzeri prolaktina
ietekmé izdalas piens. Laktacijas laika terminalie vadini transforméjas par alveolarajiem

acinusiem, kam ir lielaks tilpums. Starpdaivu piena vadi savac piena sekrétu no vienas daivas.
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Tos veido intralobularie vadi, kuri, sapliistot kopa, veido inetrlobularos vadus (Markovs
2007). P&c zidisanas beigam glandulociti apoptozes cela iet boja. Ar leikocttu palidzibu tiek
fagociteti apoptotiskie kermenisi un piena komponenti, samazinas acinusu limens (Markovs
2007). Péc laktacijas dziedzeris atgricZzas tada pasa stavokli ka pirms gratniecibas (Visvader
and Stingl 2014).

Pienvadi veido katras daivas izvada gala posmu, un tos izklaj daudzkartainais plakanais
epitelijs. Kruts dziedzera piena vadus izklaj vienkartainais cilindriskais vai kubiskais epitélijs
(Makarovs 2007). To veido divu veidu epitélija stinas — mioepitelialas $tnas, kas veido argjo
slani, un polaras luminalas epitélija §inas, kas veido ick$gjo slani. Sos abus slanus ieskauj
bazala membrana (3.attéls) (Pandey et al. 2010). TresSais sastopamais $tnu tips krits dziedzeri

ir bazalas $iinas, kas ir epitélija stnu priekste¢i (Tornillo and Smalley 2015).

Mioepiteliala $iina

Piena

Luminala B
proteini

epiteliala Sina
Lumens

Bazala ——
membrana (BM)

3.attéls. Piena dziedzera vada skérsgriezums (Pandey et al. 2010).
Figure 3. Cross section of mammary gland duct (Pandey et al. 2010).

Luminalas A $tnas ir bazofilas un satur daudz ribosomu. (Harris et al. 2010). Tam
centra ir ovals kodols, neliels daudzums citoplazmas. Tas ir kubiskas formas. Luminalo §tnu
galvena funkcija ir piena producésana (Jatoi and Kauffman 2010). Luminalas Stnas ekspresé
ER, CK7, CK8, CK18, CK19, PR u.c. receptorus (Bertucci et al. 2012).

Bazalas $iinas ir caurspidigas ar olveida kodolu, bez kodolina (Harris et al. 2010).
Dazados literatiras avotos nav vienota viedokla par bazalajam B S§tinam. Ir mingums, ka
bazalas $tinas ir mioepitelialas $tinas, kas ir funkcionali specializ&jusas (Sleeman et al. 2007).
Dazi uzskata, ka piena dziedzeru epitélijs ir veidots no luminalam un bazalam/mioepitelialam
sunam (Carels et al. 2016). Bertucci et al. norada, ka mioepitelialas $tnas, kas atrodas tuvu

bazalajai membranai, tieck maldinosi sauktas par bazalajam $tinam. Bazalas Stinas uzskata par
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nenobriedusiem priekSteciem un cilmes $tnam (Bertucci et al. 2012). Kriits véza cilmes $iinas
tick raksturotas péc ALHIAl, CD44 un CD24 ekspresijas. Sada tipa $unas biezak ir
sastopamas pacientiem, kuri jau ir san@musi kimijterapiju. Tas apstiprina aizdomas, ka krits
véza cilmes Siinas ir populacija audzg€ja, kas ir rezistentas pret kimijterapiju. Dazados
attistibas posmos kriitT atrodami atskirigi cilmes Stinu veidi. Lai gan tas atrodas kriits bazalaja
slani, ari luminalo $tinu dala satur $tinas, no kuram var attistities kruts vézis (Clevers et al.
2011).

Mioepitelialas $tnas nodroSina piena izgriiSanu no luminalajam $tnam (Jatoi and
Kaufmann 2010). Mioepitelialajam $inam piemit ipasibas, kas raksturigas gan epitélija, gan
gludo muskulu §tnam. Tapat ka gludajos muskulos mioepitelialajas $iinas ir aktina filamenti
un miozins, uUn tam piemit kontraktilas Tpasibas. Mioepitelialajas S$tnas ir daudz
mikrofilamentu un gludajiem muskuliem raksturigie citoskeleta proteini — alfa aktins un
miozins (Pandey et al. 2010). Ka epitélija Stnas tas veido starpfilamentus un tam ir ar
kadherinu saistitie starpsiinu kontakti (Adriance et al. 2005). Siinas ir zarotas, zvaigznveida

formas. So §anu kontraktilo darbibu stimulé steroidie hormoni - prolaktins un oksitocins

(4.attels) (Harris et al. 2010).
CD48fCD29°CD24*MEpCAMM
gcmrc-klrs‘:arcmswcmm SR
) uKtala suna
@” e

Dulialats ER'/ER"
priekstecis
\ CD49°CD29°CD24*CD14-
Luminalas CD49f*CD29"°CD24*"EpCAM" EpCAM"c-kit-Sca1*CD61-CD49b-
Sinas CD61+*c-kit*Sca1-CD49b*CD14*Aldh*
priekstecis
(Luminala

cilmes $ina?)  Agrins alveolarais CD48f*CD29°CD24*NEpCAMN

Piena dziedzera priekstecis (ER") c-kit°Scal CD14*
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ERaA ey \
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I\Imepltellala sana
CD29"CD49f"CD24*EpCAM>med

4.attels. lespgjamie epitélija Stinu prieksteci un markieri to noteikSanai (Visvader and Stingl

2014).

Figure 4. Prospectively identified epithelial cell progenitors and their markers (Visvader and
Stingl 2014).

Piena dziedzeru bazalas membranas sastava ietilpst IV tipa kolagéns, laminins,

fibronektins U.C. proteini. Visi $ie savienojumi ir atrodami gan piena vadu, gan daivinu
12



bazalajas membranas. Bazala membrana ir nepiecieSama daudzam epitélija $tnu funkcijam:
piena producéianai, mijiedarbibai ar prolaktinu un ERa ekspresijai. Sis funkcijas nodrosina
starpStinu kontakti. Kontakts starp epitélija Sinam un bazalo membranu ir loti svarigs audu
veidosana un funkcion€$ana. Pieméram, audu kultiiras kriits epitélija Sinam, kas nespgj
noenkuroties pie laminina bazalaja membrana, ir traucéta polaritate un tas neveido piena
proteinu f-kazeinu. Laminins aktiviz€ f-kazeina géna ekspresiju (Jatoi and Kauffman 2010).

Kruti ir tris veidu saistaudi: irdenie saistaudi daivinas, blivie neregularie saistaudi starp
daivinam un taukaudi. Blivajos saistaudos ir biezi kolagéna un elastigo saiSu sakopojumi, kas
ietver atseviskas daivinu vienibas. Epit€lija un stromas mijiedarbiba ir nepiecieSama normalai
kriits attistibai un diferenciacijai (Jatoi et al. 2010).

Starpdaivu (interlobularos) saistaudus veido parsvara fibroblasti un adipociti. Daivu
saistaudos ir arT makrofagi, eozinofilie leikociti, limfociti un plazmas Stinas. Cilveka krits
fibroblastiem piemit sp&ja inhib&t epitélija Stnu proliferaciju, tomér tad, ja fibroblastu ir
vairak par epitélija SGnam, $is efekts samazinas (Jatoi and Kaufmann 2010). Uzskata, ka ar
karcinomu saistitie fibroblasti veicina véza attistibu. Ja normala kriits dziedzera fibroblastus
(NAF — normal breast associated fibroblasts) salidzina ar karcinomas fibroblastiem (CAF -
carcinoma-associated fibroblasts), tad novéro, ka NAF ievérojami vairak par CAF nomac
epitélija Stnu proliferaciju. lesp&jams, kancerogenézes rezultata fibroblasti zaud€ ietekmi uz

epitélija Stnu daliSanos (Sadlonova et al. 2005).
1.2. Kirits vézis un ta klasifikacija

1.2.1. Histologiska klasifikacija

Kriits vézis ir laundabigs audzgjs. Péc morfometriskam pazimém to iedala karcinomas
un sarkomas. Sarkoma ir sastopama tikai ~ 0,1% gadijumu. Ta veidojas no stromas $tinam
kriits audos (Adem et al. 2004). Karcinoma ir kriits vézis, kas veidojas no epitélija §inam
(Jatoi et al. 2010). Karcinomu iedala: karcinoma in situ un invaziva karcinoma (5. attéls).

Karcinoma in situ ir stadija, kad v€l nav notikusi laundabigo $tinu invazija kriits audos.
Sis véza $tnas prolifere krits daivinas un vados. ST karcinoma var klit par invazivu
karcinomu, kuras Stinas aug arpus daivipam un piena vadiem. Invazivas karcinomas var
veidot attalas metastazes un izplatities kermeni (Anonymus 2015a). Epiteliali-mezenhimalas
tranzicijas laika Stinas zaudg epitelialas iezimes un iegiist mezenhimalu raksturu.

Sis §linas metastazu veido$anas laika migré prom no primara audzgja, ieklast limfvados
un izplatas dazados kermena organos (visbiezak- smadzenés, plausas, aknas, kaulos).

Metastazes veidojosas Stnas producé vimentinu, tapec Sunu kultiiras raksturosanai var noteikt
13



ta ekspresiju (Ackland et al. 2003). Histologiski karcinoma in situ tiek iedalita duktalaja vai
lobularaja atkariba no epitelialo Stnu izcelsmes vietas (piena vadi vai daivinas). Duktala

karcinoma in situ (DCIS) ir sastopama biezak neka lobulara karcinoma in situ (LCIS).

/ Kruts vezis \

[Karcinoma in sfm} [Invaziva karcinoma ]
Invazivs
lobulars

Duktah-
lobulars

Komedo
Kribiforms

Mikropapilars
Papilars

5.attéls. Krits véza histologiskais iedalijums (Malhotra et al. 2010).
Figure 5. Histological classification of breast cancer (Malhotra et al. 2010).

Konstatgjot kriits vézi, parasti tick noteikta ari ta malignitate. To nosaka, mikroskopiski
salidzinot normalas kriits Stinas ar audz&ja $inam histologiska griezuma. Izmanto dazadas
sisteémas, bet viena no tadam ir Notingemas histologiska punktu sistéma, kas klinika tiek
izmantota visbiezak. Pamata tiek izvirziti 3 faktori:

1. Noformétu dziedzeru daudzums:
a. >75% audzgja laukuma veido dziedzerveida struktiiras,
b. 10-75% audzg&ja laukuma veido dziedzerveida struktiiras,
€. <10% audzgja laukuma veido dziedzerveida struktiiras.
2. Kodola pazimes:
a. mazs kodols, kas ir nedaudz lielaks neka normalas §tunas, regulara Siinas
robeza, maza lieluma variacija;
b. Stnas lielakas neka normali, ar lielu vezikularu kodolu, redzamu kodolinu un
vidgju variaciju lieluma un forma;
c. vezikulars kodols, izteikts kodolins, loti liela dazadiba izméra un forma, nereti
megasunas
3. Mitotiska aktivitate:
a. 50x palielinajuma 10 laukos ir 7-10 S$tinas mitozes fazg;
b. 50x palielinajuma 10 laukos ir 8-14 $tinas mitozes faze;

C. 50x palielinajuma 10 laukos ir vairak par 15 $iinam mitozes faze.
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Katra no faktoriem tiek pieskirti punkti no viens lidz tris. Agresivitates pakape tiek
noteikta p&c punktu skaita, jo mazaka pakape, jo mazak agresivs audzgjs: pirma pakape (lidz
pieciem punktiem), otra pakape (Iidz septiniem punktiem) un tresa pakape (I1dz 9 punktiem)

(Anonymus 2015b).
1.2.2. Imainhistokimiska un molekulara klasifikacija

Klasificgjot kriits vézi ir svarigi nemt véra ne tikai morfologiskas atSkiribas, bet arl
receptoru statusu $iinas, ko nosaka imiinhistokimiski, un génu ekspresiju molekulara Iiment.
Izmantojot tikai histologisko klasifikaciju, biezi gadas situacijas, ka pacientiem ar lidzigam
pazimém un to kombinacijam atskiras kliniskie rezultati, bet labaka gala iznakuma panaksanai
nepiecieSamas atSkirigas arst€Sanas metodes (Schnitt 2010). Kriits véza $tnam ir receptori uz
Stinas virsmas, citoplazma un kodola, kurus izmanto imiinhistokimiskaja véza klasifikacija.
Tie ir: estrogéna receptors (ER), progesterona receptors (PR) un cilvéka epidermala augSanas
faktora receptors (HER2) (Carels et al. 2016). Ar imtnhistokimijas palidzibu patologs nosaka
So receptoru statusu $unas. Histologisko griezumu ar imiinhistokimijas palidzibu iekraso pret
attiecigo receptoru, kuru parbauda. Péc ta, kads daudzums no S$tnam ir iekrasojies audu
parauga, tiek pieskirti punkti (no viens lidz tris), vai procentuals noveért€§jums (Anonymus
2015c).

Estrogéna receptoru kode ESR1 géns. Steroidie hormoni un to receptori ir iesaistiti
eikariotu génu ekspresijas reguléSana un ietekmé Siinu proliferaciju un diferencéSanos
(UniProt 2016). Estrogéns ir nepiecieSams piena dziedzeru attistibai un nobrieSanai.
Dziedzeros ir divu veidu estrogéna receptori: ERa un ERB. ERa ir detektéts epitélija Stinas
tapat ka ERP, bet izteikts ERpB signals ir novérojams mioepitelialajas Stnas (Speirs et al.
2002). Ja véza Stinas ekspresé estrogéna receptorus, to augsana ir atkariga no estrogéna. Lai
arstétu So veéza apakstipu, tiek izmantoti antagonisti (piem&ram, tamoksiféns), kas bloke
estrogéna efektu ER signalcela (Carels et al. 2016).

Progesterons ir hormons, ko sintez€ olnicas. Progesterona iedarbibu organisma nav
iesp&jams noskirt no estrogéna. Abi Sie hormoni mijiedarbojoties, nodrosina kriits dziedzera
attistibu gan agrina ontogen&ze, pubertaté, gritniecibas laika un laktacija. Progesterons
iedarbojas, saistoties ar augstu afinitati pie progesterona receptora, kam ir divas izoformas (A
un B). PR atrodas smadzenés, kur tas kontrolé reproduktivo uzvedibu, ka ari kriiti un
reproduktivajos organos. Progesterons ir kriits dziedzera Stinu mitogéns. Tadel PR tapat ka ER

tiek izmantots terapija, lai inhib&tu audzgja attistibu (Lange and Yee 2014).
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HER2 (ERBB2) jeb cilvéka epidermala augSanas faktora receptors ir membranas
tirozina kinaze, un aktivizeta stavoklt tas veicina $iinu proliferaciju un dzivotsp&ju. ERBB2
onkogéns atrodas 17. hromosomas gara pleca 12. regiona (17q12). ERBB2 géna amplifikacija
izraisa HER2 receptora parekspresiju un veicina kriits audzgja attistibu. ERBB2 ir amplificéts
aptuveni 15-20% krits véza gadijumu. ERBB2 géna amplifikacija retak ir notikusi klasiskas
invazivas lobularas karcinomas gadijuma (10% gadijumu), neka invazivas duktalas
karcinomas gadijjuma. Visretak HER2 ir sastopams tubularaja karcinoma, zemaka ta
produkcija ir sastopama iedzimtaja krats vézi, kas saistita ar mutaciju BRCAL vai BRCA2
génos. Biezi vien pozitiva HER2 produkcija tiek saistita ar agresivu slimibu, pastiprinatu Stinu
proliferaciju un ER un PR receptoru negativitati. HER2 tiek producéts visas kriits epitélija
stinas. Tap&c nosakot §1 recetora statusu, ir nepiecieSams noteikt intensitates atskiribas
(Krishnamurti and Silverman 2014)

Nosakot HER2, ER un PR statusu audos, izmantojot IHC, nakas saskarties ar
problémam, kas ietekmé& signala detekciju: fiksacijas veids un ilgums, antivielas tips
(poliklonala vai monoklonala), antigéna atgiiSanas intensitate, pozitiva signala kontroles
trikums u.c. Lai korekti varétu konstatét g€nu parekspresiju, nepiecieSams standartizets
protokols visiem paraugiem (Krishnamurti and Silverman 2014).

Lai parauga noteiku aktivi prolifergjosas S$iinas, parauga iezimé Ki-67 proteinu.
Interfazes laika antigéns atrodas tikai kodola, bet mitozes laika lielaka dala proteina atrodas
uz hromosomu virsmas. Ki-67 proteins ir atrodams §tina visas $ina cikla aktivajas fazes (G,
S, G2 un mitoz€), bet td nav Siinas, kuras ir miera fazé Gy. Tadel tas ir 1pasi piemerots
markieris, lai p&titu, vai kultiira eso8as Stinas aktivi proliferé (Scholzen and Gerdes 2000).

Pec molekularas klasifikacijas kriits vezi iedala tris lielas grupas: luminala, HER2 un
bazala (1.tabula).

Luminalais kriits vezis ir saistits ar hormonu receptoru ekspresiju, tas ir sastopams
aptuveni 70% invazivas karcinomas gadijumu. Luminalo apakstipu sikak iedala luminala A
un B. Tie atskiras ar HER2 ekspresiju, kas raksturiga luminalam B (Schnitt 2010). Vismaz
viens procents no luminalas karcinomas Sinam ekspresé estrogéna Vvai progesterona
receptorus vai abus, izraisot estrogén-atkarigu augSanu. 20-30% no visiem kriits vE&za
pacientiem un 40-50% no pacientiem ar luminala tipa kriits vézi veidojas metastazes (Ogba et
al. 2014). Luminala krits véza §tnam ir zema koloniju veidoSanas aktivitate un palielinata
adhézija. Petot MCF7 $tinu liniju, kas pieder pie luminala A tipa, tika noskaidrots, ka $tinam
ir augsts e-kadherina, zems CD44 ekspresijas Iimenis un nav CD24 ekspresijas (Chekhun et

al. 2013). Arstésana visbiezak izmanto hormonatkarigo terapiju (Schnitt 2010).
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1.tabula.

Imiinhistoktmisko markieru ekspresija molekularajos kriits véza
apakstipos (Schnitt 2010).

Table 1.

Imunohistochemical marker expression in molecular subtypes of
breast cancer (Schnitt 2010).

Molekularais
Biomarkiera profils

apakstips
Luminalais A ER+ un/vai PR+, HER2-, zema Ki67 ekspresija (<14%)
Luminalais B ER+ un/vai PR+, HER2+

ER+ un/vai PR+, HER2-, augsta Ki67 ekspresija (>14%)
HER?2 ER-, PR-, HER2+
Bazalais ER-, PR-, HER2-, CK5/6 un/vai EGFR+

HER?2 apakstipa ir HER2 géna parekspresija un netiek ekspreséti ER un PR. Sastopams
aptuveni 15% gadijumu (Schnitt 2010).

Bazalais apakstips ekspresé bazalos citokeratinus. Tas ir ER, PR, HER2 negativs.
Bazala tipa kriits vézim ir sliktakas prognozes. To nevar arstét ar hormonu terapiju, ta ka
Sinam nav estrogéna un progesterona receptoru (1. tabula). Pacientém ar bazala tipa kriits
vezi ir augstaks metastazu veidosanas risks (Montgomery et al. 2012). Bazala tipa kriits vézim
ir mazdiferencétas karcinomas, vairums ir duktalas karcinomas (Chen and Russo 2010).
Stinam ir zemas adhezivo kontaktu sp&jas, ko izraisa novirze no e-kadherina ekspresijas

normas, ievérojams CD44 ekspresijas pieaugums un zems CD24 ekspresijas Iimenis
(Chekhun et al. 2013).

1.3. Siinu kultivé$ana

1.3.1. Ziditaju Siinu kultiiras

Stnu audzésanai kultira nepiecie$ami atbilstosi augdanas apstakli: barotnes sastavs,
osmotiskais spiediens, pH, temperatiira, gazu sastavs. Ziditaju Stnu kultivéSanas barotnes
parasti satur aminoskabes, monosaharidus, vitaminus, neorganiskos savienojumus un
mikroelementus. Barotné ir komponenti, kas palidz uzturét osmotisko spiedienu (aptuveni
260-320 mOsm/kg), jo §anam ir jaatrodas izotoniska vidé. Stinu augSanai ir svarigs ari pH,

kas $tinu kultdiras parasti ir no 7,2 lidz 7,4 (Yang and Xiong 2012). So limeni uztur atmosféras
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CO,, kas stinu kultiru inkubatora ir 5%, ka ari hidrogénkarbonata (HCO3") joni, kas atrodas
barotné parasti NaHCOj3 salu veida (Freshney 2012). Ja Stnas biezi tiek paklautas vides
mainai (t.i., ilgaku laiku iznemtas no inkubatora), barotnei var pievienot HEPES (YYang and
Xiong 2012).

Inkubatora ir jakontrolé ari skabekla koncentracija, lai ta nebiitu parak augsta, jo
iz8kidugais O, var biit toksisks un veidot brivos radikalus. Stinas §iem apstakliem adaptgjas ar
antioksidativajiem mehanismiem, izmantojot, pieméram, glutationu. Barotnei var pievienot
natrija selenitu, kas samazina skabekla toksiskumu §tinas. Inkubatora tapat ka gaisa ir 21%
briva skabekla. Ir inkubatori, kuros So Itmeni var regulét. Dazas Siinu kultiras labak aug
hipoksijas apstaklos, bet citam proliferaciju veicina paaugstinats skabekla daudzums (95%
stinam, kas izdalitas no embrija). Optimala temperatiira, kada tiek kultivetas $iinas, ir atkariga
no organisma, no kura tas ir iegtitas. Ziditaju $tnu kultiiram tie ir 37 °C (Freshney 2012).

Stinu kultivé$anai izmanto dazadas barotnes. Tas ir dabiskas vai sinttiskas. Dabiska
barotne ir dzivnieku kermena vai audu $kidrumi: plazma, serums, limfa u.c. Sadas barotnes
satur daudz uzturvielu un hormonus. Laboratorijas liclakoties izmanto sintétiskas barotnes,
kuram pievieno serumu. Serumu iegiist no asins plazmas, atdalot no ta proteinus,
polipeptidus, lipidus, oglhidratus, augSanas faktorus, hormonus, neorganiskos jonus u.c. Visas
§is sastavdalas vai nu pastiprina, vai nomac $tnu augSanu. Serumu lielakoties iegiist no
liellopiem. Liellopa seruma veidi ir: jaundzimusa tela serums (NCF - newborn calf serum),
liellopa tela serums (BCS - bovine calf serum) ka ari liellopa embrija serums (FBS - fetal
bovine serum). FBS iegist no liellopa augla dzemdibas, NCF izdala no tela 24 stundas (h) péc
dzemdibam, bet liellopa tela serumu - 10-30 dienas péc dzemdibam. FBS ir vispiemé&rotakais
Sinu kultiram, jo to vismazak ir ietekm&jusi ar§as vides apstakli, taja ir vismazak
izveidojusas antivielas un citi komponenti (Yang and Xiong 2012). Lai gan serums ir
visbiezak izmantota piedeva barotnei, tam ir daudzi trikumi.

e daudzas sastavdalas nelielos daudzumos, kuram nav zinama ietekme uz Stinam,

e atSkiribas starp dazadam sé€rijam, sastavs rada dazadus augSanas apstaklus, ir
gruti atkartot eksperimentu, lai biitu nodrosinat vienadi apstakli,

e serums var biit piesarnots ar virusiem, tomer tie var ar1 neietekmét Siinas,

e lielas izmaksas;

e  var saturét augSanas inhibitorus (Freshney 2012).

Sintétiska barotne ir ar noteiktam vielu koncentracijam tas sastava. Sobrid ir pieejams
plass $o barotnu piedavajums. Pamata visam barotném ir ¢etras vielu grupas: neorganiskie sali
(CaCl,, KCI, MgSO4, NaCl, NaHCOs, NayH,PO4), aminoskabes, vitamini (piem&ram,

riboflavins, piridoksins, tiamins u.c.) un oglhidrati (glikoze). Indikators fenolsarkanais tiek
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pievienots barotnei, lai varétu noteikt pH lIimeni (Yang and Xiong 2012) Tas ir sarkans pie pH
7,4, oranzs pie pH 7,0 un dzeltens pie pH 6,5, bet videi paliekot baziskai, maina krasu no roza
lidz violetai (Freshney 2012). Biezak izmantotas barotnes ir MEM, DMEM, RPMI1640,
M199, F12 u.c. Sis barotnes savstarpgji atskiras ar sastavu un dazadu elementu koncentraciju
tajas (Yang and Xiong 2012).

Tiek izmantotas div€jadas barotnes - tadas, kuram pievieno serumu un serumu
nesaturo$as barotnes. Parasti izmanto barotnes, kuram pievieno 10% seruma, bet So
pievienoto daudzumu var samazinat, vai neizmantot vispar, aizvietojot to ar citam piedevam.
Serumu nesaturo$am barotném ir vairakas priekSrocibas — vienmérigu augSanas apstaklu
nodro$inasana, vieglaka eksperimenta atkartojamiba, preciza $inu funkciju novértésana un
labaka kontrole par fiziologiskajiem procesiem $tnas. Tomér ari $ai audz&$anas metodei ir
savi trikumi - tas ir jutigakas pret straujam pH, temperatiiras, osmolaritates izmainam un
mehanisku speku un enzimu ietekmi (Yang and Xiong 2012). Siinu proliferacija médz bt
lénaka. Serumu nesaturo$am barotném pievieno hormonus, augSanas faktorus, enzimu
inhibitorus, protetnus, un mikroelementus, ar kuru palidzibu heterogéna Stnu parauga var
proliferét tas Stinas, kam konkrétais barotnes sastavs ir augSanu veicinoss. Bet $tinas, kuram
nepiecieSami citas piedevas dzivotsp€jas un augSanas nodroSinaSanai var iet boja. Tadel
tieSi pétamo $tnu proliferacija (Freshney 2012).

Lai novérstu mikroorganismu kontaminacijas risku, barotnei klat var pievienot
antibiotikas. Visbiezak izmantotas ir penicilins-Streptomicins (Pen/Strep), B amfotericins,
gentamicins, ampicilins u.c. (Yang and Xiong 2012). Tomér $inas m&dz bit jutigas pret
antibiotikam barotn€, ka ari pastav rezistentu mikroorganismu attistibas risks (Freshney

2012).
1.3.2. Audzeja Siinu kultivéSana

Izdalot Stinu paraugu no audz€ja (primara kultiira), biezi vien nakas saskarties ar
problému, ka izdalitaja parauga ir dazadi Stnu veidi, taja skaita ar1 stromas Stinas (fibroblasti
un asinsvadu endotélijs), kas meédz paraugt epitélija stinas. Tapéc tiek veiktas izmainas §tinu
barotnes sastava, kas palielina iesp€jas proliferét epit€lija Sinam un nomac Stromas Siinu
augSanu un daliSanos. Vislielaka iesp€ja kontrolét §Gnu augSanu ir, izmantojot serumu
nesaturoSu barotni. Serumam var but fibroblastu daliSanos veicino$s un epitélija Stnu

proliferaciju inhib&joss efekts. Ir iespgjams kombinét serumu saturoSu barotni, ar augSanas
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hormoniem. Sada veida tiek vairak kontrolétas $tinas kultira, to augSana nav atkariga tikai no
seruma esosajiem komponentiem (Freshney 2012).

Viena no galvenajam problémam jebkura audzgja Stnu kultivéSana ir ta, ka audz&ja
kultiram raksturiga plasa daudzveidiba gan starp dazadu pacientu paraugiem, gan viena
parauga ietvaros. Biezi novéro, ka audz€ja $unas, kas aug in vivo, nespgj augt in vitro.
Iesp€jams, audzgja Stinam nepiecieSsamas citas baribas vielas neka tas, kuras izmanto normalas
Stnas. lepriek§ minéta atbrivoSanas no stromas S$tinam var izradities nepareiza taktika.
Stromas $iinas var veidot matricu epitélija Stnam, saturét uzturvielas un izdalit signalus, kas
nepiecieSami audzg€ja Siinu izdzivoSanai. Izdalot Stnas no audzgja, tas tiek Skeltas gan
mehaniski, gan enzimatiski, panakot p&c iesp&jas lielaku atSkaidijumu. Tas nodroSinatu
lielaku pieejamo uzturvielu daudzumu vienai S$tnai. Tomér tas var izraisit signalu
komunikacijas traucgjumus. Siinas vairs neatrodas blivi viena pie otras un daZi autokrinie
signali, kuri var iedarboties arT homokrini (arT uz blakus esoSajam $iinam), nesasniedz mérka
receptorus. Stina nesanem signalus, kas nepiecieSami tas atfistibai. Janem véra ari tas, ka
audzgja $Ginam un tam atbilstoSo normalo $tinu augSanai neatbildis tie pasi augSanas apstakli.
Normalas $iinas var sintez€t augSanas faktora supresorgé€nus un novecoSanas génus, kad
audzgja Stina Sie géni var biit neaktiva stavokli vai mutéti. Tade] Stnu reakcija uz kultiirai
pievienotajiem augSanas faktoriem var but atskiriga (Freshney 2012).

Augsanas faktori, kas nepiecieSami vienam Stnam, var inhib&t citu Stinu augSanu.
Petijuma ar luminalajam kriits véZa Stnam konstateja, ka visaugstaka proliferacija ir
noveérojama, izmantojot 5% seruma barotni ar piedevam: insulinu, hidrokortizonu, holeras
toksinu, epidermalo augsanas faktoru un progesteronu (Ethier et al. 1993).

Insulins ir hormons, kas veicina aminoskabju, glikozes un taukskabju nonaksSanu Stinas
ieks€ja vide un palidz parverst glikozi un taukskabes par glikogénu un trigliceridiem. Insulins
ierosina uzpemt glikozi no asinim, dazas Stnas tam piemit augSanas faktoriem Iidzigas
ipasibas (Kriimina un Baumanis 2015). Insulins veicina MCF7 §tinu augSanu, bet neietekmée
MDA-MB-231 (Osborne et al. 1980).

Insulins un estrogéns ir kriits epit€lija Stinu mitogeni. ledarbojoties vienlaikus, tie
lerosina Gi- fazes sunu ciklu. Estrogéns veicina mitogénu aktivitati, kas ir svariga sieviesu
reproduktivas sist€mas attistiba, ka ar1 tam ir viena no galvenajam lomam krits véza attistiba.
Ta darbibas mehanisms saistits ar estrogéna receptora aktivaciju vai potenciali ar transkripciju
nesaistitiem mehanismiem, izmantojot starp$iinu signalcelus. Estrogéns stimulé G vai G; fazé
esosas siinas, iesaistities Stinas cikla, izejot cauri G;-S fazei, ta nodro$inot $tinas daliSanos

(Mawson et al. 2005) .
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Glikokortikoidam hidrokortizonam ir §tnu proliferaciju veicinosa ictekme, ja tas tiek
pievienots kopa ar epidermalo aug$anas faktoru (EGF). Sis hormons maina EGF saistianas
sp&ju, palielinot receptoru daudzumu uz Stnas virsmas. Tomér ta darbiba ir atkariga no
pievienotas koncentracijas. Eksperimenta ar Hela S§tinam, kuram ir dzemdes kakla véza
izcelsme, tika noverots, ka, pievienojot hidrokortizonu par daudz, tam ir augSanu inhib&josa
iedarbiba (Wu et al. 1981). Glikokortikoidu ietekme uz §tinu attistibu biezi vien ir atkariga no
dazadiem eksperimenta apstakliem: S$tinu blivuma, pasazas, pacienta vecuma, Citiem
pievienotajiem faktoriem. Vairuma gadijumu tie neietekmé& $tinu augSanu, bet kombinacija ar
EGF veicina Stinu proliferaciju. Peétijuma ar olnicu vézi tika noverots, ka hidrokortizons
inhib& kolagéna sint€zi. Ja barotnei pievienoja tikai EGF, tas veicinaja epiteliali-mezenhimalo
tranziciju, bet $tnam, kuram tika pievienots gan hidrokortizons, gan EGF, bija daudz
izteiktaka mezenhimalo $tnu morfologija (Salamanca et al. 2004).

Augsanas faktori ir signalmolekulas, kas veicina baribas vielu uznemsanu, ATF sintézi,
inhib& makromolekulu noardiSanos, tadgjadi veicinot Stinu augSanu (Krimina un Baumanis
2015). EGF ir polipeptids cilveku un dzivnieku asinis un sekrétos, kas stimulé visu veidu
epitélija Stinu augSanu. EGF veicina MCF7 S§iinu augSanu, bet neietekmé MDA-MB-231
(Osborne et al. 1980). Ja kriits epitélija Stnam ir EGF receptori, tas nenozimé, ka, pievienojot
EGF, biis novérojama mitogéna atbildes reakcija. P&tijuma 1984. gada noskaidroja, ka no
Cetram pétitajam Stinu linijam tikai divam bija noverojama augstaka proliferacija augsanas
faktora ietekmé& (MCF-7 un T-47D). Siinu linijam MDA-MB-231 un ZR-75-1 izmainas netika
noverotas, kaut gan MDA-MB-231 ekspresgja ipasi lielu daudzumu EGFR (Fitzpatrick et al.
1984).

Holéras toksins (Ct) ir 84kDa liels proteins, kas izdalits no patogéna Vibro cholerae.
Tas sastav no divam vienibam: A un B. Toksina iedarbiba ir saistita ar cAMP (cikliska
adenozina monofosfata) koncentracijas izmainam §una. Eksperimenta ar keratinocitiem
Stnam tika pievienots Ct. Kamér $iinas bija logaritmiskaja fazg, Ct veicingja proliferaciju un
koloniju veidoSanos. Kad tika sasniegta konfluence, Sis efekts zuda un kultiira esoSais DNS
un proteinu daudzums samazinajas (Okada et al. 1982). Ct ierosina morfologiskas izmainas
olnicu $iinas, padarot tas vairak plakanas un palielinot §tinu adherenci (Rieber et al. 1975). Sis
proteins palielina augSanas atrumu, blivumu un iesp&jamo pasazu skaitu kriits dziedzera Siinas
(Stampfer 1982).

Transferinu izmanto ka barotnes piedevu, lai nodroSinatu pietickamu dzelzs daudzumu
Stinam kultira. Transferinam ir loti augsta afinitate pret dzelzs joniem, kas vidé nav pieejami
briva forma, tapéc tiem nav iesp€jas veidot brivos radikalus, kas, savukart, var radit

oksidativo stresu. Transferins, kas ir saistijies ar dzelzi, pievienojas transferina receptoram uz
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Stinas virsmas. Zema pH dzelzs tiek atbrivots un tiek ieklauts intracelularajos proteinos. Apo-
transferins (bez dzelzs) tiek nogadats atpakal vidé (Sigma 2016a).

Vairogdziedzera hormons 3,3°,5-trijodo-L-tironins (T3) ir viens no diviem
vairogdziedzera hormoniem. Sakotngji tiek sintez&ts tiroksins (T4), no kura veidojas T3
(Bassett and Williams 2016). T3 stimulé glikogéna sintézi (Betley et al. 1993).
Vairogdziedzera hormoni regulé Stinu proliferaciju, diferenciaciju, bet var stimult ar1
apoptozi. Petijuma ar MCF7 §tnam konstatgja, ka T3 pievienoSana Sai §tinu linijai repres€ja
SMP30 proteina ekspresiju, kas ierosinaja apoptozi $ajas Sunas (Sar et al. 2011). Jau divas
lidz tris stundas péc T3 pievienosanas barotnei §tinas var novérot palielinatu RNS polimerazes
aktivitati, nukleozidu transportu un glikozes patéripu (Samuels and Tsai 1973).
Vairogdziedzera hormoni regulé ari mitohondriju aktivitati, kas ir saistita ar glikozes

izmantoSanu (Senese et al. 2014).
1.4, Kriits véZza Siinu Iinijas

P&tijuma tika izmantotas divas kriits véza §tnu linijas - MCF7 un MDA-MB-231. Abu
Iiniju molekularo markieru statuss apkopots 2. tabula.

2.tabula.

MCF7 un MDA-MB-231 $itinu Imiju molekularo markieru ekspresijas salidzinajums

(Kao et al. 2009).

Table 2.

MCF7 and MDA-MB-231 cell line comparison of molecular markers (Kao et al. 2009).

Stnu Veéza tips Krats véza | ER | PR | HER2 | EGFR | Ki67 | EpCam
Iinija apakstips
MCF7 | Metastatiska Luminals | + + |- + + +

adenokarcinoma

MDA- | Metastatiska Bazals - - - + + -+
MB- adenokarcinoma
231

MCF7 ir luminala tipa kriits véza $tnu Imija (ATCC 2014b) (6. A attéls), savukart
MDA-MB-231 ir bazala tipa krits vézis (ATCC 2014a) (6. B attéls).
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Figure 6. Breast cancer cell line morphology. A — MCF7, B — MDA-MB-231.

Stinu Iinija MCF-7 ir iegiita no sievietes ar metastatisku kriits vézi no izsviduma pleira
Paciente ieprieks tika arst€ta ar staru terapiju un hormonalajiem preparatiem (ATCC 2014b).
Stinas ekspresé ER, AR, PR, EGFR receptorus (Subik et al. 2010). Ir vairaki p&tijumi, kas
salidzina no dazadiem avotiem iegiitu $tinu Iiniju atSkiribas vai salidzina viena laboratorija
audzetu $tnu klonus. Krasas morfologiskas atSkiribas netika novérotas. Vieniga atskiriba bija
MCF-7 $tinu linija, kas ir no razotaja ATCC. Saja kultiira ik pa laikam vargja novérot loti
lielas daudzkodolainas S$iinas ar diviem Iidz cetriem kodoliem. Citu razotaju $tnu Iinijas
sinam bija parsvara 1-3 kodoli. ATCC S$tnu Inija atSkiras ar1 ar to, ka tas populacijas
dubultosanas laiks (PDT) bija 14 stundam ilgaks (46 h) neka pargjam $tnu linijam (Osborne
et al. 1987). Autori péc kariotipu salidzinaSanas secingja, ka MCF7 no ATCC patiesiba ir
§tnu Itnija no cita individa.

MDA-MB-231 ir bazala tipa kriits véza $inu linija (6. B attéls) Sanas ir PR, ER un
HER2 negativas. ArT $o $inu izcelsme ir metastatiska adenokarcinoma (Kao et al. 2009).
Tapat ka MCF7 S$iinas, tas iegiitas no pleiras izsviduma un tam ir epiteliala/mezenhimala

morfologija (ATCC 2014b).
1.5. Biomarkieri

Progesterona receptori ir atrodami dazadas audu grupas, ieskaitot smadzenes, kur
progesterons regulé reproduktivo uzvedibu, ka ari kritis un reproduktivajos organos.
Progesterons ir ieksgja sekrécijas dziedzera hormons, ko izstrada olnicas. Tas ir svarigs
normala krits attisttba pubertates laika un bridi, kad organisms gatavojas laktacijai un
baroSanai ar kriti. Progesterona iedarbibu nevar noSkirt no citiem hormoniem, tas
mijiedarbojas ar1 ar augSanas faktoriem, prolaktinu, ka arT estrogénu. PR lielakoties atrodas

Stinas kodola (Lange and Yee 2014).
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Estrogéna receptors (ER) atrodas muskulu Skiedras (gludajos muskulos) un sieviesu
dzimumorganos. Proteins lokalizéts kodola (ProteinAtlas 2016). Estrogéns ir iesaistits
daudzas fiziologiskas funkcijas kriits dziedzera, olnicu $tinu proliferacija un diferenciacija, ka
ar tas nodrosina mehanismu, ar kura palidzibu tiek reguléta hormonatkarigo audz&ju attistiba
(Lahsaee et al. 2016) . Ne mioepitelialas, ne stromas $iinas nespé&j ekspresét génus, kas kodé
ER un PR veidosanos, bet So génu ekspresiju var veikt luminalas epitélija Stinas (Clarke et al.
2004).

EpCam ir epitélija Stnu adhézijas molekula. Ta iesaistas ar1 $tnu signalcelos, migracija,
epit€lija $iinas, bet ta ekspresija piecaug $tnas, kuras ir p53 g€na darbibas trauc€umi.
Parekspresija ir saistita ar agresivaku audz&ju (Ohashi et al. 2016). EpCam ir iesaistits
epitélijam raksturigajos Ca," neatkarigajos starpsiinu kontaktos. In vivo EpCam ekspresija ir
saistita ar pastiprinatu epit€lija proliferaciju un negativi ietekme Siinu diferenciaciju. EpCam
ir pastiprinati ekspres€ts dazada veida karcinomas, ieskaitot prostatas, aknu, plausu, galvas un
kriits karcinomas EpCam ekspresijas intensitate ada un kriits dziedzerT ir neliela, salidzinot ar
citiem kermena organiem, ka tieva zarna, resna zarna, zultspuslis (Went et al. 2004).

MDA-MB-231 s§tnu linija ir tik neliela EpCam ekspresija, ka to varétu uzskatit par
negativu. MDA-MB- 231 nedaudz eksprese HER2. EpCam un HER2 ekspreséto receptora
piesaistes vietu daudzuma attieciba ir 1:8. MCF7 S$tnu linija, savukart ir augsta EpCam
ekspresija, bet HER2 tiek ekspreséts devinas reizes mazak (Prang et al. 2005). Ta ka HDFa ir
adas stromalas Stinas, EpCam nevajadzétu tikt producétam $aja Stnu linija.

P53 ir audzgja supresorgéns, kas kontrole Stinas ciklu un izraisa apoptozi, kad Siinas
bojajumi ir parak lieli. Normalas Stinas p53 tiek veidots paris mintsSu laika, tas loti atri arT tiek
noardits. Mutaciju rezultata $is proteins tiek stabilizéts, un tas uzkrajas $inas kodola. ST géna
mutacijas sastopamas 18-25% kriits véza karcinomas. Tas tiek saistits ar agresivu audzgju
(Yang et al. 2013)

CD44 ir transmembranas glikoproteins, kas veicina §tinu migraciju normalas $tinas. Tas
ir pastiprinati ekspreséts véza Stnas. CD44 saistits ar proteiniem, kas ir atbildigi par
ekstracelularajam izmainam, svarigi Stinu adhézijas, proliferacijas, augSanas, dzivotspgjas,
kustiguma, migracijas, angiogenézes un difereneciacijas reguléSana. Tas mijiedarbojas ar
kolagénu, lamininu, fibronektinu. lesaistits signalcelos, kas saistiti ar audzgja veidoSanos
mijiedarbojoties ar tadiem receptoriem ka, piemé&ram, tirozina kinaze (Jaggupilli and Elkord
2012).

CD24 ir neliels Stinas virsmas proteins. Tas iesaistits visos starpSiinu, ka ari Siinas-

arpussStnas matriksa kontaktos. Saistits ar $tinu adh&ziju un metastazém audzgja. CD24 ir
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mazak sastopams priekstecu $iinas, tas vairak tiek ekspreséts Siinas, kas jau ir diferenc&jusas
(Sheridan et al. 2006).

Lai gan CD24 un CD44 tiek izmantoti ka cilmes $tinu markieri, tiem ir lielas ekspresijas
atSkiribas starp dazadam S$tnu linijam, pat $tnas ar vienadu véza apakstipu (Jaggupilli and
Elkord 2012). MDA-MB-231 ir CD44" un CD24", bet MCF ir CD44" un CD24" (Sheridan et
al. 2006).

Starpfilamentu ekspresija kriits dziedzeri tiek saistita ar augla kriits attistibu,
pécpubertitates Stnu diferenciaciju un audz€ja veidosanos. Vimentins (VIM) ir starpfilaments,
kas tiek sintez&ts visos kermena audos. Sis proteins tiek saistits ar epitelidli-mezenhimalo
tranziciju. Vairuma gadfjumu VIM" karcinomas ir tresaja stadija, ER’, ar metastazu invazijas
potencialu un rezistentas pret kimijterapiju (Korsching et al. 2005).

Kalretikulins ir ¢aperons, kas atrodas endoplazmatiska tikla lumena. Atrodams gandriz
visos kermena audos. Ir maz informacijas par $1 proteina saistibu ar krits vézi (Lwin et al.
2015). Tas ir abas $aja darba izmantotajas krits véza $tinu Iinijas, bet liclaka géna ekspresija ir
MDA-MB-231, bazalajai $tnu linijai, kura ir vairak agresivs audzg€ja raksturs neka MCF7.
Pastiprinata kalretikulina produkcija korelé ar audz&ja lielumu, un attistibas stadiju (Shao et
al. 2015).

Tubulins $tinas veido mikrocaurulites. Mikrocaurulites ir nepiecieSamas iekS$siinas
transporta, mitoze, bakterijas tas nepiecieSamas kustibu nodro§inaSanai. Tubulins ir
heterodimérs, ko veido o un B tubulins (Kramina un Baumanis 2015). So proteinu biezi
izmanto ka kontroles markieri $iinas, lai varétu iezimét Stinas robeZas un noteikt citu protetnu
lokalizaciju.

Visiem ziditajiem §tnas ir tris veidu filamenti: aktina mikrofilamenti, starpfilamenti un
mikrocaurulites. Citokeratini ir proteini starpfilamentu sastava, tie ir ekspreséti epitélija Stnas.
Luminalajas epitélija Stnas tiek ekspreséts citokeratins 19 (KRT19), bet mioepitélija $tinas un
bazalajas Sunas ir citokeratins 5 un 14 (KRT5 un KRT14). Normalas piena dziedzera Siinas
neliels $tinu daudzums ir KRT5/6 pozitivas, tam ir cilmes $tnu ipasibas (Abd EI-Rehim et al.
2004). MCF7 un MDA-MB-231 stinas produceé KRT19, bet ne KRT5/6. MCF7 S§unas
nenotiek KRT14 produkcija.

1.6. Barotnes sastavs

Eksperimenta tika izmantoti Cetri dazadi barotpu sastavi. STm barotném vari€ja

pamatbarotne, ka arT FBS daudzums un piedevas. Visas Siinas sakotngji tika audzétas DMEM
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F12 barotng, kurai pievienots 10% FBS. Eksperimenta gaita tika izmantotas barotnes:
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM F12), Medium
199 (M199) un Ham’s F-12 Nutrient Mixture (F12). Katrai no $§im barotném ir savs
specifiskais sastavs, kas var atskirties ari starp dazadiem razotajiem (1. pielkums). Freshney
norada, ka F12 un M199 ir barotnu sastava ir liels daudzums dazadu aminoskabju, papildus
vitamini, metaboliti (piem&ram, lipidi) un minerali. Baribas vielu koncentracijas ir vismazakas
F12 barotngé un visaugstakas DMEM. Tadejadi 1980. gada Barnes un Sato apvienoja ar
piedevam bagato F12 un baribas vielam koncentréto DMEM, izveidojot barotni DMEM F12
(1:1) (Freshney 2012).

Izmantotajam barotném vislidzigakais ir aminoskabju sastavs (1. pielikums). Dazadu
razotaju DMEM F12 aminoskabju sastavs neatSskiras. No S§im barotném vislielaka
aminoskabju koncentracija ir barotne M199 un DMEM F12. M199 barotné ir ievérojami
augstaka koncentracija L-asparginskabei (atSkiriba 2-4 reizes), L-glutaminskabei (4-9 reizes),
Glictnam (2-6 reizes). Asparaginskabe ir nozimiga citu aminoskabju sint€z€ un dazu
nukleotidu sintézeé (NCIT 2016). Visi olbaltumvielu monomeri ir vismaz divas reizes mazak
barotné F12. Tomér F12 ir vieniga no visam barotném, kurai sastava ir L-alanil L-glutamins,
ka ar1 tai ir lielaka L-cistetna un L-arginina koncentracija. L-arginins ir universala
aminoskabe, ko biezi izmanto barotngs, jo tas veicina $tinu proliferaciju (Greene et al. 2013).

Visdazadakais vitaminu sastavs ir barotnei M199. Tai papildus ir sesi vitamini, kuru nav
neviena no citam barotném. Salidzinajuma ar citam barotném, tiem ir mazaka koncentracija.
Vitamini, kas ir sastava visam barotném ir: holina hlorids, folijskabe, niacinamids, piridoksina
hidrohlorids, riboflavins, tiamina hidrohlorids. Tom&r M199 atskiras ar to, ka tai vienigajai
nav B12 vitamina, kas ir svarigs elements Siinu metabolisma. Ta trikums var izraisit 1eénaku
proliferaciju un straujaku diferenciaciju (Battaglia-Hsu et al. 2009). B12 vitamins var biit FBS
sastava, bet, ka jau seruma, ta daudzums var variét (Freshney 2012). M199 ir pievienots
pirdoksala hidrohlorids. Gan piridoksinam, gan piridoksalam ir lidzigas funkcijas Stinu
kultura, bet piridoksins ir stabils savienojums vid€, var darboties ka antioksidants. Piridoksals
neenzimatiski degradé aminoskabes, vid€ nav stabils, So Ipasibu biezi vien izmanto audu
inzenierija (Sigma 2016b). Menadions (K3) tapat ka visi vitamini ir katalizators S$iinas
metabolisma procesos, tomér menadiona pievienoSana barotnei var izraisit oksidativo stresu
Stnas. Aspartata un menadiona savienojums izraisa leikémijas $tinu navi $tinu kultira (Beck
et al. 2011). Viskoncentrétakais vitaminu daudzums ir DMEM F12, bet visvairak folijskabes
ir F12. Folijskabe nodrosina oglekla monomeéru parvietoSanu, kas nepiecieSams Stnu

augsanai, diferenciacijai un izdzivosanai (Sigma 2016c).

26



DMEM F12 neorganisko salu sastavs nedaudz atSkiras Gibco un Sigma piedavatajam
barotném. Gibco izmanto beztidens magnija hloridu, savukart, Sigma piedava MgCl,*6H,0.
Izreékinot Mg jonu koncentraciju, pievienotas magnija daudzums butiski neatSkiras
(2.pielikums). Natrija hlorida Sigma barotng ir par 0,5 mg/ml vairak. M 199 netiek pievienoti
mikroelementi — Cu un Zn. Sie elementi ir Eetru neorganiskie salu sastava, kas ir visas parcjas
barotnés: vara sulfats, dzelzs sulfats, bezudens Na,HPO, un cinka sulfats. Dzelzs sulfats
nepiecieSams $iinu elposanai (Sigma 2016d), vara sulfats palidz veidot starpStinu kontaktus,
palielina $tinu stiepes spéku (Makris et al. 2013), cinks stabilizé $Gnu membranas, daziem
enzimiem cinks darbojas ka katjons, cinka pirkstu sastava piedalas RNS sintézes regulacija
(Sigma 2016d). Dzelzs nitrits un beziidens natrija sulfats, savukart, netick pievienoti tikai
F12. Visvairak natrija hidrogénkarbonatu, kas ir buferis pH kontrolei, pievieno M199, un ta
pievienotais daudzums atSkiras gandriz divas reizes. levérojami vairak Sai barotnei tiek
pievienots arT kalija hlorids. F12 ir augstakais natrija hlorida saturs.

Aplukojot atsevisku jonu daudzumu barotn@s, starp Gibco un Sigmas piedavato DMEM
F12 nav noveérojamas biitiskas atSkiribas. Visvairak Ca ir M199, vismazak F12. Var§ vispar
netiek pievienots M199, bet F12 barotné tas ir vairak neka DMEM F12. Visvairak dzelzs ir
F12 sastava, bet pargjas barotnés daudzums ir lidzigs. M199 visvairak tiek pievienots
Magnijs, Kalijs, Natrijs, tas sastava nav cinka. Cinka daudzums ir ieveérojami lielaks F12,
salidzinot ar ta daudzumu DMEM F12.

No pargjam piedevam M 199 satur lielako daudzveidibu- 12 atskirigas piedevas, kas nav
citu barotnu sastava: adeninsulfats, adenozintrifosfats (ATP), adenozinmonofosfats (AMP),
holesterins, dezoksiriboze, glutations, guanina hidrohlorids, timins, uracils un ksantins, riboze
un TWEEN 80. Tween 80 izmanto ka emulsijas stabiliz&taju vai disperggjosu agentu (NCBI
2016). Holesterins ir svarigs lipids, kas veicina §tinu proliferaciju, $inas, ipasi véza $tinas, bez
§is piedevas neaug. Parasti holesterins ir seruma sastava (Haeffner et al. 1984). Ir ari piecas
piedevas, kuru nav tikai M199: linolskabe, putrescina hidrohlorids, timidins un natrija
piruvats. Citu barotnu piedevu sastavs ir atSkirigs ari starp dazadu razotaju DMEM F12.
Glikoze ir vairak par 1 mg/ml Gibco barotn€, Sigma pievieno DL-tioktinskabi. Gibco savas
barotn&s izmanto hipoksantinu ar natriju, kurs to raZotajam DMEM F12 ir nedaudz vairak, bet

fenolsarkano bez natrija.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1.  Materiali
2.1.1. Siinu linijas

Atsauces Siinu ITnijas:

e MDA-MB-231 triskarsi negativa kriits véza §tinu linija *;
e MCF7 luminala A tipa kriits v€za Stinu Iinija *;

e HDFa cilvéka dermalie fibroblasti **
* §tnu linijas iegltas no BMC V&za izp€tes grupas laboratorijas ar vaditajas Dr. A.Ling

atlauju.

** ginu linija ieglita no PSKUS Stinu Transplantacijas centra ar vaditaja E.Jakobsona atlauju.
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2.1.2. Reagenti

3. tabula.

Stinu kultivésanas barotnes, piedevas un reagenti.

Table 3.

Cell cultivation media and supplements.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts
Dulbeko modificeta Igla vide ar barotnes Sigma-Aldrich Vacija
piedevu F-12 attieciba 1:1 (Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium Ham's F-12 (1:1))
(DMEM F-12)
Dulbeko modificeta Igla vide ar barotnes GIBCO ASV
piedevu F-12 attieciba 1:1 (Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium Ham's F-12 (1:1))
(DMEM F-12)
Vide 199 (Medium 199) (M199) Sigma-Aldrich Vacija
F12 GIBCO ASV
Tela fetalais serums (Fetal Bovine Serum) Sigma-Aldrich Vacija
L-glutamins Life tehnologies ASV
Penicilins-Streptomicins (Pen/Strep) Lonza ASV
Dulbeko fosfata buferéts fiziologiskais Sigma- Aldrich Vacija
Skidums (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline) (DPBS)
Hidrokortizons (HC) Sigma- Aldrich Vacija
Epidermalais augsanas faktors (EGF) Sigma-Aldrich Vacija
17 estradiols (E2) Cayman Chemical | ASV
Apo-transferins AppliChem Vacija
Holeras toksins Sigma-Aldrich Vacija
Insulins Sigma-Aldrich Vacija
Trijodtironins Sigma-Aldrich Vacija
HEPES (Hepes cell culture grade) AppliChem Vacija
Paraformaldehids (PFA) Sigma-Aldrich Vacija
Triton X-100 Sigma-Aldrich Vacija
0,25 % Tripsina-EDTA skidums Sigma-Aldrich Vacija
Tripanzilais Sigma-Aldrich Vacija
Kazas serums (Normal Goat serum) Abcam Lielbritanija
Fluorescentais montésanas $kidums ar DAPI | Abcam Lielbritanija

(Fluoroshield Mounting Medium With DAPI)
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4 tabula.

Antivielas, to izmantotas koncentracijas.

Table 4.

Antibodies and used concentrations.

Antiviela Kataloga Nr. Atskaidijums | Sakuma Darba
Izcelsme (rb-trusis, koncentracija | koncentracija
ms-pele)
CD24 ab134375 ms 1/200 Img/mi 5 pg/ml
CD44 701406 rb 1/400 0,5 mg/ml 1,25ug/ml
PGR ab2764 ms 1/200 1mg/ml 5 ug/ml
ER ab32063 rb 1/800 2,649mg/ml | 3,31 pg/ml
MKI67 ab15580 rb 1/500 Img/ml 2ug/ml
TP53 ab26 ms 1/200 1 mg/ml Spg/ml
MUC1 ab15481 rb 1/400 0,2 mg/ml 0,5png/ml
EpCam ab 20160 ms 1/400 1 mg/ml 2,5 pg/ml
KRT14 ab181595 rb 1/800 1,996 mg/ml | 2,495 ug/ml
KRT5/6 ab17133 ms 1/50 N N
KRT19 ab52625 rb 1/323 Img/ml 2,5 pg/ml
VIM ab8978 ms 1/400 Img/ml 2 pg/ml
TUBA4A ab80779 ms 1/800 1 mg/ml 1,25 pg/ml
2.1.3. Laboratorijas iekartas
5. tabula.
Laboratorijas iekartas.
Table 5.
Laboratory equipment.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts
Laminars (AV-100) Telstar Spanija
CO; inkubators (New Brunswick) Eppendorf ASV
Neibauera hemocitometrs (Bright line) | Hausser-Scientific ASV
Ledusskapis Liebherr Vacija
Ultrazemas temperatiiras saldétava (- | Dairei Danija
70C)
Centriftiga (5810R) Eppendorf ASV
Mikrocentrifiiga Velocity 15u Dynamica Lielbritanija
Mikroskops (DFC450) Leica ASV
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2.1.4. Laboratorijas materiali

6. tabula.

Piederumi darbam ar $tnu kulttram.

Table 6.

Laboratory tools.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts
Audu un $tnu kultivéSanas flakoni (T75 un | Sarstedt Vacija
T 25) (cell +)
6-laucinu $tnu kultivésanas plates (cell +) | Sarstedt Vacija
96-laucinu  $tnu  kultivéSanas  plates | Sarstedt Vacija
(standart)
Pipesu uzgali Sarstedt Vacija
Vienreizlietojamas serologiskas pipetes (2, | Sarstedt Vacija
5, 10, 25 ml)
Serologisko pipesu pipetésanas paligs Thermo- Scientific | ASV
Automatiskas pipetes (0,2 — 2 ul; 2 — 20 ul; | Eppendorf Vacija
20 — 200 ul; 200 — 1000 pl)
Daudzkanalu pipete (20 — 100 pl; 20- | Eppendorf Vacija
300ul)
CentrifugeSanas stobrini (15, 50 ml) Sarstedt Vacija
MikrocentrifugéSanas stobrini (1,5 ml) Sarstedt Vacija
Sald&sanas stobrini (1,6 ml) Sarstedt Vacija
Saldé$anas trauks Sigma-Aldrich ASV
Stativs stobriniem (15ml un 50ml) Sarstedt Vacija
Stativs mikrocentrifugéSanas stobriniem Sarstedt Vacija
Rezervuars daudzkanalu pipetei Cole Parmer ASV

2.1.5. Darba Skidumi
e Tripsina aktivitates inhib&Sanas Skidums: 20% FBS/DPBS. 50 ml Skidumam: 10 ml

FBS, 40 ml PBS.

e Permeabilizacijas Skidums: 0,1% Triton-x100, 1xDPBS. 50ml skidumam: 50 pl

Triton-x100, 49,95 ml 1xDPBS

e Blokésanas skidums: 4% NGS/DPBS. 50 ml skidumam: 2ml NGS, 48ml DPBS
e DAPI fluorescentas iezimes skidums (1/30): 4450ul skiduma: 148 ul DAPI, 4320 pl

DPBS)

e Paraugu iezimi fiksgjosais Skidums (mounting solution): 78% glicerins. 100 ml

Skidumam: 78g glicerina, 11dz 100 ml atzimei pievieno dH20.
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2.1.6. Barotnes

6.tabula.
A10 barotnes sastavs.
Table 6.

Components of media A10.

Barotnes sastavdala

Procentualais

daudzums barotné

Pievienotais daudzums, ml

DMEM F12 445
FBS (Fetal bovine 10% 5
serum)

Pen/Strep 1% 0,5
(Penicilins-

Streptomicins)
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7.tabula.
A5 barotnes sastavs.
Table 7.

Components of media Ab.

Barotnes sastavdala | Procentualais daudzums barotné | Pievienotais daudzums, ml
DMEM F12 41,567
FBS (Fetal bovine 5% 2,25
serum)

Pen/Strep 1% 0,45
(Penicilins-

Streptomicins)

HEPES 1% 0.45
HC (hidrokoritzons) 0,1% 0,045
EGF (epidermalais 0,1% 0,045
augSanas faktors)

Ct (holeras toksins) 0,1% 0,045
E2 (17 estradiols) 0,1% 0,045
T (transferins) 0,1% 0,045
| (insulins) 0,05% 0,023
Se (selentits) 0,044 % 0,020
T3 (trijodtironins) 0,033% 0,015
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8.tabula.
B5 barotnes sastavs.
Table 8.

Components of media B5.

Barotnes sastavdala | Procentualais daudzums barotné | Pievienotais daudzums, mi
M199 20,78
F12 20,78
FBS (Fetal bovine 5% 2,25
serum)

Pen/Strep 1% 0,45
(Penicilins-

Streptomicins)

HEPES 1% 0,45
HC (hidrokoritzons) 0,1% 0,045
EGF (epidermalais 0,1% 0,045
augSanas faktors)

Ct (holeras toksins) 0,1% 0,045
E2 (17p estradiols) 0,1% 0,045
T (transferins) 0,1% 0,045
| (insulins) 0,05% 0,023
Se (selenits) 0,044 % 0,020
T3 (trijodtironins) 0,033% 0,015
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9.tabula.
D5 barotnes sastavs.
Table 9.

Components of media D5.

Barotnes sastavdala | Procentualais daudzums barotné | Pievienotais daudzums, mi
DMEM F12 21
F12 21
FBS (Fetal bovine 5% 2,25
serum)
Pen/Strep 1% 0,45
(Penicilins-
Streptomicins)
HC (hidrokoritzons) 0,1% 0,045
EGF (epidermalais 0,1% 0,045
augsanas faktors)
Ct (holeras toksins) 0,1% 0,045
E2 (17 estradiols) 0,1% 0,045
T (transferins) 0,1% 0,045
| (insulins) 0,05% 0,023
Se (selentits) 0,044 % 0,020
T3 (trijodtironins) 0,033% 0,015
2.2.  Metodes

2.2.1.Siinu kultivé$ana

2.2.1.1. Siinu atsaldé$ana

Visas tris darbam nepiecieSamas Stnu Iinijas sakotn&ji bija sasaldétas. Lai atsaldetu
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Stnas, jarikojas atri, jo saldé€Sanas barotné ir DMSO, kas ir toksisks §tinam. Vispirms sagatavo
visu nepiecieSamo atsald€Sanai. lestata fidens termostata temperatiiru uz 37 °C, pagatavo un
sasilda barotni, kura tiks kultivétas Siinas. Iznem Stinas no sald€tavas un kriostobrinu ieliek
tdens termostata, lai ta korkitis nesaskaras ar Gdeni, kas ir potencials kontaminacijas risks.

Gaida aptuveni vienu miniiti, ik pa laikam paskatoties, vai stobrina saturs ir izkusis. Kad ir



palicis neliels ledus gabalins, sildiSanu tidens termostata partrauc. Pirms ievietoSanas laminara
kriostobrinu apsmidzina ar 70% etanolu, lai izvairitos no kontaminacijas. Ar 2 ml pipeti
parvieto kriostobrina saturu uz 15 ml stobrinu. Ar 2 ml pipeti 1&ni, pa pilienam, nepartraukti
maisot, pievieno siltu barotni, lai $Ginam samazinatu osmotisko Soku. Ar 10 ml pipeti pievieno
barotni Iidz 8 ml atzimei, jo tas ir tilpums, kura krioprotektants vairs neietekmé Siinas. Ar vél
vienu ml barotnes izskalo kriostobrinu. Stinu suspensiju centrifugé 150 apgr./min 8 min. P&c
tam ar 10 ml pipeti, 1énam nosiic supernatanu. Stinu nogulsnes resuspendé 1 ml barotnes.
Atkariba no ta, kada blivuma tika sald€tas Siinas, tas izs€j vai nu uz T25 vai T75 audu
kultivéSanas flakona. P&c atsaldéSanas Stinas aug uz pusi mazaka barotnes daudzuma (attiecigi
3,5 un 7,5 ml), ik p&€c divam dienam pievienojot pa 2 ml barotnes, Iidz tiek sasniegts

kultivésanai nepiecie$samais tilpums (7 ml un 15 ml).

2.2.1.2. Siinu parsésana

Stinas tiek kultivetas inkubatora ar 5% CO, koncentraciju. P&c atsaldéSanas Stinas
kultivé 1idz T75 audu kultiiras flakona ir sasniegta 80% konfluence. No audu kultiiru flakona
atsiic barotni, skalo Stinu monoslani ar 1x DPBS un pievieno 2 ml 0,25% tripsina. levieto
flakonu inkubatora uz aptuveni 3-5 min. Mikroskopiski parbauda, vai $tnas ir atdalijusas no
flakona virsmas. Apstadina tripsina darbibu, pievienojot 2 ml 20%FBS/DPBS. Sinu
suspensiju parvieto uz 15 ml stobrinu. Flakonu skalo 1-2 reizes ar 5-10 ml DPBS. 15ml
stobrinu ar $tnu suspensiju centrifugé 150 apgr./min 8 min. Supernatantu nosiic ar 10 ml
pipeti. Noveérté nogulSnu daudzumu un attiecigi piemeérotakaja tilpuma resuspendé Siinas

(visbiezak 1 ml).

2.2.1.3. Siinu skaiti$ana

Lai noskaidrotu S$tnu skaitu un dzivotsp&ju sajauc 7 ul tripanzila un 7 pl $tnu
suspensijas un uznes 10 pl maisfjuma uz hemocitometra. Hemocitometru novieto uz
mikroskopa priek§metgaldina un skaita §tinas 10x palielinajuma. Stinas skaita vidgja kvadrata
piecos mazajos laukumos, ja Stnu skaits ir liels. Ja $iinu ir mazak, skaita visos 25 mazajos
laukumos (7. attgls).

Ja Stinas skaita piecos laukumos, to skaitu dala ar 5 un reizina ar 25. Ta ka suspensija
tika atSkaidita uz pusi ar tripanzilo, skaitu reizina ar 2, un reizina ar 10 000, lai iegiitu Stinu
skaitu Iml. Sie aprékini formula:

Stnu skaits 5 laukumos

Siinu skaits/ml= - * 25 % 2% 10000
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Stnas, kas ir iekrasojusas zilas, nav dzivotspgjigas, tam ir bojata membrana. Nosakot
Stnu skaitu, nem vera tikai dzivas Stinas. Lai izrékinatu Siinu dzivotsp&ju, dala dzivo S§tnu

skaitu ar visu stinu skaitu un izsaka procentuali.

7.attels. Hemocitometrs. Ar zilo noradits centralais kvadrats, ar sarkanu atziméti pieci
mazie laukumi (http://www.microbehunter.com/wp/wpcontent/uploads/2010/06
/counting_chamber7.jpg).

Figure 7. Hemocytometer. Central square in blue, five small squares in red

(http://www.microbehunter.com/wp/wpcontent/uploads/2010/06/counting_chamber7.jpg).

2.2.1.4. lzséSana dazadas barotnés

Péc Stinu skaitiSanas, i1zrékina barotnes daudzumu, kura ir nepiecieSamais S$iinu
daudzums, 3500 $tinas/cm?. Uz viena 6-laucigu plates laucina tas ir 31 000 $tinu. Lai rezultati
biitu precizaki, resuspendétas Stinas atSkaida lielaka tilpuma, atkariba no Stinu skaita,
pievienojot klat paris ml barotnes. Veic nepiecieSamos aprékinus un ar Iml automatisko pipeti
panem no suspensijas Cetras reizes pa 31 000 §tinu, katru sava 15 ml stobrina. Stinu atlikumu
sasaldé. Siem &etriem stobriniem pievieno klat DPBS, lai tilpums stobrina bitu vismaz 3 ml.
Centrifugé 150 apgr./min 8min. Atsiic supernatantu ar 5 ml serologisko pipeti. Nogulsném
pievieno 1 ml attiecigas barotnes, kura tiks audz&tas $tinas. Pievieno 6-laucinu plates Cetriem
lauciniem 1 ml barotnes. Resuspendétas $iinas uzs€j uz plates. Skalo stobrinus vienu reizi ar 1

ml barotni, kuru ar1 pievieno attiecigajam laucinam. Liek plati inkubatora.

2.2.1.5. Sunu kultivésana, noveéro$ana un parsésSana

Jau iepriek§ minéts, ka Stinas tika audzetas Cetras dazadas barotn@s Cetras pasazas péc
shémas (8. att€ls). Sakuma Stnas izs€j uz viena 6-laucinu plates laucina, parsgj uz T25 audu
kultivéSanas flakona, pe€c tam uz viena T75 audu kultivéSanas flakona un ceturtaja pasaza

Sunas sadala uz tr1s T75 audu kultivesanas flakoniem.
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8. attels. Stinu kultivésanas sheéma &etriem parsgjumiem.

Figure 8. Cell cultivation scheme for four passages.

Uzsetas Stnas tiek monitorétas mikroskopiski ik péc divam dienam, iegiistot fotografijas
un datus par sasniegto konfluenci, §tinu daudzumu, kas atrodas suspensija, un procentualo
granularo/ vakuolizéto $tinu daudzumu. Siinas tiek barotas katru otro dienu, mainot pusi no
barotnes. Kad Stinas sasniedz 80% konfluenci, tas tirpsinize, skaita, ka aprakstits ieprieks.

Izs&j pa 3500 $anu/cm? (10. tabula).
10.tabula.

Sanu skaits dazados kultivesanas traukos.
Table 10.

The amount of cells in different cell cuture dishes.

Kultivésanas trauks Sianu daudzums
6-laucinu plate 31°000
T25 audu kultivesanas
87°500
flakons
T75 audu kultivéSanas
262’500

flakons

Péc tam, kad visos tris audu T75 audu kultivéSsanas flakonos ir sasniegta 80%

konfluence, Siinas tripsiniz€, skaita, apvieno kopa. Viens miljons Stnu tiek izs€ts uz vienas
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96-laucinu Stnu kultiru plates (1000 Stinu/laucina), viens miljons Stinu tiek lizé€ts RNS

izdaliSanai un atlikums tiek sasaldéts (9. attgls).

p4
i ﬂ\
1 miljons 96-laucinu platé Sanu lizats 5 saldésanas stoki

9.attels. Riciba péc pietieckamas konfluences sasniegSanas ceturtaja pars¢juma.

Figure 9. Action after achieving confluency in passage 4.

2.2.1.6.Siinu saldésana

Lai saglabatu Siinas talakiem eksperimentiem, tas nepiecieSams sasaldét. Sald€jot Siinas,
tam japievieno krioprotektants DMSO, lai noveérstu ledus kristalu veidoSanos, kas var saplést
Stinas. RaZotajs iesaka saldéSanas blivumu 1,5-3 miljoni §tinu 1 ml, DMSO koncentracija 5%.
Parsvara Stinas tiek saldétas pa 2 miljoniem viena ml. Ja paredzets sasaldét piecos saldéSanas
stobrinos pa vienam ml, pagatavo 2,5 ml 10% DMSO Skiduma un Siinu suspensiju ar
nepiecieSamo skaitu resuspendé 2,5 ml barotnes ar 20% FBS. Abus stobrinus 1h uzglaba pie
+4 °C. Pa to laiku, marke saldéSanas stobrinus un ievieto saldétava pie -20 °C. P&c stundas
lénam apvieno abus Skidumus un iepilda pa vienam ml katra saldéSanas stobripa. Visus
stobrinu ievieto saldéSanas trauka. Taja esoSais izopropanols nodroSina, ka Siinas sasalst
vienmerigi, aptuveni par 1 °C/min. levieto -70 °C saldétava. Nakamaja diena kriostobrinus

var parvietot uz kastiti, kas paredzeta sasaldeto Stinu uzglabasanai.

2.2.2.7. Imunfluorescence

Lai iegiitu rezultatus Saja eksperimenta, tika izmantota imiinfluorescenta iezimeésana. Ta
ir laboratorijas metode, ar kuras palidzibu var noteikt antigénu vai specifisku proteinu
atrajanas vietu $anas. Sai metodei ir vairaki posmi: $inu fiksé$ana, permeabilizacija,

blokésana, primaro antivielu, sekundaro antivielu un atsauces markiera pievieno$ana.
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Stinas izs§j uz 96 laucinu plates 10000 $tnu/laucina. Izmanto sterilu rezervuaru, kas
paredzéts daudzkanalu pipetei. Katra laucina iepilda 100 ul barotnes ar $tinu suspensiju. Plati
lick inkubatora. Lauj §tinam piekerties virsmai aptuveni 1-2 dienas. Mikroskopiski novéro. Ja
blivums ir pietickams, Siinas fiksg.

FikséSana.

Fiksesanai izmanto 4% PFA Skidumu, kas atSkaidits barotn€ ar 10% FBS. Tas darbojas,
radot starpmolekularos tiltus starp brivajam aminogrupam, veidojot savstarpgji saistitu
antigénu tiklu. Sanas skalo vienreiz ar 100 ul DPBS. Ar daudzkanalu pipeti léni uznes
ledusaukstu fiksé$anas Skidumu. Plati lieck ledusskapi +4 °C uz 15 min. Skalo trTs reizes ar 100
ul DPBS katru reizi pa 10 min.

Permeabilzacija

Ir Stnu markieri, kas neatrodas uz membranas, bet gan Siinas organellas, tade]
nepiecieSams padarit Sinas membranu caurlaidigaku, Stinas permeabiliz€jot. Izmanto 0,1%
Triton X-100 skidumu, kas atSkaidits DPBS. Permeabilizaciju veic tris reizes pa 5 min, Uz
laucina pievienojot 50 ul permeabilizacijas Skiduma. P&c tam Stinas skalo trs reizes pa 10 min
ar 100 pl DPBS.

Blokésana

Pirms imunoiezim&Sanas ir svarigi noverst nespecifisku antivielu saistiSanos. Jaievéro,
ka blokeSanas Skiduma seruma izcelsme nedrikst biit tada pati ka primaro antivielu izcelsme.
Vispiemérotakais ir serums, kur§ iegiits no tas pasas sugas ka sekundaras antivielas. Saja
gadijuma izmanto 4% normala kazas seruma (NGS)/ DPBS s$kidumu. Uz laucipa
nepiecieSami 50 pl. Inkubg istabas temperattra 30 min.

leziméSana ar primarajam antivielam

Eksperimenta tika izmantotas 16 antivielas. Katrai no tam iepriek§ tika noteikta
nepiecieSama darba koncentracija. Izkartojot antivielas uz plates, tika nemts véra, lai rezultata
no viena laucina var€tu iegut att€lu ar informaciju par tris dazadiem antigéniem. Pirmaja
iekrasoSanas dala tika veikta paral€la krasoSana, blokéSanas Skidumam pievienojot uzreiz
divas primaras antivielas ar dazadu sugu izcelsmi (pele un trusis). ArT sekundaras antivielas
tika pievienotas divas uzreiz, attiecigi kazas sekundara antiviela pret peli un kazas sekundara
antiviela pret trusi. Otraja ieziméSanas dala tika izmantots sekvencialas iekrasoSanas
protokols. Uz tiem paSiem lauciniem tika pievienota viena primara antiviela un tad sekundara
antiviela, kuras fluorofors atskiras no ieprieks izmantotajiem. Eksperiments tika dalits Cetras
dalas, katra no dalam tika iekrasotas visas 11 plates ar tris lidz se$am antivielam viena

piegajiena (11. tabula).
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11.tabula.
IekrasoSana ar antivielam sadalijums pa datumiem.
Table 11.

Immunostaining layout by dates.

Nr.p.k. | Datums Primaras antivielas mérkproteins Sekundarajai
antivielai
pievienotais
fluorofors

1. 12.05.16-13.05.16 | CD44, CD24, PGR, ER, TUBA4A Cy3, Cy5, FITC

2. 16.05.16-17.05.16 | TP53, MKI67, MUC1, EpCam, | Cy3, Cy5, FITC

TUBA4A
3. 19.05.16-20.05.16 | KRT14, KRT19, KRT5/6, VIM, | Cy3, Cy5, FITC
TUBA4A

Lai iekrasotu ar primarajam antivielam, tads ir nepiecieSams atSkaidit. Paral€laja
iekrasos$ana ir iesp&jams izmantot vairakas primaras antivielas vienlaicigi, ar nosacijumu, ka
tam ir atskiriga sugu izcelsme. Saja gadijuma tika izmantotas primaras antivielas no trusa un
peles. Izrékina katras antivielas koncentraciju uz nepiecieSamo tilpumu un atSkaida tas viena
blokéSanas Skiduma. Katra laucina tika pievienoti 50 pl primaro antivielu maisijuma. Inkubé
+4 °C pa nakti. Katrai antivielai tika veikti tris atkartojumi, viens laucin$ atstats kontrolei.
Tam tika pievienotas tikai sekundaras antivielas, lai parbauditu, vai nav notikusi nespecifiska
saistiSanas (12. tabula).

Sakot darboties ar sekundarajaa antivielam, jastrada tumsa, lai nezaud@tu signala
intensitati. Sekundarajam antivielam jau ir pievienots fluorofors, kas radis fluorescento
signalu, ko var detektét mikroskops. Sekundaras antivielas atSkaida. Paralélas krasoSanas
protokola blokésanas Skidumam pievieno divas antivielas, kas saistds ar dazadam sugam
(pele, trusis) un tam ir jabit ar atSkirigiem fluoroforiem, lai varétu detektet atSkirigu vilpu
signalus. Janem vera, ka sekundaras antivielas ir sugu specifiskas, tapéc tam ir jabiit tadai
paSai izcelsmei ka primarajam antivielam. Uz laucina pievieno 50 pl, Soreiz Skidumu
pievieno ar1 kontroles laucina. Inkubé 1,5 h istabas temperatiira, skalo tris reizes ar 100 pl

DPBS.
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12. tabula.

Antivielu izkartojums uz 96-laucinu plates.
Table 12.

Antibody layout on the 96-well plate.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
KRT14 KRT14 KRT14
B K | KRT5/6 | KRT5/6 | KRT 5/6
KRT19 KRT19 KRT19
C K VIM VIM VIM
TP53 TP53 TP53
D K | MKI67 MKI67 MKI167
MUC1 MUC1 MUC1
E K | EpCam EpCam EpCam
CD24 CD24 CD24
F K CD44 CD44 CD44
PGR PGR PGR
G K ER ER ER
H

Turpina darboties péc sekvencialas iekraso$anas protokola. Tiem paSiem lauciniem, kuri
jau tika iekrasoti péc paralélas krasosanas protokola, pievieno blokésanas Skidumu. Inkubg 30
min. Pievieno at$kaiditu primaro antivielu kontroles markieri, kas iekrasos tubulinu.
Nepievieno kontrolei. Uz laucina pievieno 50 pl at$kaiditas antivielas Skiduma. Inkubg 1 h
istabas temperatiira. Skalo tris reizes ar 100 pl DPBS. Pievieno 50 pl atSkaiditas sekundaras
antivielas, kuras fluorofors atSkiras no iepriek§ izmantotajiem. Inkubé 1,5 h istabas
temperattra. Skalo tris reizes ar 100 ul DPBS.

Stinas iezimé ar fluorescento krasvielu DAPI, kas saistds ar nukleinskabém §inu
kodolos. DAPI atskaida attieciba 1:30. Uz laucina pievieno 50 pl. Inkub& 5 min. Laucinu
skalo tris reizes ar 100 ul DPBS, katru reizi pa 10 min. Paraugu fiksé ar 78% glicerina
Skidumu. Tas samazina parauga iztvaikoSanu.

P&c imiinfluorescentas iezimeSanas att€lus ieguva, izmantojot augstas caurlaidsp&jas
att€lieguves sistemu InCell Analyzer 2200. Iegiitos att€lus analizgja lietotajprogramma InCell
Developer, bet datus apkopoja ar programmas SPSS statistics palidzibu.

Attelanalizé vispirms atrada Stnu kodolus ar DAPI iezimes palidzibu, tad Siinas
citoplazmas aprisu noteikSanai izmantoja imtnfluorescento iezimi ar alfa tubulinu (FITC
kanals). Turpmako att€la segmentaciju veica ar watershedding algoritmu, atlasot tos FITC
kanala segmentus, kuros ir arT kodols un kas nesaskaras ar att€la malu. Proteinu ekspresijas
analizé noteica Cy3 un Cy5 kanala peleka krasojuma vid€jo intensitati iepriekS definétajos
objektos ($tinas un §tnu kodolos).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.2.  Siinu morfologija

Lai izv€letos piemerotako barotni epitélija Sinu audz€sanai, Saja darba tika izveidotas
tris barotnu modifikacijas. Viena barotne tika saglabata kontrolei, lai varétu salidzinat
rezultatus. Visam jaunizveidotajam barotném tika pievienoti vienadi hormoni un augSanas
faktori, bet atSkiras sint&tiska barotne. Barotnes piedevas tika izv¢létas, nemot véra (Ethier et
al. 2000) publikacijas ieteikumus primaro inu kultivé$anai. Stnas izdala autokrinus un
hemokrinus, kas nepieciesami starpstinu komunikacija, dzivibas procesu nodroSinasana un
programm@tas $tinu naves izraisiSana (Freshney 2012). Eksperimenta gaita $tinam tika mainita
tikai puse barotnes Kkatru otro dienu, lai saglabatu tas vielas un signalus, ko ir izveidojuSas
pasas Stnas. Audzgjot Stinas barotng, kurai tiek pievienoti hormoni, pirms barotnes nomainas
ir svarigi to svaigi pagatavot. Daudzi hormoni un augSanas faktori péc pievieno$anas barotnei
dazu dienu laika zaudg savas 1pasibas (Mather and Roberts 1998).

Lai salidzinatu izmainas S$tnas, kultivgjot tas atSkirigas barotnés, ik péc divam dienam
tika veikti mikroskopiski noveérojumi un ieguti attéli, kas reprezenté $unu kulttiras, lzteiktas
atskiribas $inu morfologija tika novérotas HDFa $Gnu linija. Stinas jau astotaja diena péc
uzs€Sanas izmainija fenotipu (10. att€ls). A10 barotné $tinas ir varpstveida, iegarenas, ar
smailiem citoplazmas pagarinagjumiem. A5 barotn€ $tinam nav izteiktas robezas, tas ir robotas,
neregularas formas. AtseviSkas Stinas ir Sauras, adatveida. BS barotné Stnam ir epitelials
raksturs, tas aug cieSi viena pie otras, veidojot brugim Iidzigu struktiru, tapat redzami smaili
citoplazmas pagarinajumi, kas gan nav tik izteikti ka barotngé D5. Saja barotné $inas ir
heterogénas, ir grupas, kas ir saglabajuSas fibroblastiem raksturigo varpstveida formu, ir
mezenhimala un epiteliala rakstura $tnas. legareno formas zudumu vargja izraisit barotnei
pievienotais HC un EGF, kas veicina mezenhimalas morfologijas veido$sanos (Salamanca et
al. 2004). MI199 sastavu veido tadas komponentes, kas veicina $iinu diferenciaciju

(folijskabe, B12 vitamina trukums).
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10.attels. HDFa §tinu morfofgija astotaja diena péc uzséSanas. A- Stnas A10 barotné;
B- Stinas A5 barotng; C- Stinas B5 barotng; D- $tinas D5 barotné.
Figure 10. Morfology of HDFa eight days after seeding. A- cells in A10 medium; B-

cells ir A5 medium; C- cells in B5 medium; D- cells in D5 medium.

Art 35 dienas pec uzs€Sanas A5 barotn€ Siinas saglaba mezenhimalu raksturu, veido
blivas $tinu grupas, augot ciesi viena pie otras (11. att€ls). To forma ir vairak regulara. B5S

barotné vairumam Stinu ir varpstveida strukttra l1dzigi ka A10 barotng, bet tas ir Tsakas.

Stinas A10 barotng; B- Stinas A5 barotné; C- Stinas B5 barotn€&; D- Stinas D5 barotné.
Figure 11. Morphology of HDFa (35. day after seeding. Third passage). A- cells in A10

medium; B- cells ir A5 medium; C- cells in B5 medium; D- cells in D5 medium.
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Dati no HDFa fibroblastu Stnu Iinijas D5 barotn€ netika iegiti, jo p&tijuma laika tika
konstatéta kontaminacija $aja Stinu linija. Saaudz€tas Stnas tika utiliz&tas, bet jaunatsald&tas
nepaspé€ja saaugt, lai iegiitu turpmakos datus. Ped&jie dati, kas iegiiti 35. diena p&c uzséSanas
atSkirigas barotn@s, att€lo, ka ST ir vieniga Stinu kultira, kura veido kompaktas, noapalotas
Sinu grupas ar izteiktu kontaktinhibicijas zudumu. Grupas centra ir biezs $unu slanis, kas
samazindjas malas. Stinu forma ir [idziga A5 barotné aprakstitajai (11. attgls).

Stinu Iinija MCF7 fenotipa atskiribas var&ja noteikt mazak neka HDFa. Visas $tinu
populacijas ir loti heterogénas (12. attéls). Tajas ir atrodamas $tinas ar vairakiem kodoliem un

kodoliniem.

12. att€ls. MCF7 stnu morfologija (35. diena péc uzséSanas. TreSais parséjums) A-
Stinas A10 barotng; B- Sunas A5 barotng; C- $tinas B5 barotng; D- $tinas D5 barotné. Ar zilu
bultu noapalota Siina, ar zalu bultu pumpurveida izaugumi.

Figure 12. Morphology of MCF7 (35. day after seeding. Third passage). A- cells in A10
medium; B- cells ir A5 medium; C- cells in B5 medium; D- cells in D5 medium. Blue arrow-

round-shaped cell, green arrow bud-like spines of cell.

Tomeér A10 barotne bija vieniga, kura netika atrastas izteikti lielas, noapalotas $iinas. Ir
publikacija, kura aprakstitas lielas daudzkodolainas Siinas. Tas ir raksturigas ATCC razotajai
MCF7 §unu linijai (Osborne et al. 1987). Parmérigi lielas $tinas, kuru citoplazmai ir minimali
izaugumi, tika noveérotas A5, B5 un D5 barotn€s. BS barotné noapalotas Stinas tika atrastas
visbiezak, bet tas ir mazakas (12.C attéls). A5 barotn€ $tinas izmainijas minimali. B5 barotnei

biezak ir raksturigas starainas $tnas ar neregulariem, pumpurotiem izaugumiem (12. C attls).
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D5 barotnei, lidzigi ka HDFa, §tinas ir ar smailiem, gariem izaugumiem. Lielaka konfluence ir
barotné A10. Ka epitélija $tnas tas veido brugim lidzigu strukttiru, augot blivi viena pie otras.
Citur netika noveroti tik ciesi starpstnu kontakti.

MDA-MB-231 S§tunu Iinijai tika noveérotas vismazakas izmainas atSkirigu barotnu
ietekmé. lesp€&jams, tas saistits ar to, ka tam jau ir mezenhimala/epiteliala morfologija (ATCC
2014a). A10 barotné saglabajas Sai Stnu linijai raksturigas nelielas varpstveida Stinas
(13.attéls). To centrala dala ir plataka un ieapala. Siinas neveido blivas grupas, bet tas médz
parklat citu Stinu izaugumus. ArT 8ai kultiirai barotnés, kuram bija piedevas, vargja noverot
apalas, ieverojami liclakas $tnas. Iesp&jams, ka holeras toksins, lidzigi ka olnicu $tinas,
padara Stnas plakanakas un paliclina adherenci (Rieber et al. 1975). Biezi sastopamas

starveida Stinas ar trTs izaugumiem.

13.attels. MDA-MB-231 §tinu morfologija (35. diena p&c uzsésanas. Tresais pars¢jums).
A- Stinas A10 barotn€; B- $tinas A5 barotng; C- §unas B5 barotn€; D- §tinas D5 barotné. Bulta
norada uz starveida $iinu ar tris izaugumiem.

Figure 13. Morfology of MDA-MB-231 (35. day after seeding. Third passage). A- cells
in A10 medium; B- cells ir A5 medium; C- cells in B5 medium; D- cells in D5 medium.

Arrow points stellate cells with three spines.
3.2. Populacijas dubultoSanas laiks un Siinu dzivotspéja

Svarigi raditaji, raksturojot $tinu kultiiras, ir populacijas dubultosanas laiks (PDT) un
Sinu dzivotsp&ja. PDT tika noteikts, izmantojot majas lapu http://www.doubling-

time.com/compute.php.
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Krits véza Stinu liniju populacijas dubultosanas laiki un dzivotspéja dazadas barotnés

apkopoti 14. attela.
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14.attels. PDT un dzivotsp&ja kriits véza Siinu Inijas atkariba no barotnes. Ar sarkanu
MDA-MB-231, ar zalu- MCF7.

Figure 14. PDT and viability of breast cancer cell lines grown in different types of
media. In red MDA-MB-231, in green MCF7.

MCF7 Stnas videji dubultojas reizi 29 stundas A10 barotné. AS barotne MCF7 Siinas
aug atrak (PDT ap 26 h), savukar B5 un D5 barotnés Stinu PDT palielinas (48 h un 46 h).
MDA-MB-231 Stnu visisakais PDT ir B5 barotné. A10 un AS barotnés PDT ir gandriz
identisks ( 42,5 h), savukart D5 barotné $o Stinu PDT ir vislielakais (60 h).

MDA-MB-231 stnam dzivotsp&ja visas barotnés bija labaka neka MCF-7. Abas §tnu
Iinijas barotnu A10, AS un B5 ietekme bija lidziga. Tikai D5 barotné MCF7 §tinu dzivotspgja
pieauga (Iidz 90%), bet MDA-MB-231 samazinajas (lidz 95%). Procentuali vismazaka
dzivotspgja ir MCF7 $tinam A5 barotné (tikai 85%), bet visaugstaka ta ir MDA-MB-231
Stinam barotn€s A10 un BS, kur sasniedz gandriz 100%.

Salidzinot PDT izmainas katra Stnu Ilinija, MCF7 Stnam butiskas atSkiribas starp
pars€jumiem netiek novérotas, bet MDA-MB-231 PDT samazinas, picaugot pasazai. MCF7
otraja un tre$aja pasaza visatrak dalijas D5 barotné (40-50h), bet ceturtaja pasaza visatrak
dalijas A10 un BS5 barotné esosas Stnas (PDT 50h). Pirmaja pasaza D5 barotné Stnu skaits
nedubultojas, ta ka PDT ir negativs. Gandriz nemainigs PDT saglabajas B5 barotné (vidgji

70h), bet A10 barotng, tas samazinajas (15.attels).
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15.attéls. PDT kriits véza $tinu linijas atkariba no barotnes. Pa kreisi MCF7; pa labi
MDA-MB-231.

Figure 15. PDT of breast cancer cell lines grown in different types of media. On left
MCF7; on right MDA-MB-231

MDA-MB-231 pirmaja pasaza bija PDT bija daudz lielaks neka citas pasazas, tapéc
salidzinajumam izmanto lielakas pasazas. BS un A10 barotn&s §tnu skaits dubultojas aptuveni
reizi 35h, PDT saglabajas lidzigs pirmaja un treSaja pasaza. D5 barotné §tnu PDT parsniedz
75h pirmaja un treSaja pasaza, bet otraja pars§juma samazinas Iidz 43h. A5 barotné augosas
Stinas péc katras parséSanas dalijas atrak (15.attgls).

MCF7 $tnu dzivotsp&ja BS un D5 barotnés pakapeniski pieaug, palielinoties pasazai.
Vislielaka dzivotsp€ja Stinam ir ceturtaja pasaza B5 barotng, kur ta ir tuvu 100%. Barotnes AS
un A10 dzivotspgja ir mazaka par 90%. AS barotné esoSo Stnu dzivotsp&ja pakapeniski
samazinas, pieaugot pasazai (16.att€ls). MDA-MB-231 S$inu dzivotsp&ja ir lielaka neka
MCF7. Tikai otraja pasaza AS barotné esoSo Siinu dzivotsp€ja ir 90%, bet D5 barotné -
mazaka par 90%. 100% dzivotspgja ir Siinam BS5 barotn€é pirmaja un treSaja pasaza, ka art A10
barotn€ tresaja pasaza (16.attéls).

Visam Stunam PDT bija vislielakais pirmaja pasaza. To var izskaidrot ar Stnu
adapteSanos jauniem vides apstakliem. Visas $iinas vislénak prolifergja D5 barotng. Sai
barotnei sastava ir DMEM un F12 attieciba 1:3. F12 ir barotne, kura ir plasa piedevu
daudzveidiba, bet tas ir nelielas koncentracijas (Freshney 2012). lesp&jams, péc augsanas ar

baribas vielam koncentrétaka vide (DMEM:F12), §tinam nepiecieSams ilgaks adaptacijas
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laiks. Mainot Stinu apstaklus no 10% seruma un barotni, kurai tiek pievienots tikai 5%

serums, tika paredzets, ka Stnam biis nepiecieSams laiks adaptacijai.
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16.attels. Dzivotsp&ja kriits véza $tinu I1nijas atkariba no barotnes. Pa kreisi MCF7; pa
labi MDA-MB-231.

Figure 16. Viability of breast cancer cell lines grown in different types of media. On left
MCF7; on right MDA-MB-231.

Tomer $tinu dzivotsp€ja un PDT AS un A10 barotn@s ir lidziga, tatad seruma daudzuma
samazinasana $tinas ietekm& minimali. DZivotspé&ja, kas ir mazaka par 90% tiek uzskatita par
sliktu raditaju, kas norada uz nepiemérotiem augSanas apstakliem kultiird. Iesp&jams,
konfluence netika pareizi novértéta un $iinas tika parsétas parak velu. Saja laika $anas kultiira
vargja izdalit signalus, kas veicindja Siinu bojaeju. Lidzigi skaidrojami lielie PDT rezultati.

Turpmak konfluences novértésanai japievers lielaka uzmaniba.
3.3. Imiunfluorescenta ieziméSana

Imiinfluorescencei izmantotais protokols katra laboratorija atSkiras atkariba no mérka,
ko vélas sasniegt. Saja darba tika izmantots protokols, kas aprakstits publikacija (Barbe et al.
2008). Ir daudz dazadu iespgju, sakot ar to, kada skiduma Stinas fiksét un antivielu
koncentracijas izveleé. Paraugu var fiksét metanola, etanola, acetona, tadgadi paraugu
dehidratgjot un likvidgjot lipidus, bet var arT izmantot aldehidus saturoSus fiksatorus, ka tas
tika darits Saja darba. Paraformaldehids veido starpmolekularos tiltus starp brivajam
aminogrupam, ka rezultata rodas savstarpgji saistitu antigénu tikls. Sis fiksésanas veids labak

saglaba Stinas struktiiru. Var gadities, ka fiksacijas skidums ir parak spécigs un tiek nosegta
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antivielas piesaistes vieta- epitops. Tada gadijuma médz veikt antigéna atgiiSanas procediru,
izmantojot termisku vai kimisku apstradi. Pirms eksperimenta, tika veikta metodes parbaude,
kuras laika tika konstat&ts, ka antigéna atgiSana nav nepiecieSama.

Nakamais solis ir parauga permeabiliz€Sana, padarot membranu caurlaidigaku, ta ka
daudzi antigéni atrodas iek3$iinas vide- kodola, citoplazma u.c. Sim procesam izmanto 0,1%
TritonX-100. Saja protokola paraugs tika permeabilizéts tris reizes pa 5 min. Tomér
iminfluorescences att€los var redzet, ka Stiinam ir izmainita forma, kas atSkiras no tas, kas bija
redzama péc fiks€Sanas. Tapéc turpmakajas ieziméSanas reiz€s tiks izmantota vieglaka
permeabilizacija, iesp&jams, vienreiz vai divreiz permeabilizgjot Smin.

Blokg&sanai tika izmantots normalais kazas serums, ta ka sekundaras antivielas ir kazas
izcelsmes. lepreksgjos eksperimentos tika izmantots FBS, bet seruma maina rezultatu
neietekmgja.

Primaro un sekundaro antivielu atSkaidijumi tika iepriek§ noteikti titréSanas
eksperimenta, tadel Saja darba tika izmantotas antivielu koncentracijas, kas vislabak ataino
proteinu lokalizaciju un intensitati.

Lai noteiktu, kur atrodas S$tnas kodols, tika izmantots DAPI, kas saistas ar
nukleinskabém. Pirmaja iekrasoSanas posma, tika izmantots atSkaidijums 1:50, bet péc
legiitajiem att€liem bija redzams, ka signals ir parak vaj§ un DAPI koncentracija tika
palielinata, izmantojot atSkaidijumu 1:30.

legiitajos attelos bija redzams (dati nav attéloti), ka $tnu blivums ir mazaks, neka tas
bija tikko nofikseétas Stinas. Iminiezim&Sanas protokola péc katra sola ir nepiecieSama
skalo$ana, kopuma protokola $iinas tiek skalotas 22 reizes. Sie daudzie §kiduma mainas posmi
varétu izraistt Stnu noskaloSanos. Lai to noverstu, MCF7 un HDFa Stunas tika izsétas uz
plattm, kas parklatas ar poli-lizinu. Poliaminoskabes nodroSina $iinu piesaisti virsmai.
Daudzam S$tinam normala piesaiste virsmai, augSana un attistiba ir atkariga no piesaistes
faktoriem un ekstracelulara matriksa komponentiem. DaZzas Siinas pasSas ir spgjigas tos
sintezet, bet citam ir nepiecieSams kads argjs faktors. Parasti tas nepiecieSams gadijumos, kad
tiek izmantotas serumu nesaturosas barotnes. Polilizins nodroSina elektrostatisku mijiedarbibu
starp negativi ladétiem joniem $linu membrana un pozitivi ladétiem virsmas joniem piesaistes
faktoros uz kultivéSanas materiala virsmas. Kad poli-lizins tiek absorbéts kultivéSanas trauka
virsma, tas palielina pozitivi 1ad€to piesaistes vietu apjomu, kas ir pieejami Stinu piesaistei
(Sitterley 2008). MDA-MB-231 Siinas tika izs€tas uz platém bez poli-lizina parklajuma.
Salidzinot §tinu blivumus, var secinat, ka poli-lizins neveicinaja spécigakus kontaktus Stinas

virsmai, tomér, lai varétu parliecinaties par $adu apgalvojumu, nepiecieSams veikt atkartotu
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eksperimentu, kura uz dazadiem parklajumiem tiktu uzsé€ta ta pati Stinu Iinija, jo katrai Stinu

Itnijai ir atSkirigas adhezivas 1pasibas.
3.4. Siinas producétie proteini

MDA-MB-231 $iinu Iinija proteins KRT5/6 netiek producéts (13.tabula). Visas barotnés
signals ir negativs. D5 barotné ir atsevisSkas Stnas, kura var€tu but neliela §1 proteina
klatbtitne, bet Sis daudzums ir nenozimigs, ka ari D5 barotnes dati neatbilst normalajam
sadaltjumam. KRT14 §aja Stinu linija tiek producéts visvairak. Vislielaka KRT14 intensitate ir
barotné A10 (~5222). Pargjas barotngs Sis proteins tiek producets mazak (intensitate aptuveni
3500). Ta ka MDA-MB-231 ir Stnu linija ar bazalu fenotipu, KRT14 produkcija atbilst
literattira aprakstitajam. KRT14 var izmantot bazalo $tinu detekcijai (Charafe-Jauffret et al.
2006).

13. tabula.

KRT5/6 un KRT14 vidgja intensitate Stnu [inijas, kas audz&tas atskirigas barotnes.

Table 13.

Mean intensity of KRT5/6 and KRT14 in cell lines cultivated in different cell culture media.

Barotne KRT5/6 KRT5/6 KRT5/6 KRT14 KRT14 KRT14
intensitate | intensitate | intensitate | intensitate | intensitate | intensitate
MCF7 MDA- HDFa MCF7 MDA-MB- | HDFa

MB-231 231

Al0 343,6 332,4 346,8 3902,8 52219 1356,8

A5 371,2 326,3 322,8 3798,3 3786,5 1518,8

B5 346,3 331,6 318,4 2949,5 34447 1248,6

D5 344,0 330,3 N 1630,3 3346,7 N

MCF7 neeksprese KRT5/6. AtseviSkas izlecosas vertibas noveérojamas B5 barotné, bet

ta ka detekteto Sunu skaits ir tikai 27, Sie dati nav statistiski ticami. A10 un A5 barotnés
KRT14 tiek producéts visvairak (vidgja intensitate ~3800). Par ceturtdalu mazaka ekspresija
ir barotn€ B35, bet vismazak §is antigéns tika konstatéts D5 barotné- uz pusi mazak neka A10
ar intensitati ~1600 (13.tabula). MCF7 Sunu Iinija KRT14 proteilnam nevajadzetu bt
detektetam ta, ka tas nav luminalas $tinu linijas markieris (Taylor-Papadimitriou et al. 1989).
Fibroblastu S$Gnu linija tapat ka pargjas nenotick KRT5/6 produkcija. KRT14 ir

salidzino$i mazak neka pargjas Sunu linijas. Vislielaka intensitate ir AS barotné (~1519),
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vismazaka B5 (vidgja intensitate aptuveni 1248). A5 barotné KRT14 atseviskas $tnas tiek
producéts vairak, maksimala intensitates vértiba parsniedz 8000 (13.tabula).

VIM ir markieris, ko izmanto, lai identificétu fibroblastus (Goodpaster et al. 2008). Ar1
Saja darba, fibroblasti bija vieniga Stnu Iinija, kura vimentins tiek producéts (18.attels). A10
barotné tas ir visvairak (intensitate 13748), bet B5 barotng, tas gandriz nav detekt&jams, ta
intensitate ~ 909 (17.att€ls). Var secinat, ka B5 ir barotne, kura samazina fibroblastiem
raksturigo markieru ekspresiju parauga, tapéc var bit pieme&rota Stnu kulturam, kuras
stromalo $iinu klatbiitne nav vélama. MCF7 neproduceé VIM ar1 MDA-MB-231 VIM signals
ir negativs.

KRT19 tiek ekspreséts liela daudzuma MCF S$tnu Imija. Tas ir aptuveni vienados
daudzumos visas barotn@s, bet nedaudz vairak A5 barotné (~52233). MDA-MB-231 KRT19
tiek producéts, bet nelielos daudzumos. vismazak D5 barotné (5235), nedaudz vairak A5, kur

ta intensitate ir 5544, bet visvairak barotne A10 (8883).

17.attels. VIM expresija HDFa A10 barotn€ (A) un BS5 barotné (B).
Figure 17. VIM expression in HDFa media A10 (A) and B5 (B).
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18. attels. VIM signala intensitate HDFa $tinu 11nija atskirigas barotngs.

Figure 18. Intensity of VIM in HDFa cell line in different cell culture media.

P53 markiera intensitates salidzinasanai tika izmantoti dati, kas iegiiti, mérot signala

intensitati kodola, ta ka taja uzkrajas mutanta p53 géna proteini (Yang et al. 2013). MCF7

visvairak P53 konstatets A5 barotn€ ar intensitati 1050, bet pargjas barotnés ta daudzums ir

lidzigs, svarstoties no 700 Iidz 800 (19.A attgls).
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19.attels. P53 signala intensitate MCF7 (A) un MDA-MB-231 (B) $tnu Iinijas atskirigas

barotnés.
Figure 19. Intensity of p53 in MCF7 (A) and MDA-MB-231 (B) cell lines in different

cell culture media.
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ArT MDA-MB-231 p53 teik ekspreséts mazak (19. B attéls). Signals ir vaji pozitivs.
A10 un B5 barotnés ta intensitate ir nedaudz lielaka par 600. Dati neatbilst normalajam
sadalfjumam. Visas barotnés bija daudz vértibu, kas bija augstakas par vidgjo intesitati. Sis
izlecosas vertibas var skaidrot divéjadi. lesp&ams, ka ir atseviskas Sitinas, kuras signals ir
intensivaks, bet, parskatot iegutos imunfluorescences attélus, tika konstatéts, ka daudzos
laukumos §tinas parklajas viena virs otras. Ta rezultata arT signals $ajas vietas ir specigaks. So
problému varétu noverst, pirms analizes izskatot katru iegiito att€lu, un atlasit tikai tos laukus,
kuros Stnas ir izkartotas monoslani.

Krits véza Siinas notiek bieza p53 géna mutacija, kuras rezultata proteins ir stabilaks un
to var detektét ar iminhistoktmijas un imiinfuorescences metodém (Yang et al. 2013). Tomér
p53 tika konstatéts ari cilvéka dermalajos fibroblastos, lidzigos daudzumos A10 un A5
barotnés (vidgji 750), bet mazak B5 barotné (vidgja intensitate 383) (20.attels). lesp&jams,
A10 un AS barotn@s Siinas bija raduSies bojajumi, kuru rezultata sakas p53 géna izraisita

apoptoze.
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20.attels. p53 signala intensitate HDFa $tinu Itnija atSkirigas barotnés.

Figure 20. Intensity of p53 in HDFa cell line in different cell culture media.

MKI67 markieris liecina par prolifergjoSo Stinu dauzumu kultiira. Jo vairak §is proteins
ir Stnas kodola, jo lielaks daudzums $tnu, kas proliferé (Scholzen and Gerdes 2000).
Salidzinot §tinu Iinijas, vislielakais proliferéjoso Stinu daudzums ir MCF7 kultura, mazaks
MDA-MB-231, bet HDFa linija Stnas lielakoties atrodas G, faze. MCF7 MKI67proteins
visvairak ir A10 barotng, bet vismazak D5. Tas pats novérojams art A5 MDA-MB-231, bet
HDFa, visvairak $tnas dalas barotné A5 (14. tabula).
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14. tabula.

MKI1 67 vidgja intensitate Siinu Itnijas, kas audzetas atSkirigas barotnés.

Table 14.
Mean intensity of MKI67 in cell lines cultivated in different cell culture media.
Barotne MKI167 MKI167 MKI67
intensitate intensitate intensitate
Stinas kodola Stinas kodola Stinas kodola
MCF7 MDA-MB-231 | HDFa
Al0 39779,7 16471,8 5633,5
A5 30089,7 16671,6 8116,5
B5 33671,8 14503,0 4005,6
D5 28577,8 12075,8 N

Visas Stunu Iinijas EpCam tiek producéts nelielos daudzumos. Nedaudz vairak ar
intensitati 820 - A5 barotng, §is proteins ir MCF7 §tnu linija. B5 un D5 barotnés ta intensitate
ir aptuveni 400. MDA-MB-231 signals ir negativs Iidzigi ka HDFa. Intensitate ir robezas no
331 Iidz 387 (15. tabula).

15.tabula.
EpCam vidgja intensitate Stinu linijas, kas audzetas atskirigas barotn&s.
Table 15.
Mean intensity of EpCam in cell lines cultivated in different cell culture media.
Barotne EpCam EpCam EpCam
intensitate | intensitate intensitate
MCF7 MDA-MB-231 | HDFa
Al10 664,0 387,5 337,2
A5 820,1 368,7 345,1
B5 422,8 366,6 331,5
D5 402,0 361,2 N

MUC 1 ir epitélija Sinu transmembranas glikoproteins, ko parasti §tina producg nelielos
daudzumos (Cascio et al. 2011). MUCI producétais daudzums visas $tinu linijas ir atskirigs.
Visvairak MUC1 ir MCF7, bet MDA-MB-231 signala intensitate samazinas Iidz tuvu
negativai. MCF7 spécigakais signals detektets barotné A5 (2499), bet vajakais D5 barotné.
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HDFa signals ir negativs. Lai gan, salidzinot skaitlus (robezas no 416 lidz 524), izskatas, ka

signals ir, tom&r tam ir minimala atSkiriba no fona intensitates (16. tabula).

16.tabula.

MUC1 vidgja intensitate Stnu linijas, kas audzetas atsSkirigas barotnés.

Table 16.

Mean intensity of MUCL in cell lines cultivated in different cell culture media.

Barotne | MUCL1 MUC1 MUC1
intensitate intensitate Intensitate
MCF7 MDA-MB-231 | HDFa

Al0 1673,1 628,6 524,8

A5 2499,1 612,5 497,5

B5 982,4 560,9 416,5

D5 871,2 600,9 N

CD24 un CD44 ir stnu markieri, kas raksturo kriits véza cilmes $tinas. Tom&r CD24

tiek ekspreséts vairak tajas Siinas, kas ir vairak diferenc€jusas. P&c literatiiras datiem CD24

vajadzetu bit producétam tikai MDA-MB-231, bet CD44 tikai MCF7 §tnu linija (Sheridan et

al. 2006). Tomer iegiitie dati nesakrit ar literatiira aprakstito. Visas Stnu linijas ir negativs

CD24 signals. CD44 signals ir vaji pozitivs MDA-MB-231 un HDFa (intensitate robezas no

623 lidz 899). HDFa A10 barotné signals ir pozitivs A10 barotné, kas liecina, ka $aja barotné

metabolisma procesi (proliferacija, diferenciacija, kustigums) norit visaktivak (Jaggupilli and

Elkord 2012). Intensitates atskiribu var noteikt arT vizuali (21. attéls). MCF7 ir izteikta CD44

ekspresija. Visvairak tas ir A5 barotné (vid€ja intesitate 2501), bet vismazak D5 barotné

(vidgja intensitate 1335) (17.tabula).

21.attels. CD44 signala atskirtbas MCF7 A5 barotng (pa kreisi) un D5 barotng (pa labi).

Figure 21. Difference of signal intesnity in MCF7 cell line in media A5 (on left) and D5

(on right).
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17. tabula.

CD24 un CD44 vidgja intensitate Stinu Itnijas, kas audzg&tas atSkirigas barotnés.

Table 17.
Mean intensity of CD24and CD44 in cell lines cultivated in different cell culture media.
Barotne | CD24 CD24 CD24 CD44 CD44 CD44
intensitate | intensitate intensitate | intensitate | intensitate intensitate
MCF7 MDA-MB-231 | HDFa MCF7 MDA-MB- | HDFa
231
Al0 354,8 349,5 357,0 1566,8 861,0 1342,0
A5 353,4 348,1 357,5 2501,5 625,4 899,0
B5 365,5 347,7 338,3 2383,5 681,9 623,1
D5 346,1 345,9 N 1335,6 629,3 N

ER un PGR ir markieri, ko visbiezak izmanto kliniskaja prakse, ar imiinhistokimijas
palidzibu nosakot receptoru statusu karcinomas (Carels et al. 2016). P&c literatiira pieejamas
informacijas ER ir MCF7 §tnu linija, bet nav MDA-MB-231 (Kao et al. 2009). Estrogéna
receptori atrodas Stinas kodola, bet to signals tika detektéts ari citoplazma (22.attels). Signala
intensitate ir spécigaka kodola. Dazos gadijumos ta atSkiras pat par pusi (19. tabula).

Visvairak ER ir barotné A5. B5 un A10 barotnés intensitate butiski neatSkiras, bet vismazaka

ta ir D5 barotne.

22. att€ls. MCF7 A5 barotné. A-ER, B-PGR, C-apvienots ER, PGR and TUBA4A.
Figure 22. att€ls. MCF7 in media AS. A-ER, B-PGR, C-merged ER, PGR and TUB4A4.

MDA-MB-231 nenovéro tik krasas intensitates atSkiribas starp citoplazmu un
kodolu.Saja §tinu Iinija visvairak ER tika producéts A10 barotmé, D5 barotnes intensitate bija
lidziga, bet vismazakais daudzums ER bija AS barotn€. Spriezot péc rezultatiem, kultivéSanas

procesa Stnas ir sanémusas kadus argjas vides signalus, ka rezultata bazala Sinu linija, kurai
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nav hormonatkarigo receptoru ir mainijusi savu fenotipu. Viens no iemesliem varétu but FBS,
kura sastavs var atSkirties starp dazadam s€rijam (20.tabula).

19.tabula.

ER vidgja intensitate MCF7 §tnu citoplazma un kodola.

Table 19.

Mean intensity of ER in MCF7 cytoplasm and nucleus.

Barotne | ER Standartnovirze | 95% ER Standartnovirze | 95%
intensitate ticamibas | intensitate ticamibas
visa §lina intervals | Sinas intervals

kodola

Al10 2543,4 1244.0 2488,73- | 3444,0 14142 3381,8-

2598,1 3506,2
A5 3253,5 2098,8 3081,8- 4490,1 2336,3 4298,9-
3425,3 4681,3
B5 1681,2 1096,3 1117,5- 3055,4 1813,2 2123,1-
22449 3987,7
D5 1044,0 583,3 940,3- 2020,1 854,9 1868,1-
11477 2172,1
20. tabula,
ER vidgja intensitate MDA-MB-231 §iinu citoplazma un kodola.
Table 20.
Mean intensity of ER in MDA-MB-231 cytoplasm and nucleus.

Barotne ER Standartnovirze 95% ER Standartnovirze 95%

intensitate ticamibas | intensitate ticamibas

visa §iina intervals Stnas intervals

kodola

A10 1609,3 398,9 1587,5- 1858,6 493,8 1831,6-
1631,2 1885,6

A5 11427 270,6 1134,2- 1503,8 346,4 1492,9-
1151,2 1514,7

B5 1450,0 353,2 1439,9- 1910,9 4459 1898,1-
1460,2 1923,6

D5 1342,5 497,8 1326,5- 1795,4 659,8 1774,1-
1358,6 1816,6
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Iepriek3gjo mingjumu apstiprina ER ekspresija cilvéka dermalajos fibroblastos. ST §iinu

Iinija ir izdalita no cilvéka adas, kurd normalos apstaklos hormonatkarigais receptors netiek

producéts. A5 barotné ER intensitate ir vislielaka. Cioplazma signals ir vaji pozitivs vai

negativs (21. tabula).

21.tabula.

ER vidgja intensitate HDFa $tinu citoplazma un kodola.

Table 21.

Mean intensity of ER in HDFa cytoplasm and nucleus.

Barotne ER Standartnovirze 95% ER Standartnovirze 95%

intensitate ticamibas | intensitate ticamibas

visa §tna intervals Stinas intervals

kodola

A10 851,2 530,5 778,8- 1317,4 757,9 1214,1-

923,5 1420,8

A5 1099,3 578,0 1059,1- 1893,8 899,6 1831,2-

1139,4 1956,3

B5 690,3 151,4 679,7- 1008,3 301,4 987,4-

700,8 1029,3

Péc iegiitajiem rezultatiem progesterona receptors ir vaji pozitivs MDA-MB-231 un

HDFa. Visvairak tas tiek producéts MCF7, kas atbilst literattira noraditajiem datiem (Kao et

al. 2009). MCF7 vislielaka PGR intensitate ir barotné A5 (aptuveni 1849) (22.B attéls), bet

vismazaka D5 barotné (vidgja intensitate 914) (22.tabula).Tas varétu noradit, ka barotnes

sastavs B5 barotné novirza §tinu fenotipa izmainas uz vairak bazalu.
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22. tabula.

PGR vidgja intensitate $tinu linijas, kas audzetas atskirigas barotn&s.

Table 22.

Mean intensity of PGR in cell lines cultivated in different cell culture media.

Barotne | PGR intensitate | PGR intensitate | PGR intensitate
Stnas kodola Stnas kodola Stnas kodola
MCF7 MDA-MB-231 | HDFa

Al0 1427,1 587,0 757,8

A5 1849,4 539,3 917,7

B5 1118,7 505,1 559,2

D5 914,2 471,5 N

Proteinus MUC1, EpCam, PGR, ER producé epitélija Stinas. D5 barotné to signala

intensitates ir vismazakas. Var secinat, ka D5 barotne nodrosina §anu dediferenciaciju. Sanas,

kam raksturigs luminals fenotips, klust bazalas.

BS5 barotne ir nepiemérota fibroblastu kultivésanai, jo tie zaudé VIM produkciju, kas ir

markieris, kas raksturo §1s Stinas.

MDA-MB-231 ir bazala Stinu Iinija, kura netiek producéti virsmas receptori. Tomér ER

signala intensitate MDA-MB-231 $tnu linija bija loti augsta (aptuveni 1800). Izmainas

proteinu sint€z€ notikusas jau pirms atSkirigo barotnu pievienoSanas.
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SECINAJUMI

1. Krits véza $anu Iiniju (MCF7 un MDA-MB-231) visatraka aug8ana bija A10 un A5
barotnés.
2. Visaugstaka Siinu dzivotspgja bija A10 un BS5 barotnés, savukart viszemaka - D5
barotné.
3. Barotnes, kuras tika pievienoti papildus augSanas faktori un hormoni, ietekméja
Stinu fenotipu un proteinu ekspresiju:
a. DS barotne dediferencé epitélija Stinas, mainot luminala tipa Stnu fenotipu
uz bazala tipa;
b. BS5 barotni var izmantot, lai samazinatu stromas $tinu daudzumu kultura;
€. Vispieme@rotaka barotne epit€lija Stinu audz€Sanai ir A5, jo td neizmainija

Stinam raksturigo proteinu produkciju.
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Appendix 1. Cell culture media components indicated by manufacturers

1.pielikums. Barotnes sastavdalas, kas noraditas razotaju majas lapas

Barotne M199 DMEM F12 DMEM F12 F12
(SIGMA) (SIGMA) (GIBCO) (GIBCO)

Koncentracija mg/L mg/L mg/L mg/L
Neorganiskie sali
Beziidens CaCl, 0 116,6 0 33.22
CaCl, « 2H,0 200 0 154,50 0
CuS04-5H,0 0 0,0013 0,0013 0.0025
FeSO, 7H,0 0 0,417 0,417 0
FeS0,-7H,0 0 0 0 0.834
Fe(NOs)s3 * 9H,0 0,72 0,05 0,05 0
Beziidens MgSO, 97,69 48,84 48,84 0
Beztidens MgCl 0 28,64 0 57.22
MgCl, « 6H,0 0 0 61,20 0
KCI 400 311,8 311,80 223.6
Beziidens C;HsNaO, 50 0 0 0
NaHCO; 2200 1200 1200,00 1176.0
NaCl 6800 6995,5 6996,00 7599.0
Bezudens Na2HPO4 0 71,02 71,02 142.0
Bezudens NaH2PO4 122 0 54,30 0
NaH,PO4-H,0 0 62,5 0 0
ZnS04-7H,0 0 0,432 0,432 0.863
Aminoskabes
L-alanins 25 4,45 450 8.9
L-alanil-L-glutamins 0 0 0 217.0
L-arginins « HCI 70 147,5 147,50 211.0
L-asparagins-H20 0 7,5 7,50 15.01
L-asparaginskabe 30 6,65 6,65 13.3
L-cisteins * 2HCI 0,11 31,29 31,29 0
L-cistens * HC1 « H20 26 17,56 17,56 35.12
L-glutaminskabe 66,8 7,35 7,35 14.7
L-glutamins 100 365 350,00 0
Glicins 50 18,75 18,75 7.5
L-histidins « HCI « H20 21,88 31,48 31,48 21.0
L-hidroksiprolins 10 0 0 0
L-izoleicins 20 54,47 54,47 4.0
L-leicins 60 59,05 59,05 13.1
L-lizins « HC1 70 91,25 91,25 36.5
L-metionins 15 17,24 17,24 4.5
L-fenilalanins 25 :3¢5'48 35,48 5.0




1.2.

pielikums.
L-prolins 40 17,25 17,25 34.5
L-serins 25 26,25 26,25 10.5
L-treonins 30 53,45 53,45 11.9
L-triptofans 10 9,02 9,02 2.04
L-tirozins * 2Na ¢ 2H20 57,66 55,79 55,79 7.81
L-valins 25 52,85 52,85 11.7
Vitamins
Askorbinskabe ¢ Na 0,0566 0 0 0
Biotins 0,01 0,0035 0,0035 0.0073
Kalciferols 0,1 0 0 0
Holina hlorids 0,5 8,98 8,98 14.0
Folijskabe 0,01 2,65 2,66 1.3
Menadions
(natrija bisulfits) 0,016 0 0 0
mio-inositols 0,05 12,6 12,6 18
Niacinamins 0,025 2,02 2,02 0.036
Nikotininskabe 0,025 0 0 0
p-Aminobenzoiskabe 0,05 0 0 0
D-kalcija pentotenats 0,01 2,24 2,24 0.5
Piridoksals « HC1 0,025 0 0 0
Piridoksins « HCI 0,025 2 2,031 0.06
Retinola acetats 0,14 0 0 0
Riboflavins 0,01 0,219 0,219 0.037
DL-Tokoferola fosfats 0,01 0 0 0
Tiamins 0,01 2,17 2,17 0.3
B12 vitamins 0 0,68 0,68 1.4
Citi
Adenina sulfats 10 0 0 0
Adenozina
trifosfats « 2Na 1 0 0 0
Adenozina
monofosfats « Na 0,2385 0 0 0
Holesterins 0,2 0 0 0
Dezoksiriboze 0,5 0 0 0
Glikoze 1000 3151 3150 1802.0
DL -tioktinskabe 0 0 0,105 0
Glutations 0,05 0 0 0
Guanins ¢ HCI 0,3 0 0 0
HEPES 0 3574,5 3574,5 0
Hipoksantins 0,3 0 2,44 0
Hipoksantins Na 0 2,39 0 4,77
Linolskabe 0 0,042 0,042 0.084
Liposkabe 0 0,105 0 0.21




1.3.

pielikums
Fenolsarkanais 0 8,1 0 1.2
Fenolsarkanais ¢ Na 21,3 0 8,63 0
Puterescins 2HCI 0 0,081 0,081 0.161
Polisorbats 80
(TWEEN 80) 20 0 0 0
Riboze 0,5 0 0 0
Natrija piruvats 0 55 55 110.0
Timidins 0 0,365 0,365 0,7
Timins 0,3 0 0 0
Uracils 0,3 0 0 0
Ksantins * Na 0,344 0 0 0
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2. Pielikums. Barotnu piedevu koncentracija atseviskiem

savienojumu komponentiem

Appendix 2. Concentrations of separate components of

compunds of cell culture media

Barotne M199 DMEM F12 | DMEM F12 F12
(SIGMA) (SIGMA) (GIBCO) | (GIBCO)
Koncentracija mg/L mg/L mg/L mg/L
Joni
Kalcijs (Ca) 54,4 42,30 42,4 12,08
Vars (Cu) - 0,00033 0,00033 0,00064
Dzelzs (Fe) 0,0998 0,0909 0,0909 0,168
Magnijs (Mg) 19,54 17,04 17,08 14,61
Kalijs (K) 210,8 164,3 164,3 117,8
Natrijs (Na) 3417,73 3135,6 3135,52 3380,14
Cinks (Zn) 0 0,098 0,098 0,20
Aminoskabes
L-alanins 25 450 4.45 98,82
L-glutamins 100 350,00 365 127,18
L-arginins 57,88 121,97 121,97 174,48
L-asparagins - 7,50 7,5 15.01
L-asparaginskabe 30 6,65 6,65 13.3
L-cisteins 18,01 31,64 31,64 24,23
L-glutaminskabe 66,8 7,35 7,35 14.7
Glicins 50 18,75 18,75 7.5
L-histidins 16,2 23,30 23,30 15,54
L-hidroksiprolins 10 0 0 0
L-izoleicins 20 54,47 54,47 4.0
L-leicins 60 59,05 59,05 13.1
L-lizins 56,02 73,03 73,03 29,21
L-metionins 15 17,24 17,24 45
L-fenilalanins 25 35,48 35,48 5.0
L-prolins 40 17,25 17,25 345
L-serins 25 26,25 26,25 10.5
L-treonins 30 53,45 53,45 11.9
L-triptofans 10 9,02 9,02 2.04
L-tirozins 39,7 38,41 38,41 5,38
L-valins 25 52,85 52,85 11.7
Vitamini
Askorbinskabe 0,05 0 0 0
Biotins 0,01 0,0035 0,0035 0.0073
Kalciferols 0,1 0 0 0
Holina hlorids 0,5 8,98 8,98 14.0
Folijskabe 0,01 2,66 2,65 1.3




2.1.

pielikums
Menadions (natrija bisulfits) 0,016 - - -
mio-inositols 0,05 12,6 12,6 18
Niacinamins 0,025 2,02 2,02 0.036
Nikotininskabe 0,025 0 0 0
p-Aminobenzoiskabe 0,05 0 0 0
D-kalcija pentotenats 0,01 2,24 2,24 0.5
Piridoksals 0,02 0 0 0
Piridoksins 0,021 1,670 1,65 0,049
Retinola acetats 0,14 0 0 0
Riboflavins 0,01 0,219 0,219 0.037
DL-Tokoferola fosfats 0,0096 0 0 0
Tiamins 0,0088 1,91 1,91 0,26
B12 vitamins 0 0,68 0,68 1.4
Citi
Adenina sulfats 10 0 0 0
Adenozina trifosfats 0,92 0 0 0
Adenozina monofosfats 0,22 0 0 0
Holesterins 0,2 0 0 0
Dezoksiriboze 0,5 0 0 0
Glikoze 1000 3150 3151 1802.0
DL-tioktinskabe 0 0,105 0 0
Glutations 0,05 0 0 0
Guanins 0,24 0 0 0
HEPES 0 3574,5 3574,5 0
Hipoksantins 0,3 2,44 2,04 4,08
Linolskabe 0 0,042 0,042 0.084
Liposkabe 0 0 0,105 0.21
Fenolsarkanais 20 8,1 8,1 1.2
Putrescins 0 0,044 0,045 0,088
Polisorbats 80 (TWEEN 80) 20 0 0 0
Riboze 0,5 0 0 0
Natrija piruvats 0 55 55 110.0
Timidins 0 0,365 0,365 0,7
Timins 0,3 0 0 0
Uracils 0,3 0 0 0
Ksantins 0,3 0 0 0
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