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Vēzis – sarežģīts orgāns, kas sastāv no daudziem 
šūnu tipiem, nevis homogēna šūnu masa 

 



Vēža cilmes šūnu funkcionālā definīcija – audzēja šūnu 
populācija, kas efektīvi iniciē audzēja veidošanos eksperimenta 

dzīvniekos 
 



Vēža cilmes šūnas 

 (Cancer stem cells, CSCs)  

Audzēju iniciējošās šūnas 

 (Tumour initiating cells, TIC) 

Cilmes šūnām līdzīgās šūnas 

Stem cell-like cells (SCLC) 

Vēža šūnu populācija, kam piemīt cilmes šūnu 
īpašības (pašatjaunošanās un spēja radīt daļēji 
diferencētas meitšūnas), spēj iniciēt audzēja 

veidošanos eksperimenta dzīvniekos un ir rezistentas 
pret staru un ķīmijterapiju 



Vēža cilmes šūnu īpašības 

 Ir specifiski šūnas virsmas marķieri, piemēram 
CD133, CD44, ABCB5 

 Ekspresē cilmes šūnām raksturīgus transkripcijas 
faktorus un gēnu ekspresijas regulatorus – Oct4, 
Lin28, Nanog, Sox2 

 Rezistentas pret staru un ķīmijterapiju  

 CSC biežums dažādos audzējos var būt dažāds – 
0.1-30% no visas šūnu masas 

 Neliels skaits (~100-500) CSCs spēj veidot 
audzēju imunodeficītās pelēs injicējot audzēju 
šūnas, kamēr ir vajadzīgas ~106 nešķirotas 
šūnas, lai iniciētu audzēja veidošanos 



Vēža cilmes šūnu izolēšanas metodes 

Cilmes šūnu īpašība, ko izmanto 
izolēšanai 

Metode 

Šūnas virsmas marķieri (CD133, 
CD44)  
 

FACS, magnētiskās 
lodītes 

Augsta zāļu transporta proteīnu 
aktivitāte 

Hoechst side 
population: FACS 

Augsta aldehīd-dehirogenāzes 
aktivitāte 
 

Aldefluor  tests: 
FACS 

Spēja veidot sfēras bez-seruma vidē Sfēru kultūra 

Rezistence pret ķīmijterapiju Rezistento 
populāciju 
selekcija 



Bez-seruma vidē cilmes šūnas veido multicelulāras sfēras 
un saglabā nediferenciētu stāvokli 

Katra sfēra ir veidojusies no vienas šūnas (klons) 
Rezistentas pret zālēm 
Ekspresē cilmes šūnu marķierus (CD44, CD133) un 

embrionālo cilmes šūnu transkripcijas faktorus (OCT4, 
NANOG, SOX2) 

Fizioloģiski dabiskāks in vitro modelis kā 2D kultūras 
Veido audzējus in vivo 

Sfēru kultūra 



Vienīgais īstais pierādījums tam, ka izolētajām šūnām ir 
CSC īpašības, ir to spēja veidot histoloģiski identisku 

audzēju imunodeficītās pelēs  

Alison MR et al, J Pathol, 2011 



No kā rodas vēža cilmes šūnas? 







Vēža (cilmes) šūnu plasticitāte 

 Hipoksijas atbilde 

 Epiteliāli-mezenhimāla tranzīcija 

 Audzēja mikrovides ietekme 

 Ķīmijterapijas ietekme? 



Hipoksijas atbilde 

Veselos audos: ~7% O2 

Audzējos: ~2-5% O2 



HIF1 un HIF2 mērķgēni 
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Epiteliāli-mezenhimāla tranzīcija (EMT) 
 

Programma, kuras rezultātā epiteliālās šūnas zaudē to 
diferenciācijas pazīmes un iegūst mezenhimālo šūnu īpašības, 
ieskaitot kustīgumu un rezistenci pret apoptozi; nepieciešama 

embrija attīstībai un brūču dzīšanai 



 Imortlizētās krūts dziedzera epiteliālajās šūnas var inducēt 
EMT, tajās ekspresējot transkripcijas faktorus Twist un 
Snail; 

 Šūnas, kas iegūst mezenhimālo šūnu īpašības, vienlaikus 
iegūst arī sekojošas īpašības: 
 Spēj diferencēties par luminālajām un mioepiteliālajām 

šūnām; 
 Veido sfēras; 
 Veido kolonijas  pusmīkstajā agarā; 
 Veido audzēju bez-tīmusa (nu-/nu-) pelēs. 



 No CD44loCD24+ESA- 
dziedzerepitēlija šūnu kloniem 
spontāni veidojas CD44hi šūnas; 

 
 Gan pre-eksistējošām, gan de novo 
iegūtajām CD44hi šūnām piemīt 
cilmes šūnu īpašības – spēja veidot 
mammosfēras un veidot vadiem 
līdzīgas struktūras; 

 
 Šāda pat īpašība piemīt arī 
transformētām epitēlija šūnām 

 



Wnt signālceļa aktivitāte ir nepieciešama 

zarnu normālo cilmes šūnu uzturēšanā; 

CSCs ar augstu Wnt aktivitāti lokalizētas 

blakus mioepiteliālajām šūnām; 

Mioepiteliālās šūnas producē hepatocītu 
augšanas faktoru (HRF), kas  aktivē Wnt 

signālceļu; 

HGF atjauno CSC fenotipu daļēji 

diferencētās vēža šūnās 





Vēža cilmes šūnas kā terapeitiskais mērķis 
 

Eramo A et al, Oncogene, 2010 



Molekulārie mērķi vēža cilmes šūnās 
 

Šūnas virsmas marķieri 

CD33+ AML, Gemtuzumab ozogamacin, FDA approved 

CLL-1 AML, pre-clinical 

Signālceļi 

PI3K/Akt/mTOR Temsirolimus, everolimus, FDA approved 

Hedgehog GDC-0449, phase I (Genentech) 

PF04449913, phase I (Pfizer) 

Notch Phase II, Cancer Research UK 

Jauni potenciāli mērķi 

Epiģenētiskās 
izmaiņas 

HDACi iduce HIF1 degradation 

Hipoksija Bioreductive prodrugs that are activated in 
hypoxic tissue or moleculat targets involved in 
the survival of hypoxic cells 

Mikrovide, EMT??? 



Take-home messages: 

 Lai gan apšaubīta pašos pamatos, vēža cilmes šūnu hipotēze 
ir izturējusi laika pārbaudi vismaz 15 gadu garumā; 
 
 Iespējams, vēža cilmes šūnas nav statiskas un fenotipiski 
nemainīgas, bet gan var veidoties no daļēji diferencētām šūnām 
un iegūt cilmes šūnu īpašības dažādu procesu rezultātā – 
hiposkijas, EMT, mikrovidē esošu signālu un dažādu stresa 
faktoru (staru vai ķīmijterapija, imūnreakcija) ietekmē; 

 
 Nepietiek ar zāļu mērķēšanu uz esošajām cilmes šūnām, ja 
tās var veidoties arī no citām vēža šūnām – ir vajadzīga zāļu 
kombinācija; 

 
 Signālceļi, kas nodrošina vēža cilmes šūnu pašatjaunošanos 
un izdzīvošanu, ir perspektīvi zāļu mērķi un tiek intensīvi pētīti; 

 
 Procesi, kas inducē vēža cilmes šūnu veidošanos varētu būt 
jauni zāļu mērķi. 



5. projekta mērķis: 

 
izstrādāt jaunu pieeju individualizētu 

pretvēža ārstniecības līdzekļu radīšanai, kas 
balstīta uz vēža cilmes šūnām kā terapeitisko 

mērķi 
 

Valsts pētījumu programma: 
„Jaunu profilakses, ārstniecības, diagnostikas līdzekļu un 

metožu, biomedicīnas tehnoloģiju izstrāde sabiedrības 
veselības uzlabošanai” 

Vadītājs: Prof. Valdis Pīrāgs 

  



Projekta uzdevumi: 

 Cinka atkarīgo enzīmu inhibitoru dizains un sintēze; 
  
 Sintezēto savienojumu citotoksiskās aktivitātes 

(IC50) un toksicitātes (LD50) testēšana šūnu līnijās;  

Organiskās sintēzes institūts 



Projekta uzdevumi: 

 Biobankas veidošana un klīniskās un patoloģiskās 
informācijas apkopošana; 
 

 Iegūto gēnu ekspresijas datu korelācija ar pacientu 
klīniskajiem un patoloģijas datiem 

 

Rīgas Austrumu Klīniskā Universitātes 
slimnīca 

 
 

Paula Stradiņa Klīniskā Universitātes 
slimnīca 

  



Projekta uzdevumi: 

 Metodikas izstrāde vēža cilmes šūnu un normālu 
cilmes šūnu izolēšanai no audu paraugiem; 

 Iegūto cilmes šūnu populāciju fenotipa raksturošana; 
 Terapeitiski nozīmīgāko cinka enzīmu ekspresijas 

analīze un funkcionālie pētījumi vēža un normālo 
cilmes šūnu populācijās; 

 Audzēju šūnu pašatjaunošanās un rezistences 
attīstības molekulāro mehānismu padziļināta izpēte in 
vitro modeļos; 



Projekta uzdevumi: 

 Līdersavienojumu testēšana dažādās vēža cilmes šūnu 
populācijās, vērtējot to ietekmi uz šūnas ciklu, 
diferenciāciju, koloniju veidošanas spēju un 
invazivitāti. 



Krūts vēža cilmes šūnas 



  T             N 

 T      N 

   Ficoll         EDTA 

DMEM, Ab 

RNALatter 

Dzīvas šūnas 
sfēru un adherentajām 

kultūrām 

RNS, DNS un 
proteīnu 
kolekcija 

Asins šūnas 
funkcionāliem 
imunoloģijas 
pētījumiem 

DNS 
ģenētiskajai 

izpētei 

Krūts vēža klīniskā materiāla biobankas 
veidošana (RAKUS, Onkoloģijas centrs) 

Klīniski-
patoloģiskās 
info datubāze 



Audu dezintegrēšana, šūnu suspensijas iegūšana un 
kultivēšana 

Audzējs                                      Veselie audi 

Bez seruma vide     DMEM+10% FBS Bez seruma vide      DMEM+10% FBS 





Adherenta kultūra Sfēru kultūra 

P3 

stock 

P2 

stock 

P3-P5 izmanto 
eksperimentiem 

Primārā sfēru kultūra 

dezintegrē 

Sekundārā sfēru 
kultūra 

2. un 3. sfēru kultūru 
izmanto 

eksperimentiem 
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Iegūtās krūts vēža un normālo audu 
primārās kultūras 



Imunocitoķīmiska primāro kultūru 
raksturošana 

Citokeratīns 
E-kadherīns 
Vimentīns 
ESA 
CD44 
CD24 
Oct3/4 
Nanog 
 

vimentin 

CD44 

Oct3/4 Cytokeratin 



qPCR-array gēnu ekspresijas profilēšanai 

Cinka enzīmi 

CA9, CA12 
 HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDAC6, HDAC8, 
SIRT1, SIRT7 
 MMP1, MMP2, MMP7, MMP9, MMP10,  

Wnt/β-katenīna signālceļš 
LEF1, MYC, WISP1, JUN , CCND1, (MMP7, 
CD44, TWIST1, VEGFA, TERT) 

Notch signālceļš HES1, (CD44, ERBB2, CCND1) 

Hedgehog signālceļš GLI1, MYCN, SHH 

Epiteliāli mezenhimālā 

tranzīcija 
SNAI1, TWIST1, CDH1, VIM, (MMP2, MMP9, 
SIRT1) 

Hipoksijas atbildes signālceļš 
LDHA, SLC2A1, VEGFA, (CA9, CA12, JUN, 
MMP2) 

Telomerāze  TERT 

Krūts vēža cilmes šūnu 

marķieri CD44, CD24, FLOT2 

Krūts vēža subtipu marķieri ESR1, ESR2, KRT5, PGR, ERBB2 

Pluripotences marķieri NANOG, SOX2, LIN28 



CA9, SIRT7, MMP1 un MMP10 ekspresija ir ievērojami 
paaugstināta, bet HDAC4 un SIRT1 - pazemināta krūts 

vēža audos, salīdzinot ar normāliem audiem 

CA9 
T-test: p=0.041 

M-W: p=0.2 

SIRT7 
T-test: p=0.0021 

M-W: p=0.099 

HDAC4 
T-test: p=0.0058 

M-W: p=0.005 

MMP1 
T-test: p=0.0055 

M-W: p=0.0029 

MMP10 
T-test: p=0.0035 

M-W: p=0.15 

SIRT1 
T-test: p=0.17 

M-W: p=0.033 



Gēnu ekspresijas izmaiņas audzējos, salīdzinot 
ar normāliem audiem 

SLC2A1/Glut1 

VEGFA 
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CAIX – nodrošina intracelulārā pH regulāciju 

 
Biology of HIF-1 
A Weidemann and R S Johnson 



CAIX, MMP1 un MMP10 

  CA IX stabilizē intracelulāro pH – padara bāziskāku 
intracelulāro vidi, bet paskābina ekstracelulāro vidi 

 
 CA IX koordinē pHi regulāciju multicelulārās sfērās 

 
 pHi regulācija ir svarīgs šūnu izdzīvošanas mehānisms 

 
 CA IX un angioģenēzes inhibitoru kombinācija varētu būt 
perspektīva terapijas stratēģija 

 
 MMP1 un MMP10 – pastiprināti ekspresētas endoteliālajās 
šūnās pēc VEGF stimulācijas un ir nepieciešamas angioģenēzei 

 
 Daļā krūts vēžu CA IX, MMP1 un MMP10 tiek koordinēti 
ekspresēti – to inhibīcijai varētu būt terapeitisks efekts 

 
 Vides skābums izraisa T šūnu anerģiju – tās nespēj sekretēt 
perforīnu 

 
 CA IX inhibitoru kombinēšana ar imunoterapiju?!? 



Kuņģa vēža cilmes šūnas 

EpCAM+/CD44+ 



Vai kuņģa vēža cilmes šūnas ir radušās no 
kaulu smadzeņu šūnām??? 



Vai tomēr dziedzerepitēlija cilmes šūnām??? 

(GPR49) 



Kuņģa vēža un normālo audu primāro kultūru 
iegūšana 

Audzējs                                      Veselie audi 

Bez seruma vide     DMEM+10% FBS DMEM+10% FBS 

? 



Izvirzītie jautājumi 

  Vai iespējams iegūt sfēru kultūru tieši no primārās audzēja 
šūnu suspensijas? 

 
 Kāds ir sfēru veidojošo šūnu fenotips (t.i. epiteliālo vs 
mezenhimālo cilmes šūnu marķieri)? 

 
 Vai no viena audu parauga iegūtās sfēras ir fenotipiski 
homogēnas vai heterogēnas? 

 
 Cinka enzīmu ekspresijas profils audos un iegūtajās cilmes 
šūnu populācijās un tā korelācija ar cilmes šūnu bioloģijā 
svarīgu signālceļu aktivāciju. 

 
 Ekspresijas datu korelācija ar klīniskajām un patoloģiskajām 
pazīmēm.  



Plaušu vēža cilmes šūnas 



Plaušu audzēju biobankas veidošana 

Biopsija 
(diagnostiskā 

bronhoskopija) 

RNALatter 

Operējami 
pacienti 
(~30%) 

 T       N     LN 

 T   N LN 

Neoperējami 
pacienti (~70%) 

Staru un/vai 
ķīmijterapija  

RNALatter 

NSCLC 
pacienti 



Plaušu audu primāro kultūru iegūšana un 
cisplatīna rezistento šūnu selekcija 

-cisplatin    3µM          7µM  

-cisplatin    3µM          7µM  

 N          N 

Adherenta 

kultūra 
Sfēras 

 T  (LN) 
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