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VCS plasticitate
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Accompanying tumor progression
(hypoxia; EMT, inflammation; microenvironment changes)
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Experimental manipulations/treatment; therapies

Vél nesena pagatné VCS tika uztvertas ka
definéta subpopulacija. Virkne jaunu
petijumu butiski mainijusi Sos priekSstatus,
sniedzot liecibas, ka diferenciacijas-
dediferenciacijas procesu rezultata VSC un
ne-VCS stavokli var savstarp&ji mities, ka
ar1 VCS ir sp&jigas transdiferencéties
dazados Stinu tipos, kas stimulé audz¢ja
augsanu.

Sadu miju starp dazadiem véza §tnu
funkcionaliem stavokliem induce
galvenokart mikrovides signali un
nozimiga loma tas realizacija
epigenctiskiem procesiem.



VCS plasticitate

Kriits vezis var saturét divas vai
vairakas at$kirigas VCS populacijas,
kuras 1r sp€jigas pariet starp Siem
stavokliem.

No. cells required to
fo rm tumours in vivo



Epigenétika un histonu deacetilazes
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Epigenétisku procesu realizacija
nozimigu lomu ienem histonu
deacetilazes (HDAC) - enzimu
saime, kuru galvena funkcrija ietver
génu aktivitates regulaciju caur
histonu astes N-acetil-lizinu
deacetilaciju.

Deacetil€tas histonu astes del
augsta lizina un arginina satura ir
pozitivi ladetas, 1idz ar to
mijiedarbojas ar negativi ladetam

. DNS fosfata grupam, savukart
~ acetiléta veida §1 mijiedarbiba zad

un DNS klust pieejama RNS

polimerazei un transkripcijas
faktoriem.



Histonu deacetilazes
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Virkne So enzimu ienem nozimigu lomu laundabigo audzeju
biologija, kas padara tos par pievilcigiem potencialajiem uz CSC
plasticitates ierobezoSanu verstu zalu merkiem.



Tumorsferu kulturas

Klasiski par tumorsfeéram tiek devetas blivas, sferiskas, brivi peldoSas Stinu
kolonijas, kas veidojas vienas Sunas proliferacijas rezultata klonalos,
neadherentos apstaklos.

Tumorsferas sniedz iespeju bagatinat kulturu ar véza cilmes un priekste¢-Stinam,
ka ar1 kalpo ka in vitro funkcionals VCS tests, jo tick uzskatits, ka tikai §1s Stinas
ir sp€jigas 1zdzivot (anoikis rezistence) un proliferet attiecigajos apstaklos.

Nereti ar vardu
«tumorsferas» tiek saprastas
L ar1 organotipiskas 3D kulturu
sistemas, kas 1zmanto Siinu
Neklonalas Klonalas 1pasSibu augsta kultiras
blivuma savakties lielas
sferiskas kolonijas.

Tumorsferas

Homotipiskas Heterotipiskas




Steru veidoSanas tests

Table 2. Tissues in which Sphere-Forming Assays Have Been

Prospective Used
ARSI isolation by Tissue Isolation Markers References
icrodissection :
; FACS Formation of primary - -
g:;:t:;:x:dult neurospheres from stem and Breast :uman bulk breast tissue; Dontu et al. (2003)
= progenitor populations n (CD45/CD31/TEF1 1 9)/ Shackleton et al. (2006)
OO{‘ G Growth phase: o CD29/CD24
(Q 7 days in i Self-renewal: Cornea bulk microdissected human Yokoo et al. (2005)
¥ :f’::“;:ﬁm m ¥ Dissociation and comneal epithelium
O ediu - - replating of cells . Lo
Egg:nwo' within a spehre to Dermis bulk skin tissue Toma et al. (2001)
j generate seconday Heart side population Tomita et al. (2005)
neurospheres
\b Pancreas bulk microdissected pancreatic  Seaberg et al. (2004)
Retrospective Diffeentiation Q0 islets and ductal t!ssue; Rovira et al. (2010)
identification  and o0 ALDH1/ E-cadherin
based on multipotency: Pituitary  side population Chen et al. (2005)
here Growth factor land
sh removal and ol
outgrowth :d';_f,f';’; Prostate  Lin (CD45/CD31/Ter119)/ Lawson et al. (2007)
S Sca1/CD4of
Retina bulk microdissected ciliary Tropepe et al. (2000)
o - ) margin of outer retinal
4\ pigmented epithelium
> Trachea KRT5-GFP; human bronchi: Rock et al. (2009)
ltga6/NGFR

Eksisté dazadas variacijas, kas balstitas uz neirosferu testa un plasi lietotas
cilmes Stinu biologija, laujot teoretiski spriest par pasSatjaunosanos un
diferenciaciju individualas Stinas Iiment.

Stinu blivums tiek uzskatits par svarigako parametru, jo tam ir kritiska icteme uz
sferu klonalitati. Par, ta saucamo, klonalo blivumu tiek pienemts 0,2-20
Stinas/pl.

Testejamie parametri: sferu skaits, izmérs, sekundaro sferu veidot sp¢ja.



Steru veidosanas tests, piemeri

Zhang et. al. (2012)
Genistein inhibé prostatas CSC 1paSibas: ietekme uz
tumorsferu frekvenci un 1zmeru.
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Steroidu 3D kulturas

Stinu tendence neadherentos augsta kultiiras blivuma apstaklos veidot agregatus
tiek plasSi izmantota organotipiskas sferoidu 3D kulttiras, kas mimikre in vivo
apstaklus, tade] tiek uzskatitas par piemérotaku modeli dazadam aplikacijam, tai
skaita zalu testiem, neka 2D kultiras.

Sads modelis lauj veidot ari heterotipiskas kultiiras specifisku in vivo apstaklu

(piem., metastazes nisas) simulésanai.

Spheroid Characteristics




Steroidu 3D kulturas

Vienmériga izmeéra sferoidu iegtiSanai var tikt 1zmantotas dazadas
agregaciju veicinosas metodes — mehaniska kratiSana, sedimentacija
uz izliektas virsmas, mikrobedriSu matrices, «hanging drop»

VY
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«Hangigng drop» tehnologija
Mikrobedrisu matrice !
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Sferu limit€joSo atSkaidijumu analize (SLDA)
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LLauj izmerit sféru veidojoSo Sinu frekvenci

Zemie seSanas blivumi butiski samazina agregacijas ietekmi uz
rezultatu

[Lauj precizi novertét sferu 1izmeru

Samazinata eksperimentétaja subjektiva ietekme un atskiribas
starp eksperimentiem



Joo et. al. (2012) SLDA, piemeri

MET tirozinkinazes ekspresijas Iimena un tas inhibicijas ietekme uz

sferu veidoSanas frekvenci glioblastomas Stinas.
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Lock et. al. (2012)

CAIX 1zslégSanas un mhibicijas ietekme uz sferu veidoSanas frekvenci
kruts véza Sunas hipoksiskos un normoksiskos apstaklos.
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Belinostata ietekme uz MCF7

sféru morfologiju
1uM belinostat




Secinajumi

 SLDA metode lauj novertet potencialo zalu
vielu 1etekmi sféru veidoSanas frekvenci.

* SLDA metode lauj noverot sféru
morfologiskas izmainas potencialo zalu
vielu 1etekme.

» S1metode talak tiks izmantota jaunsintezétu
HDAC mhibitoru aktivitates testiem uz
primaro kruts veza kultiru panela.



Paldies par uzmanibu!



