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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Vliv inositol hexafosfatu na adhezivitu a migraci bunéénych

linii SW480 a SW620

Inositol hexafosfat (IPs) je molekula bézné pfitomna v pfirodé€, zejména v obilninach
a lusténinach. Jiz dfive bylo popséano, ze IPs ovliviiuje fadu procest v téle, jako je
napf. snizeni  agregace  krevnich  desticek, podpora  sekrece insulinu,
hypocholesterolemicky ucinek, nékolikrat byl popsan i protinddorovy ucinek. Cilem této
prace bylo studium adhezivnich a migracnich procest, které jsou dilezitymi kroky
V procesu metastazovani nadorovych bunék. Pro studium byla zvolena bunécnd linie
odvozena od kolorektalniho adenokarcinomu - SW480 a metastatickd linie odvozena
Z lymfatické uzliny téhoz pacienta — SW620. V obou liniich byla testovana schopnost
migrace. Zaroven byl porovnavan vliv IPs v riiznych koncentracich a v nékolika ¢asovych
intervalech na expresi adhezivnich a invazivnich molekul na trovni mRNA (RT-PCR)
a proteini (western blot, imunofluorescence). Schopnost migrace byla zjisténa pouze
U metastatické linie SW620, v porovnani s linii SW480. Vyznamné sniZzeni migrace
u linie SW620 bylo pozorovano jiz pii pouziti netoxické 0,2 mM koncentrace IPs.
U bunééné linie SW480 se ukazalo jako signifikantni plsobeni 1P zejména na zménu
v expresi adhezivnich molekul (EpCAM, ICAM1), a sniZeni exprese molekul zapojenych
do invazivnich procesit (MMP-9, Erkl a NF-«kB). U bunétné linie SW620 doslo
k signifikantnimu snizeni exprese zejména u molekul invazivnich (N-kadherin, MMP-2,
MMP-9, Erk1,2, fosfo-Erk1,2, NF-kB a fosfo-NFkB). Na zakladé porovnani vysledkt
zZ in vitro testt byla prokazana rozdilna citlivost k ptisobeni IPs v testovanych bunéénych
liniich SW480 a SW620.
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Title of diploma thesis: Effect of inositol hexaphosphate on adhesion and migration
of cell lines SW480 and SW620

Inositol hexaphosphate (IPs) is molecule, which is usually present in nature, especially
in grain and legumes. It has been described several processes, which are influenced
in human body by IPs, such as decrease of platelet aggregation, promoting effect
on insulin secretion, hypocholesterolemic, as well as anticancer effect. Aim of this work
was to study adhesion and migration properties, which are the most important processes
in metastasis of cancer cells. For experiments, colorectal adenocarcinoma cell line
SW480 and metastatic lymph node cancer cell line SW620, both isolated from identical
patient, have been selected. The ability of migration in both cell lines was tested.
The influence of 1Pg in different concentrations and several time intervals on mRNA (RT-
PCR) and protein level (western blot, immunofluorescence) expressions of adhesion
and invasion molecules has been compared as well. Considerable ability of migration was
found in metastatic cell line SW620 only, in comparison with SW480 cells. Relevant
decrease of migration was observed already after 0,2 mM IPg treatment. IPs significantly
changed the expressions of adhesions molecules (EpCAM, ICAM1) and decreased
expressions of molecules involved in invasion processes, in SW480 cells. In SW620 cells,
significant decrease of invasion molecules expressions (N-cadherin, MMP-2, MMP-9,
Erk1,2, phospho-Erk1,2, NF-kB a phospho-NF«B) was observed. Based on comparison
of in vitro testing, different sensitivity to IPs in both tested cell lines was proven.
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2 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou, po nemocech obéhové soustavy, druhou nejcastéjsi pricinou
amrti v CR. V roce 2013 podle udaji Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR
byla ptiblizné jedna ¢tvrtina imrti zpisobena zhoubnym novotvarem (1).

V Ceské republice se incidence zhoubnych novotvari téméf kazdym rokem zvysuje
(Obr. 1). Do jisté miry tento proces mizeme pri¢itat starnuti populace, zhorSeni stavu
zivotniho prostiedi a zméné€ zivotniho stylu. V poslednich letech doslo také ke zlepSeni
diagnostiky zhoubnych onemocnéni a ke vzniku fady preventivnich programi, diky nimz
narostl pocet hlasenych zhoubnych novotvaru, ale také se diky nim sniZzil poc¢et umrti lidi
s touto diagnozou (2).
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Obr. 1: Vyvoj incidence zhoubnych novotvart a novotvari in situ v CR (1987 - 2011) (Zdroj: (3))

Nejéastéjsim zhoubnym novotvarem v Ceské republice je zhoubny novotvar kolorekta,
tedy tlustého stfeva a kone¢niku. Ceska republika se také dlouhodobé udrzuje na piednich
pozicich mezi zemémi s nejvyss§im poctem vyskytu tohoto typu onemocnéni (Obr. 2).
Rizikovou skupinou pro rozvoj kolorektalniho karcinomu jsou lidé nad 50 let. U osob
VvV tomto véku vyrazné stoupa vyskyt tohoto onemocnéni (Obr. 3).
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Obr. 2: Srovnani incidence kolorektalnich nadora v riznych zemich svéta (2008) (Zdroj: (4))
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Obr. 3: Veékova struktura populace pacientl s vyskytem kolorektalniho karcinomu (Zdroj: (4))

V soucasnosti je hledani novych zpisobil 1é€by kolorektalniho karcinomu, stejné jako
i 1é¢by ostatnich nadorovych onemocnéni, pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Védci se
zabyvaji Ginky jak syntetizovanych latek, tak latkami pfirodnimi. Vyzkum by mél
prinést zkvalitnéni péce, at’ uz objevem novych latek s protinadorovym ucinkem, tak
snizenim mnozstvi a zavaznosti vedlejSich uc¢inkt 1écby a s tim souvisejici zlepsSeni
kvality zivota onkologickych pacientd.
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3 Nadorové bunky
Primarni nador vznika z jedné bunky, u které doslo K celé fad¢ genetickych zmén. Tyto
zmény pak zpisobi, ze pivodné zdrava burnika zane vykazovat znaky malignity.

Zatimco zdrava buitka mé definovany tvar a strukturu, reaguje na podnéty svého okoli
a déli se jen ve chvili, kdy je nastolen spravny pomér mezi stimula¢nimi a inhibi¢nimi
signaly z okoli bunky, bunika nadorova nema piesn¢ definovany tvar a strukturu,
nereaguje na podnéty ptichazejici z jejiho okoli, nekontrolovatelné se déli a doslo u ni
ke ztrat¢ schopnosti apoptozy (5) (6). Maligni nadorové bunky se vyznacuji také
zrychlenym bunéénym cyklem, invazivnim ristem, zvySenou bunécnou pohyblivosti
a chemotaxi. Dochdzi u nich i ke zménam na povrchu bunky a sekreci lytickych faktora,
které slouzi k rozruSeni bazalni membrany epiteld, krevnich a lymfatickych cév (6).

Nadorové buniky maji velké jadro nepravidelného tvaru a velikosti, jadérka jsou u nich
vyrazna. Cytoplazma je u nadorovych bunék vzacnd a bud intenzivné zbarvena,
nebo naopak ma svétlou barvu (6).

Néadorovym buitkdm, na rozdil od zdravych buné€k, také chybi vlastnost nazyvana
kontaktni inhibice ristu. Jedna se o vlastnost, kdy normalni zdravé buiky péstované
in vitro rostou pouze v jedné vrstvé, a kdyz takovymto zptisobem porostou celé dno
nadoby, zastavi své mnozeni (5).

Maligni nadorové buiiky vznikaji maligni transformaci (pfeménou) normalnich bunék.
Béhem tohoto procesu dochézi k hromadéni fady mutaci ve specifickych tfidach gent.
Jedna se o protoonkogeny a tumor-supresorové geny (5).

Protoonkogeny jsou normalni strukturni geny bunék, které podporuji bunéény rust
a déleni. Koduji nekteré ristové faktory a receptory pro rustové faktory, faktory ucastnici
se transdukce anebo transkripéni faktory. Pokud dojde k mutaci protoonkogent, nazyvaji
se tyto zmutované nebo aktivované geny onkogeny. Ty pak pfispivaji k rozvoji
nadorového onemocnéni (7).

Tumor-supresorové geny slouzi k regulaci bunééného cyklu. Zastavuji bunéény rast
a nasledné bunééné de€leni, takze zabrani buiice se nekontrolované mnozit. K maligni
transformaci dojde, pokud jsou ob¢ kopie genu v burice zmutované a tim padem tumor-
supresorové geny inhibované. Na rozdil od protoonkogent, u kterych staci K aktivaci
na onkogeny mutace pouze u jedné kopie genu (5) (7).

DalSim faktorem, ktery pfispiva k pfeméné normalni bunky na buiiku nadorovou, je
porucha zpétnovazebnych mechanizmil. K t¢émto mechanizmiim fadime i apoptozu.
Apoptdza, jinymi slovy naprogramovana smrt buiiky, je fyziologicky proces zahrnujici
fadu biochemickych a fyziologickych zmén. Buiilka tak reaguje na poSkozeni svych
zakladnich komponent nebo deregulaci svych wvnitinich kontrolnich mechanizmu.
Apoptdza bunky také nastava ve chvili chybného uchyceni nebo po ztraté uchyceni bunky
k pokladu (zavislost na podkladu). Ztrata schopnosti apoptozy pak piispiva k rozvoji
nadorového onemocnéni a k odolnosti nadoru vuci terapii (5) (6) (8).
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Vsechny normalni buiikky maji také omezeny pocet déleni. Pii kazdém bunééném déleni
dochdzi ke zkracovani ¢asti DNA na koncich chromozomu. Tyto useky se nazyvaji
telomery. Kdyz dojde k jejich zkraceni na minimalni délku, bunka starne a umira. Tim je
zamezeno nekonecnému dé¢leni. V nddorovych buikach je ale aktivovan enzym
telomeraza, ktery obnovuje tiseky telomer a buiika tak ma moznost se neustale délit (5).

Nédorové builky maji také zménéné membranové vlastnosti oproti normalnim zdravym
bunikam. Dochazi tak k poruse schopnosti bun¢k komunikovat pomoci gap junctions
(mezerovitych spojeni) a ztrdci se specifita komunikace. Ke zménam dochazi
I Umembranovych proteinti a sacharidd, které funguji jako enzymy nebo povrchové
receptory. Pocet receptori se snizuje nebo zvySuje, méni se jejich citlivost
vuci regulacnim  mechanizmiim, dochdzi ke strukturdlnim zménadm proteint
nebo povrchovych receptorti a na povrchu se objevuji nové molekuly, které jsou typické
pro buniky embryonalni tkané (6) (5).

Nadorové bunky také vyrabi a vylucuji spoustu aktivnich substanci, jako jsou ristové
faktory, hormony, latky podobné hormontim, lytick¢ enzymy, atd. Maligni bunky
vyuzivaji lytické faktory ke zniCeni bazalni membrany, coz umozni jejich S$ifeni
a vytvareni metastaz. Prikladem je IV kolagenasa, ktera nici typ IV kolagenu ptitomny
V bazalnich membranach krevnich a lymfatickych cév (6).

Podle miry nebezpecnosti miizeme nadory rozdélit na dva druhy, na benigni a maligni.
Benigni nadory se rozristaji lokalné, morfologicky pfipominaji piivodni zralou tkan,
ale bunky se nekontrolovatelné namnozi. Jsou ostie ohraniCeny od okolni tkané
a nemetastazuji. Maligni nddory maji od ptivodni tkané€ odlisné morfologické a funkéni
vlastnosti. Maji schopnost prorustat do okolnich tkani a metastazovat (5) (8).

3.1 Invazivita a metastazovani
Invazivita je schopnost bunék proniknout do tkdné€, zde se mnozit a nicit tuto tkan.

Metastazovani je proces vytvareni metastaz, tedy dcefinych lozisek nadoru mimo
primarni nador. Metastazy se vytvaii z neoplastickych bunék, které migruji cévnim
nebo lymfatickym fec¢istém a fixuji se na tkan kompletné odlisnou od ptvodni tkané (6).

Na sekundarnim misté se neoplastické bunky zastavi bud’ kvili své velikosti (neprojdou
dal), nebo se zde navazi na specifické molekuly (8).

Vyvoj metastaz se da rozdélit do n€kolika krokd, které popisuje tzv. metastaticka kaskada
(Tab. 1). Pro vznik metastaz je dulezité dokonceni kazdého kroku této kaskady.

12



Tab. 1: Metastaticka kaskada (Zdroj: (8))

Metastaticka kaskada:

Uvolnéni buiiky od sousednich bunék a extracelularni matrix
Piekonani bazalni membrany v epitelech

Pi‘ekonani bazalni membrany a endotelu cév

Putovani krevnim nebo lymfatickym recistém

Pi‘ekonani endotelu cév a bazalni membrany na sekundarnim misté
Uchyceni se v nové tkani

Preziti a proliferace

Vznik mikro a makrometastaz

N o0l A~ N =

cells grow as a benign
tumor in epithelium break through basal lamina invade capillary

A b
connective lamina —

issue ‘ B z?
'/“ %—‘

Py o @ ravel through bloodstream
/" S (less than 1in 1000 cells
: — will survive to form metastases)

x
99509 <G\ §

. . o .
adhere to blood vessel escape from blood vessel proliferate to form
wall in liver (extravasation) metastasis in liver

Obr. 4: Proces vzniku metastaz (Figure 23-15. Molecular Biology of the Cell, 4" Edition.) (Zdroj: (8))

Aby doslo k siteni nadorovych bunék a vytvoreni metastdz, musi u bun€k primarniho
nadoru dojit k dal§im zménam v genové expresi, které dokonéi pfeménu bunék na bunky
s malignim fenotypem. Jedna se zejména o zmény v expresi genll pro enzymy degradujici
proteiny a pro adhezivni molekuly (6).

3.1.1 Adheze

Adheze, neboli pfilnuti, je zpisob, kterym se udrzuje soudrznost tkani a umoziuje
sousednim bunikdm mezi sebou komunikovat. Vzajemné mezibunécné kontakty jsou
uskute¢novany pomoci adheznich molekul (CAM) a gap junctions.

Gap junctions (Obr. 5) jsou druhy spojeni, které vznikaji propojenim membran dvou
sousednich bunék. Pomoci tohoto intercelularniho kandlu dochazi k pfimému pienosu
ionti a malych signalnich molekul. Gap junctions jsou tvofena dvéma konexony, coZ jsou
kanaly tvofené z Sesti proteinovych jednotek konexint (u strunatcit) (9) (10).
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Obr. 5: Struktura gap junctions (zdroj: (9))

Nez dojde k propojeni bun€k pomoci gap junctionS, je potieba, aby byly builky
rozpoznany pomoci adhezivnich molekul.

Adhezivni molekuly vz4jemné propojuji bunku s buiikou a taky buniku s extracelularni
matrix, coz je smes nerozpustnych proteind a vypliiuje prostor mezi buitkami tkan¢.

Adhezivni molekuly rozd€lujeme na Ctyti zakladni skupiny:

1. Selektiny
2. Molekuly imunoglobulinové superrodiny - CAM
3. Kadheriny
4. Integriny

3.1.1.1 Selektiny

Jedna se o rodinu adheznich molekul, ktera zahrnuje tfi povrchové molekuly. L-selektin
pfitomny na povrchu leukocytil, P-selektin pfitomny na povrchu krevnich desticek a E-
selektin, ktery se spolu s P-selektinem nachézi na povrchu endotelu cév. Tyto adhezivni
molekuly zprostiedkovavaji prvni pfichyceni leukocyti ke sténé cév Vv misté zanétu
nebo jiného poskozeni tkané¢ (11) (12).

3.1.1.2 Molekuly imunoglobulinové superrodiny

Jedna se o velkou skupinu molekul, kterou 1ze rozdélit na VCAM (vaskularni bunécné
adhezivni molekuly), NCAM (nervové bunééné adhezivni molekuly), ICAM
(intercelularni bunééné adhezivni molekuly), nektin a nektinim podobna (Necl) rodina
(13).

ICAM jsou molekuly vyskytujici se zejména na buiikdch imunitniho systému
a na endotelialnich bunkach.

3.1.1.3 Kadheriny

Jsou skupinou adheznich molekul, které hraji dilezitou roli v bunééném vyvoji (zavislost
na podkladu). Kadheriny také umoznuji juxtakrinni signalizaci, ktera probiha mezi dvéma
tésné prilehlymi bunikami pomoci membranovych proteint a receptorti (8).
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Kadheriny maji cytoplazmatické domény, které se spojuji s cytoplazmatickymi proteiny,
tzv. kateniny. Mezi kateniny patii f-katenin, vinkulin nebo y-katenin (plakoglobin). Tyto
proteiny umoziuji kadherinim nepfimo se napojit na aktinova vlakna cytoskeletu bunék
a tak jesté vice upevnit spojeni bunék (8) (12).

Kadheriny jsou tedy adhezni molekuly, které ovliviiuji invazivitu bunék a proces
vytvafeni metastaz nadoru. Geny pro E-kadherin, vinkulin a kateniny se povazuji
za supresorové geny pro metastazy (10).

3.1.1.4 Integriny

Integriny jsou adhezni molekuly, které zprostiedkovavaji pfichyceni bunky k tzv. area
code. Area code je misto extracelularni matrix (ECM), ke kterému adheruji bunky
s prislusnymi integriny na svém povrchu. Integriny tedy umoznuji pfenos signala
spojenim bun¢k s extracelularni matrix (8) (10).

Jedna se o receptory, které se skladaji ze dvou nekovalentné spojenych podjednotek o a p.
B-podjednotka se po navazani na ECM navaze svym cytoplazmatickym koncem
K intracelularnim kotevnim molekulam, jako je talin, a-aktinin a filamin. Tyto proteinové
molekuly se mohou navazat na aktin pfimo nebo prostfednictvim molekul, jako je
vinkulin. Dojde tak k propojeni cytoskeletu buitky a ECM, coz spojeni upevni (8) (14).

3.1.2 Migrace
Bunécna migrace je proces, pii kterém jsou buiiky pfeneseny z jednoho mista organismu
na druhé (15).

U nadorovych bungk je schopnost migrovat znakem jejich malignity. Nadorové bunky
jsou pfenaSeny z mista primarniho nadoru na misto sekundarni, kde vytvoii metastazy.
Bunky migruji bud’ samostatné, nebo v malych shlucich (mikrometastazy) (8) (15).

Aby mohla buitkka migrovat, je potieba, aby se uvolnila z priméarni tkdné a pfekonala
bazalni membranu v epitelech a endotel nejblizSich cév. Nasledné je buitka unaSena
krevnim nebo lymfatickym feciStém na misto, kde se zachyti pomoci specifickych
molekul nebo diky své velikosti, kvuli které neprojde dal (8) (15).

K tomu aby bunika po svém odlouceni od tkané€ nebo pii Spatném ptichyceni prezila, musi
byt poskozen mechanismus apoptdzy. Musi rovnéz piekonat fadu dals$i obrannych
mechanizmil organismu (napf. imunitni systém) (8).

3.1.3 Metastazovani

Aby mohly buiky vytvofit metastazy na sekundarnim misté, musi se dostat z krevniho
nebo lymfatického fecisté. Vzajemna interakce mezi nddorovymi bunikami a endotelem
cév probiha ve dvou po sobé nasledujicich krocich. Nejprve dojde k slabé vazbé
(docking), ktera je zprostiedkovana povrchovymi uhlovodiky, pak néasleduje pevna vazba
zprostfedkovana inducibilnimi adheznimi molekulami (E-selektin, ICAM, VCAM)
a integrinovymi receptory nadorovych bungk (8).

15



Po uchyceni na endotel cév musi nadorové bunky timto endotelem také projit do tkani
(diapedéza). Buiikky mohou migrovat mezi spoji endotelidlnich bun¢k (paracelularni
diapedéza), nebo snimi  vytvofit mozaikovitou  chimérickou  strukturu
a nebo transcelularni diapedézou ve vakuole ptestupovat skrz endotelialni buriky (8).

Kromé endotelu cév musi nadorova bunka prekonat jesté bazalni membranu nové tkané.
K tomu nddorové buiice slouzi enzymy, které degraduji jak bazdlni membrany, tak
extracelularni matrix. K témto proteolytickym enzymum fadime (8) (16):

1. Lyzosomalni proteazy — katepsiny
2. Serinové proteazy — plazminogen a plazminogenové aktivatory
3. Metaloproteinazy

3.1.3.1 Katepsiny

Je to velka skupina globularnich lyzosomalnich proteaz, které mizeme rozdé€lit na tii
podtypy: na serinové proteazy, cysteinové proteazy a aspartylové protedzy. Zejména dvé
posledni jmenované skupiny se podileji na metastazovani primarniho nadoru (8) (17).

Maji rozdilné funkce. Zatimco nékteré plsobi jako intracelularni peptidové hydrolazy,
tak nékteré maji i extracelularni funkce. Jejich tlohou je rozruSovani peptidické vazby
Vv extracelularni matrix, komponent bazalni membrany a adheznich spojeni (17).

Jejich zvySend exprese v naddorovych bunikach usnadiiuje migraci, zvySuje invazivitu
a schopnost metastazovani téchto buné¢k (8) (17).

3.1.3.2 Plazminogenové aktivdtory

Jedna se o proteazy, které jsou vylu¢ované fadou nadorovych bunék. Tyto protedzy Stépi
peptidickou vazbu v sérovém proteinu plazminogenu a tim ho pfeméni na aktivni
proteolyticky enzym plazmin. Plazmin pak rozkladd slozky extraceluldrni matrix
a bazalni membrany a usnadnuje tak priichod nddorové bunky tkani. Plazmin také miize
aktivovat urcité druhy metaloproteinaz (8) (16).

3.1.3.3 Metaloproteindazy (MMP)

Jednd se o enzymy nebo transmembranové proteiny, jejichz cCinnost je zavisla
na ptitomnosti zine¢natych ionti. Maji schopnost degradovat rizné adhezni molekuly
a tim padem rozrusit extracelularni matrix a bazalni membrany, coZ nddorovym bunkam
umoznuje pruchod na sekundarni misto organismu, kde se vytvoii metastazy (8) (18).

Podle struktury a substratové specifity miizeme metaloproteinazy rozdélit na kolagenazy,
gelatinazy a stromelysiny (8).

Za normalnich okolnosti je aktivita metaloproteindz a plazminového aktivatoru
regulovdna pomoci tkanovych inhibitort MMP (TIMP). V pribéhu nédorového ristu
a tvorby metastaz je tento zptisob regulace poSkozen (8) (18).
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3.1.3.4 Hyaluronan
Pro rist metastaz je také dulezité, aby se nadorova bunka usidlila v nové tkani. Tohoto
procesu se ucastni specifické selektiny, integriny a hyaluronan.

Hyaluronan je molekula glykosaminoglykanu, ktera je produktem extracelularni matrix
(6). Nadorové bunky na svém povrchu exprimuji specifické receptory pro hyaluronan
(napt. CD44), buiika se tak navaze k extracelularni matrix a to podpofi vznik metastaz.
Hyaluronan puisobi na nadorovou buniku jako chemoatraktant, ¥idi buné¢nou pohyblivost,
invazivitu a proliferaci v cilové tkani (8).

3.1.3.5 Transmembrdanové muciny

Dalsi velkou skupinou latek, které se pii své poruSe mohou podilet na maligni
transformaci bunky, jsou transmembranové muciny (MUC). Muciny jsou proteiny
vyluGované epitelidlnimi bunkami a slouzi kochrané¢ epitelidlnich bunék
pted nepfiznivymi vlivy, které by je mohly poskodit (8) (19).

Transmembranové muciny jsou na normalnich bunikach vystaveny pouze na apikélnim
konci, aby nebranily adhezi bunék. U nadorovych bunék dochazi k deregulaci v produkci
mucint, které se pak nachazi na celém povrchu buiky a blokuji tak adhezi aftadu
receptord (zejména MUC1 a MUC4). Tim, Ze blokuji receptory, zasahuji do bunéénych
signalnich drah a podporuji transformaci, rist a pteziti nddorovych bunck. Nadorova
buika vyuzivd muciny k uvolnéni z primarniho nadoru a tkdn¢ (antiadhezivni vlastnosti),
k prichyceni k endotelu cév a invazi do tkan¢ (adhezivni vlastnosti) a nakonec k tomu,
aby nebyla rozpoznana imunitnim systémem (8) (19).

3.1.4 Angiogeneze

Angiogeneze je proces, pii kterém vznikaji nové krevni kapilary. Stupen angiogeneze
souvisi s rlistem a metastazovanim nadoru. Pro rist nadoru je dileZity pfisun Zivin,
zprostfedkovany siti kapilar prochazejicich nadorem. Tyto kapilary také mohou byt
cestou, kterou se bunka dostane do obéhu a mize metastazovat na vzdalenych mistech
organismu (6) (20) (21).

Angiogeneze je regulovana mnoha humoralnimi faktory — cytosiny, integriny, adheznimi
molekulami, proteolytickymi enzymy a nizkomolekularnimi latkami. Mezi angiogenni
faktory patii rustovy faktor pro endotelialni buiiky (VEGF), rustovy faktor pro fibroblasty
(FGF), tumor-nekrotizujici faktor (TNF-a), metaloproteinazy (MMP), fada dalSich
rastovych faktord a integriny. (21) Angiogenezi stimuluji také nékteré produkty
degradace extracelularni matrix (napf. fibrin, hyaluronan ) (6).

3.1.5 Molekuly zapojené do procesi adheze a migrace

3.1.5.1 p-katenin

B-katenin ma v bunce dvé funkce. Prvni je soucasti Wnt signalni drahy, ktera fidi
proliferaci. fB-katenin se ji Gcastni jako koaktivator transkripce. Za pfitomnosti Wnt
signalu stoupne jeho cytoplazmaticka hladina a dojde kjeho ptremisténi do jadra,
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ve kterém aktivuje transkripéni faktory z rodiny TCF/LEF (22) (23). Mutace této cesty
vede k vrozenym defektiim, rakoving a dal§im nemocem.

Druhou funkci je ucast na vzajemné adhezi dvou bunék. B-katenin interaguje s E-
kadherinem a vaze na sebe a-Katenin, ¢imz tyto dvé molekuly spoji (22).

3.1.5.2 E-kadherin
na povrchu buiiky v misté dotyku s druhou butikou a vytvaii adhezni spoj. Pi potlaceni
exprese E-kadherinu v nadorové tkani dojde Kk poruseni vazby bunka — burika, ztraté

integrity tkang, tim se zvysi invazivita nadorové bunky a dojde k tvorbé metastaz nddoru
(24).

3.1.5.3 N-kadherin

N-kadherin (neural cadherin, cadherin 2) je transmembranovy protein, ktery hraje
dalezitou roli pfi migraci nadorovych bunék. Pfi jeho zvySené expresi
Vv epitelialnich buiikach dochazi ke zménam morfologie a to smérem k fibroblastickému

v

fenotypu, buriky se stavaji pohyblivéjsimi a zvySuje se jejich invazivita (25).

3.1.5.4 EpCAM

EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molekule) je trasmembranovy protein epitelidlnich
bunck, jehoz exprese v nadorovych bunkach je mnohonasobné vyssi, nez je tomu u bunék
zdravé tkang. Cast molekuly, nachazejici se uvnitf buiiky, se nazyvéa intracelularni
doména (EpICD). Ta spolu s dal$imi proteiny vytvaii komplex, ktery reguluje aktivitu
gent, které se podili na bunécném ristu, proliferaci, zrani a migraci (26) (27).

3.15.5 ICAM1

ICAM1 (CD54) je intercelularni adhezni molekula, ktera patfi do skupiny
imunoglobulini. Ve velmi nizkych hladindch je exprimovédna na leukocytech,
epitelialnich a endotelidlnich buiikach, ale 1 na dalSich druzich bunék. Jeji hladina se zvysi
za pritomnosti cytokind, jako jsou TNF-a, IL-1, IFN-y, a reaktivnich forem kysliku.
Ptitomnost molekuly ICAM1 umoziuje ptestup bunék z krevniho ob&hu do tkani (28)
(29).

3.1.5.6 MMP-2 (gelatinaza A), MMP-9 (gelatindza B)

Obé tyto molekuly patii do rodiny matrixovych metaloproteinaz, coZ jsou enzymy majici
vyznamnou roli pfi degradaci extracelularni matrix (ECM) a bazalni membrany bun&k
(BM). Tento proces pak vede k rozvoji nadorové invazivity a metastazovani (8).

Enzym MMP-2 naruSuje bazalni membranu tim, ze degraduje molekuly kolagenu 1V
(30).

MMP-9 degraduje ECM, remodeluje okolni tkan a zptisobuje neovaskularizaci (31).

3.15.7 Erk-1,2
Erk-1 a Erk-2 (Extracellular signal-regulated protein kinases 1, 2) jsou proteinkindzy
patiici do rodiny mitogenem aktivovanych proteinkinaz (MAPKSs). Jsou soucasti signalni
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drahy Ras-Raf-MEK-Erk, ktera reguluje proliferaci, diferenciaci, metabolismus,
transkripci, preziti bun¢k, adhezi a migraci. Jejich molekuly maji témét z 85 % shodné
slozeni aminokyselin (32) (33).

Cytosolové Erk-1, 2 inhibuji pfeziti a proliferativni signaly v jadfe, zesiluji katalytickou
aktivitu nékterych proapoptotickych proteint (32).

3.1.5.8 NF-xB

NF-kB je transkrip¢ni faktor ptivodné objeveny na B-bunikdch imunitniho systému. Hraje
dilezitou roli pfi imunitni a zanétlivé odpovédi, bunéném rlstu, apoptdze
a metastazovani. Je aktivovan v nddorovych bunkach, kde snizuje jejich odpoveéd
na chemoterapii, po které by mélo dojit k apoptéze danych bunék (34) (35).
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4  Kolorektalni karcinom, metastazy v lymfatickém obéhu

Kolorektalni karcinom je maligni onemocnéni tlustého stfeva a konecniku (36). Své
Mmetastazy vytvari jak v prilehlych lymfatickych uzlinach, tak i ve vzdalenych organech,
kdy nejCastéji postizenym organem jsou jatra (37). V soucasné dobé se povazuje
za civiliza¢ni onemocnéni s nemalym socioekonomickym dopadem (36).

Nejcastéji se jedna o adenokarcinomy tubularniho typu, tedy o nadory, které vznikaji
ze zlaznatych bunék stfevni sliznice. Jednim z moznych stavii, ktery mnohdy predchazi
rozvoji kolorektalniho karcinomu (tzv. prekancerdza), je adenomatdzni polypdza. Pii ni
vznikaji polypy, tedy zlazovité vyrustky, které se mohou zvrhnout v maligni nador. Jako
prekancerdzy jsou brany i nespecifické stievni zanéty (36) (38) (39).

Dalsim rizikovym faktorem vzniku kolorektdlniho karcinomu je, kromé genetickych
dispozic a v€ku nad 50 let, také Spatny Zivotni styl. Zplisob zivota patii mezi rizikové
faktory, které jsou ovlivnitelné. Za rizikové se povazuje kouteni, nadmérné piti alkoholu
(zejm. piva), nadmérny piijem zivocisSnych tuk®, uzenin, cerveného masa
a nedostate¢ného piijmu vldkniny v potravé. Riziko rozvoje je vyssi u potravy upravené
smazenim nebo pecenim. Problémem je i nedostatek pohybu (40).

4.1 Stadia kolorektalniho karcinomu

K tomu, aby byl kolorektalni karcinom co nejlépe a nejucinnéji 1é¢en, je potieba stanovit
diagnozu a stadium (Tab. 3) podle TNM Kklasifikace (Tab. 2).

Tab. 2: TNM systém ke stanoveni rozsahu nadorového onemocnéni (Zdroj: (36))

Rozsah primarniho
nadoru T

PostiZeni regionalnich
uzlin N

Vzdalené metastazy M

Tis: intraepitelialni
nador neprekracujici
bazalni membranu —
karcinom in situ

T1: nador neprorusta
do svalové vrstvy

T2: nador prorusta do
svalové vrstvy, ale ne
dale

T3: nador prorusta do
subserozy, ale ne pres ni

T4: nador primo
porusuje jiné organy ¢i
struktury nebo
perforuje visceralni
peritoneum

TX: neni mozno
stanovit rozsah nadoru

NO: bez postizeni uzlin

N1: 1 az 3 postizené
uzliny

N2: 4 a vice postizenych
lymfatickych uzlin

NX: neni mozno
stanovit, nebo nebyla
provedena piislusna
vySetteni

MO: bez prukazu vzdalenych
metastaz

M1: jsou ptitomny vzdalené
metastazy (v libovolném poctu)
vcetné postizeni infraklavikularnich
uzlin

MX: nelze stanovit nebo nebyla
provedena vyzadovana vySetreni
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Tab. 3: Stadia nadorového onemocnéni podle UICC 2002 — AJCC (Zdroj: (36))

Stadium | pT1-T2 NO MO Subserdza intaktni bez
uzlinovych metastaz

Stadium I1A pT3 NO MO Subseroza infiltrovana bez
uzlinovych metastaz

Stadium 11B pT4 NO MO Ser6za infiltrovana nebo

perforovana nebo postizeni
sousednich organti bez
uzlinovych metastaz

Stadium IHA pT1, T2 N1 MO Uzlinové postizeni
Stadium I11B pT3, T4 N1 MO

Stadium I1IC Vsechna T N2 M0

Stadium IV Vsechna T, v§echna N, M1

vzdalené metastazy

4.2 Priznaky
Projevy onemocnéni kolorektalnim karcinomem se mohou lisit na zdkladé jeho lokalizace
ve stieve, velikosti a tim zptisobené mechanické piekazky (38).

4.2.1 Prvni pfiznaky

Prvnim pfiznakem byva okem nerozpoznatelné mnozstvi krve ve stolici, tzv. okultni
krvaceni. Muizeme ho odhalit pomoci jednoduchych testii na okultni krvaceni, které jsou
Jiz soucasti preventivnich prohlidek pacientl nad 50 let u praktickych lékafi.

4.2.2 DalSi priznaky

Mezi dalsi piiznaky, které nejsou typické pouze pro kolorektalni karcinom, ale mohou
ukazovat i na jind onemocnéni, patii: stfidani zacpy a prijmi, zvySend plynatost, pocit
plnosti i po vyprazdnéni, stuzkovité zazeni stolice, kolikové bolesti bficha. Ve stolici se
muze vyskytovat krev nebo hlen. Dlouhodobé slabé krvaceni mize vést az k anémii
a s tim souvisejicim pocitem Ginavy, slabosti. U pacientti se objevuje i snizeni vahy, které
je nejasné priciny (39) (41).

4.2.3 Posledni stadium

V poslednim stadiu onemocnéni dochazi k vytvafeni metastaz ve vzdalenych organech
(jatra, plice) (39). Metastazy v téchto organech mohou vést ke zhorSeni funkce jater
a naptiklad ke zhorSeni dychéni v pfipadé plicnich metastaz.
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5 Diagnostika a lécba kolorektalniho karcinomu

Uspé&snost 1éeby kolorektalniho karcinomu zavisi na tom, v jakém stadiu se onemocnéni
zachyti. Velmi dulezita je jiz primarni prevence vzniku kolorektalniho karcinomu,
ktera spociva ve zdravém zivotnim stylu a spravné zivotosprave.

Sekundarni prevence zahrnuje screening a dispenzarizaci (u 0sob s rizikovymi faktory).
Mezi metody vyuzivané pii screeningu kolorektalniho karcinomu patii test na okultni
krvaceni do stolice (TOKS) a kolonoskopie (42).

V Ceské republice existuje screeningovy program pro zachyt sporadického
kolorektalniho karcinomu jiz od roku 2000. Od té doby vsak prosel celou fadou zmén.
Na zacatku roku 2009 byla zavedena primarni screeningova kolonoskopie,
imunochemické testy na okultni krvaceni, do programu byli zapojeni, krom¢ praktickych
lékara, nové 1 gynekologové a byla vybudovana specializovana pracovisté
pro screeningovou kolonoskopii, tzv. Centra pro screeningovou kolonoskopii. Pravidla
a podminky pro provadéni screeningu kolorektalniho karcinomu jsou uvedena
ve Véstniku MZ CR, &astka 1/2009 (42) (43).

5.1 Moznosti detekce kolorektalniho karcinomu

5.1.1 Anamnéza

Soucasti diagnostiky je zjistovani anamnézy, a to zejména anamnézy rodinné. Pokud se
vyskytne kolorektalni karcinom u pacientovych ptibuznych 1. stupné (rodice, sourozenci,
déti), ma dana osoba 3 — 4x vyssi pravdépodobnost, Ze se u ni onemocnéni rozvine.

U pacientt se také sleduje vyskyt nespecifickych sttevnich zanétli, adenomovych polypt
a dalsich ptiznaki doprovazejicich onemocnéni kolorektalnim karcinomem (38).

5.1.2 Test na okultni krvaceni

Jedna se o test provadeéjici se u osob, které nemaji pfiznaky kolorektalniho karcinomu
anespadaji do vysokorizikové skupiny populace z hlediska vzniku kolorektalniho
karcinomu. Osoby mezi 50. a 54. rokem maji narok na toto vySetfeni jedenkrat ro¢né.
Osoby nad 55 let mohou absolvovat test na okultni krvaceni jednou za dva roky
nebo primarni screeningovou kolonoskopii, ktera se muize opakovat v desetiletych
intervalech (44).

V praxi se pouzivaji dva druhy testd a to testy chemické nebo imunochemické. Chemické
testy (neboli guajakolové) funguji na principu reakce mezi guajakolem a hemoglobinem,
kdy castecné natraveny hemoglobin ma pseudoperoxidazovou aktivitu, ktera
Vv ptitomnosti peroxidu vodiku vyvola zabarveni indikatoru. Mezi chemické testy se také
fadi hemoporfyrinové testy, ve kterych dochazi k detekci fyziologickych barviv
hemoglobinu, tzv. porfyrint (45).

V soucasné dobé se hojné vyuziva testii imunochemickych, ve kterych se ke stanoveni
hemoglobinu a jeho mnoZstvi ve stolici vyuziva specifickych protilatek proti lidskému
hemoglobinu (45).
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Pokud testy na okultni krvaceni ve stolici vyjdou pozitivn€, je pacient odeslan
na kolonoskopické vysetteni.

5.1.3 Kolonoskopie
Jedna se o endoskopické vysetieni, pti kterém je vySetfovano tlusté stfevo a konecnik
pomoci specidlni sondy (endoskopu).

Vyhodou je zobrazeni redlného obrazu stfeva na monitoru a okamzité posouzeni stavu
stteva. Dal$i vyhodou je moznost odbéru bioptickych vzork a okamzité odstranéni
moznych polyp, které by mohly vést k rozvoji kolorektalniho karcinomu.

Kolonoskopickému vysetfeni predchéazi tyden, kdy pacient uziva stravu bez tézko
stravitelnych zbytkli. Vecer pied vysetfenim vypije roztok projimadla, aby bylo stievo
pii vySetieni co nejCistsi (46) (47).

5.1.4 Dalsi moZnosti diagnostiky
Ke stanoveni spravné diagn6zy se vyuzivaji i dal$i metody. Mezi zakladni metody patii
vySetieni per rektum, které se provadi jiz pii podezieni na kolorektalni karcinom.

Pokud nelze pacienta vysetiit kolonoskopicky, vyuziva se metody dvojkontrastni
irigografie, coz je rentgenové vySetieni tlustého stfeva. Pacientovi je béhem vySetieni
do stieva aplikovana baryova suspenze (kontrastni latka) a stfevo roztazeno zavadénim
vzduchu (insuflace). Toto vySetieni je potfeba doplnit také rektoskopii, protoze se
pii ném nemusi zobrazit pokrocily nador rekta.

Pfed operacemi se vyuziva sonografie, CT biicha a CT malé panve, a to zejména
k detekci moznych metastaz. U karcinomu rekta se k posouzeni zavaznosti onemocnéni
a planovani operac¢niho vykonu vyuziva endoskopicka ultrasonografie.

V pooperacnim obdobi se dé¢laji testy na pFitomnost tumorovych markera (napt. CEA
= karcinoembryonalni antigen) a rovnéz se vyuziva CT malé panve (38).

5.2 MozZnosti 1écby kolorektalniho karcinomu
Postup 1é¢by je velmi individualni a odviji se jak od stadia a lokalizace kolorektalniho
karcinomu, tak od celkového stavu daného pacienta (38).

Podle cile, jakého chceme 1é¢bou dosahnout, se da 1é¢ba rozdélit na 1é¢bu kurativni,
nekurativni, paliativni a podptirnou. Kurativni 1é¢ba mé za cil nddorové onemocnéni
uplné vylécit. Nekurativni 1é¢ba vede pouze ke zmenseni nadoru, zlepSeni kvality
a prodlouzeni zivota. Lécba paliativni a podplirna se vyuziva u osob, u kterych
onemocnéni dosdhlo terminalniho stadia, a ma za cil zlepsit kvalitu Zivota.

5.2.1 Chirurgicka lécba

V soucasné dobé neexistuje Zadny druh chemoterapie nebo radioterapie, ktery by sdm
0 sob¢ vedl k uplnému odstranéni kolorektalniho karcinomu, proto je dulezitou slozkou
1écebného postupu prave chirurgicky vykon.
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Chirurgickd 1écba patfi zejména mezi 1écbu kurativni. Je indikovéna ve vSech stadiich
rozvoje kolorektalniho karcinomu (stadium | — 1V). Podstupuji ji pacienti, u kterych se
na zaklad¢ predoperacnich vysetieni ocekava, ze vykon povede k uplnému odstranéni
nadorove tkang.

Muize byt také soucasti 1€cby nekurativni a paliativni, kdy chirurgicky vykon nevede
K odstranéni veskeré nadorové tkané€, ale ma za cil vytvorit lepsi podminky pro jiné
zpusoby 1é¢by kolorektalniho karcinomu nebo pro dalsi chirurgickou 1é¢bu. Mize byt
provadéna 1 za ucelem obnoveni nebo udrzeni prachodnosti stfeva a jinych akutnich
divodu oSetfeni stieva. Vyuziva se u pacientd s kolorektalnim karcinomem i tehdy, vede-
li k obnové nebo zachovani kvality a délky zivota (48).

5.2.2 Radioterapie

Radioterapie je léCebnd metoda, pfi niz se vyuzivd ucinkil ionizujiciho zafeni, tedy
elektromagnetického zateni, a to v podobé gama zateni, produkovaného radioaktivnimi
prvky, nebo X-zareni linearniho urychlovace, anebo se také vyuziva ucinkt ¢asticového
zateni, kdy se nejcastéji jedna o urychlené elektrony (49).

Ionizujici zatfeni zpiisobi v zasazené tkéni ionizaci molekul, z nichZz nejdilezit&jsi je
kyselina deoxyribonukleova, kterd je nezbytna pro zivot a mnozeni bunék. Nadorové
bunky, které jsou obecné citlivéjsi na ionizujici zafeni nez bunky zdravé, se prestanou
mnozit a umiraji (50).

Zdroje zafeni mizeme rozlisit na zevni a vnitini. Mezi zevni patii terapeutické rentgenové
ptistroje, kobaltové ozafovace a linearni urychlovade. Pti ozafovéani jsou mimo télo
pacienta (teleterapie), kdy obvykla vzdalenost je asi 1 m. U vnitiniho ozafovani
(brachyterapie) je =zdroj =zafeni zaveden do téla, pifimo do oblasti nadoru
nebo do piilehlych dutin. Zdrojem byvalo radium, které bylo nahrazeno radioizotopy,
které jsou z hlediska radia¢ni ochrany bezpeénéjsi (50).

Radioterapie mize byt soucasti jak predoperacni tak pooperacni terapie. Vyuziva se
zejména u karcinomu kone¢niku (38). Lécba muze byt jak kurativni, tak paliativni.
Chemoradioterapie ma vyhodu oproti chirurgické 1é¢bé v tom, ze dochazi k zachovani
svérace, neni potieba vyvodu ze stfeva a soucasné ma, co se tyka pieZiti, stejné vysledky
jako 1écba chirurgicka (51).

5.2.3 Chemoterapie

Za chemoterapii se Vv obecné roviné povazuje lécba produkty chemické syntézy.
V onkologii jsou chemoterapeutiky oznacovany cytotoxické latky ptivodu chemického,
rostlinného nebo ziskané z plisni. Latky z této skupiny maji G¢inek cytotoxicky (zni¢eni
bunék) nebo cytostaticky (zastaveni rtstu a déleni bunék) (52).

Bylo zjisténo, ze chemoterapie jako doplitkova 1écba zlepSuje vysledky pétiletého preziti
pacientt asi o 10 % (38).

Chemoterapeutika jsou pacientovi obvykle podavana nitrozilné ve formé injekci
nebo transfuzi. Dal$i méné vyuzivané zpusoby jsou intramuskularni injekce
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nebo peroralni podavani tablet. Protinadorova 1é¢ba miize byt zahajena pied operaci, kdy
se vyuziva ke zmenSeni nadoru, ktery pro svou velikost nemiize byt operovan. Pooperacni
podavani cytostatik, tzv. adjuvantni terapie, se vyuziva ke sniZeni rizika relapsu
onemocnéni (53).

5.2.3.1 Konvencni chemoterapie

Konvenéni, neboli klasickd terapie nadord, spociva v zastaveni proliferace, ptipadné
usmrcenti, jiz vytvofenych nadorovych bun¢k (54). Nejcastéji se k tomuto Gcelu vyuziva
5-fluorouracil v kombinaci s leukovorinem (derivat kyseliny listové) (38) (55).

5.2.3.2 Cilenad terapie

Jedna se 0 terapii, ktera je zacilena na konkrétni molekuly signalnich drah v buiikach.
Mohou to byt signéalni drahy ucastnici se proliferace, diferenciace a apoptdzy bunek.
Latky vyuzivané k cilené terapii maji za cil inhibovat molekuly signalni drahy
nebo inhibi¢né pusobit na molekuly ovliviiujici transkripci gent proteini bunééného

cyklu (56).

Oproti konvenéni protinddorové terapii plsobi cilend terapie na zvoleny cil, zatimco
konven¢ni chemoterapie plsobi na rychle se délici buiiky, tedy buiiky nédorové,
ale i zdravé (57).

Latkou vyuzivanou v cilené protinadorové terapii kolorektalniho karcinomu je
bevacizumab, cetuximab, panitumumab (55).
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6 Inositol hexafosfat IPs

Inositol hexafosfat (InsPs, IPs, nebo kyselina fytova) je molekula hojné se vyskytujici
Vv pfirod¢. Syntetizovan je z molekuly inositolu (Ins), coz je cyklohexan, na jehoz kazdy
uhlik cyklu je navazana jedna hydroxylova skupina. Inositol se nalézd v nckolika
stereoizomerech neo-, chiro-, scyllo- a myo-inositol. Rodic¢ovskou molekulou
pro rostlinny inositol hexafosfat je myo-inositol (Obr. 6) (58).

e OH (P) (P)
HO P)
H : H H
HO OH (P) P)
| OH )
H H b
B)

A)

Obr. 6: A — chemicka struktura myo-inositolu; B — chemicka struktura inositol hexafosfatu;
(P) — fosfatova skupina HoPO4 (Zdroj: (59))

Myo-inositol hexafosfat je jednoduchy cyklicky uhlovodik, na jehoz vsech Sesti uhlicich
jsou navazany fosfatové skupiny (Obr. 6) (60) (61). V rozmezi pH 0,5 az 9,0 nabyva
prostorové stabilni konformaci — v poloze 2 uhlikového fetézce je jedna fosfatova skupina
v axialni poloze a zbyvajicich pét fosfatovych skupin v ekvatoridlnich polohach.
V prostiedi s pH 9,5 se nachazi v prostorové konformaci - pét fosfatovych skupin
Vv axialni a jedna v ekvatorialni poloze a dochazi tak k jejimu sterickému branéni (60).

IPs se vyskytuje v téméf vSech rostlinach zejména pak v obilninach a lusténinach. Taky
ho mliZeme v hojném mnoZstvi nalézt v ofesich a v riznych druzich semen, ve kterych
slouzi jako primarni zdroj energie pro kli¢eni (61) (60) (62). Vyskytuje se ve form¢ soli
s monovalentnimi a bivalentnimi kationty, zejména pak s K*, Ca%*, a Mg?* (58) (60).

Kromeé rostlin se IPs a jeho méné fosforylované formy (IP1 — IPs) nachdzeji v sav¢ich
bunkach, kde slouzi jako druzi poslové a jsou dileZité pro regulaci Zivotnich funkci
bunky, mezi které patii napiiklad signalni transdukce, proliferace a diferenciace (60) (62)
(58).

Inositol spojeny s lipidy, fosfatidylinositol, se nachdzi v plazmatickych membranach
bunck. Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) je prekurzorem fady informacnich molekul
ucastnicich se signalni transdukce — inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3), 1,2-diacylglycerolu
(DAG) a fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu. IPs pomoci receptor zptisobuje mobilizaci
Ca?" v buiikach (61) (58). DAG je schopny aktivovat mnoho isoenzymi proteinkinaz C
(58).

Pro inositol fosfaty existuje fada vazebnych proteinti, které pak ovliviiuji rizné funkce
buniky pies ovlivnéni iontovych kanald, proteinovych ptfenaseci, endo- a exocytozu,
po ptenos mRNA z jadra do bunky (61).
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Podavani inositol hexafosfatu je bezpecné, dokonce i pti dlouhodobém podavani vyssich
davek nebyl prokazan toxicky efekt (60) (61) (62).

6.1.1 Farmakokinetika

IPe se absorbuje téméi okamzité, bez ohledu na to, jakym zptisobem byl podan. Cilové
nadorové tkané miize dosahnout uz hodinu po podani. Buiiky jej pravdépodobné piijimaji
pinocytdzou nebo receptory zprostfedkovanou endocytézou. Jakmile je exogenné podany
IPe piijat bunikami, je defosforylovan. Méné¢ fosforylované formy pak zasahuji do signalni
transdukce a zastavuji bunéény cyklus (61) (62).

Exogenné podany inositol je pti dosazeni sttevnich bunék nejprve fosforylovan na IPs
a az nasledné defosforylovan na niz$i formy (62).

6.1.2 Protinadorovy ucinek IPs

IPs je schopen ovlivnit riizné typy bunék a tkani, jejichz reakce na ovlivnéni je také rizna
a lisi se na zaklad¢ citlivosti k 1Ps (61). Normalni buniky a tkan¢ na IPs nijak nereaguji,
zatimco u malignich bunék puisobeni IPgs vede k fadé zmén (61) (63).

Mechanismus t¢inku IPs neni zcela zndm. Pfedpoklada se, Ze za protinadorovym efektem
stoji jeho antioxida¢ni vlastnosti a schopnost zasahovat do bunééného cyklu, ve kterém
zpusobuje zpomaleni S-faze a zastaveni bunék v GO/G1 fazi. Ma vliv také na proliferaci,
metastazovani, invazivitu a angiogenezi malignich bunék. Pfi snizovani bunééného riistu
a zvySeni diferenciace nadorovych bunék muze dojit az k navratu téchto bunék
k normalnimu fenotypu. Ptidat k tomu jesté mizeme schopnost IPs zvysit aktivitu NK-
bunék (Natural Killer), ¢imz dojde k posileni pfirozené imunity organismu, ktera ptispiva
k u¢innému ni¢eni nadorovych bunék (60) (61) (62).

Antioxidacni aktiva IPs spociva ve schopnosti chelatovat bivalentni kationty a Zelezité
kationty (60) (61) (62). Pro vazbu zelezitych kationtl je nezbytné umisténi fosfatovych
skupin v poloze 1, 2, 3 (ekvatorialni — axialni - ekvatorialni). Vytvorenim komplexu IPg
s zelezitymi ionty dojde k inhibovani schopnosti zelezitych iontii katalyzovat vznik
hydroxylovych a kyslikovych radikald, které by mohly poSkodit bunécné funkce a vést
k rozvoji nadoru (60) (63) (59). Vyznamna je také chelatace hotfe¢natych a zine¢natych
kationtd. ProtoZe jsou esencidlnimi elementy potiebnymi k bunécné proliferaci a déleni,
jejich nedostatek vede ke sniZeni rstu nadoru (60).

Vyzkumy také ukéazaly, ze IPs je dileZity pro ucinny pfenos mRNA zjidra
do cytoplazmy bunky a Ze hraje dilezitou roli pii opravach poskozené DNA (60).

Antiproliferativni a protinadorovy G¢inek IPs se zvysil po podani spolu s inositolem (Ins)
(58) (60) (61) (62). Doslo totiz ke zvySeni dostupnosti mén¢ fosforylovanych forem
inositol fosfatli (viz rovnice nize), které hraji dilezitou roli pfisignalni transdukci
a dalsich funkcich bunky. Jedna se zejména o IP3 a IP4 (58) (60) (61) (62).

IPg + Ins =2 IP3
IPg + Ins = IP4 + IP;
IPg + Ins = IPs + IP;
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IPs nema cytotoxicky efekt, ptisobi pouze cytostaticky (60).
IPs synergicky podporuje Gcinek standardni chemoterapie (61).

6.1.3 Dalsi u¢inky IPs

6.1.3.1 Imunita

IPe ma schopnost pozitivné ovlivnit obranné mechanismy organismu. Dé&je se tak
zvySenou aktivaci NK-bun¢k, ktera byla prokazana v testech in vivo u mysi s nadorem
vyvolanym karcinogenem. Ke zvyseni aktivity NK-bung¢k, diky ptisobeni IPg, doslo také
pfi testech in vitro provedenych na splenocytech zdravych mysi (64) (60). NK-bunky
patii k nespecifické imunité¢ a maji schopnost lyzovat ostatni poskozené buiiky (napf.
nadorové) (60).

Byl také popsan ucinek I1Ps na inhibici viru HIV v infikovanych T lymfocytech in vitro
na bunécné linii MT-4 (65), nicméné mechanismus ucinku zatim popsan nebyl (62).

6.1.3.2 Urolitiaza

IPe pomaha 1é¢it idiopatickou hyperkalciurii, ktera je spojovana s vyskytem ledvinovych
kament (60). Ledvinové kameny jsou nejcastéji tvofeny vysrazenymi krystaly §t'avelanu
vapenatého. [Ps zabraiiuje praveé vysrazeni Stavelanu vapenatého a zmiriuje tak rozvoj
ledvinovych kamenu (62). Tento ucinek byl prokazan v fadé¢ studii jak in vitro, tak také
in vivo, ve studiich provedenych na potkanech (66), ale i lidech (67).

6.1.3.3 Kardiovaskuldrni onemocnéni

IPs snizuje hypercholesterolémii tim, ze vytvaii komplexy s kationty etiologicky
spojenymi pravé s hypercholesterolémii. VIiv 1P na hladinu lipida v krvi byl zkouméan
in vivo na potkanech (68).

IPe¢ ma také vliv na adhezi krevnich desti¢ek k endotelu cév a na néslednou agregaci
dalSich desti¢ek. Plsobi antikoagulacnim efektem a tak pomaha zabranit rozvoji
ateroskler6zy. Antikoagulaéni efekt byl prokazan v testech in vitro provadénych na krvi
riznych zvitat a také lidské krvi (69). Studie in vivo provadéna na potkanech také ukazuje,
ze IPs dokdze ochranit myokard pted ischemickym poskozenim a obnovuje prichod krve
poskozenou oblasti (60) (62) (70).

6.1.3.4 Diabetes

V in vitro a in vivo testech se ukazalo, Ze IPs je schopen fidit sekreci inzulinu f-bunikami
pankreatu. Dé&je se tak pies specifickou inhibici aktivity serin-threonin proteinové
fosfatazy, ktera otevira intracelularni vapnikové kanaly. Vstup extracelularniho vapniku
do buiky je jednim ze zptsobu, jak regulovat sekreci inzulinu (62). V testech in vivo se
také ukazalo, ze IPe ma vliv na snizeni hladiny glukozy v krvi (71).
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7 Cile prace

Naplni mé diplomové prace bylo porovnat vliv inositol hexafosfatu (IPs) na procesy
spojené s metastazovanim u buné¢né linie primarniho kolorektalniho adenokarcinomu
(SW480) a metastatické bunécné linie do lymfatické uzliny (SW620).

Dil¢imi cili projektu bylo studovat:

- Vvliv IPs na expresi molekul, zapojenych do procest adheze a migrace na urovni
mRNA a proteint

- schopnost migrace bun¢k kolorektalniho karcinomu (SW480) a metastatickych
bun¢k (SW620)

- Vliv IPs na migraci bunék

- vliv 1P na lokalizaci vybranych adheznich molekul (E-kadherin, EpCAM)
pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
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8 Metodika

8.1 Chemikalie

FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
EGF (epidermalni rustovy faktor) (Sigma aldrich)
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Sigma Aldrich) TRIZOL reagent
(Ambion, Life Technologies)
Chloroform (SERVA)
Isopropanol (100% bez RNA)" (SERVA)
DEPC voda (Invitrogen)
Etanol (RNDr. Kulich)
Metanol (RNDr. Kulich)
Kit pro ptipravu cDNA (Thermo Scientific):
o Randomizovany hexametr primer Sxreak¢ni pufr 10mM dNTP mix
o RiboLock RNAse inhibitor
o M-MULV Reverzni Transkriptaza
Master mix (Roche):
o SYBR®GREEN
o Forward primer a Reverse primer pro cilenou mRNA (10mM)
o DEPC voda
Kit pro stanoveni bilkoviny BCA (kyselina bicinchoninova) kit (Sigma Aldrich)
D — PBS (PAN Biotech)
Bovinni sérovy albumin 96% (BSA — Sigma Aldrich)
kyselina chlorovodikova (PENTA)
akrylamid (BIO-RAD)
Bis-Akrylamid (BIO-RAD)
TRISMA-Base (Sigma Aldrich)
dodecylsulfat sodny (SDS — Sigma Aldrich)
APS (BIO-RAD)
Destilovana voda
Isobutanol (PENTA)
glycin (Sigma Aldrich)
Tween 20 (Sigma Aldrich)
Primarni protilatky (Cell signaling technologies)
Sekundarni protilatky (DAKO)
Blokovaci mléko (BIO-RAD)
Paraformaldehyd (BIO-RAD)

8.2 Pristroje a pomiicky

8.2.1

Pristroje
Bunéény inkubator (Sanyo, MCO-18AIC (UV))
Laminarni box (Thermo Scientific, MSC Advantage)
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Laminarni box na PCR (Captair Bio, Erlab)
Centrifuga (Jouan MR23; Eppendorf 5415R)
Cellometer AutoT4 (Nexcelom Bioscience)
X-celligence (RTCA DP, Roche)

Spektrofotometr (Tecan Infinite M200 PRO)
Nanodrop (Thermo Scientific)

Ttepacka (IKA, M+S 2/4 Digital)

Ttepacka vortex (IKA MS2)

Magneticka michacka (IKA, RCT Basic)
Termoblok (Major Science)

PCR cyklér (Corbett Research PCR Rotogene 6000)
Zdroj stejnosmérného napéti (BIO-RAD)
Zobrazovaci systém pro gely a bloty (Gel Logic 2200 PRO, Carestream)
Epiluorescenéni mikroskop (Nikon Eclipse E400)

Pomiicky

Migracni komurky (Roche)

Pipety (Finnpipete; Eppendorf)

Sterilni pipety (TPP)

Pipetovaci nastavce

Spi¢ky riizného rozsahu (Finntip; Eppendorf)

Stojany

Injekéni stiikacky, jehly (Braun)

96ti-jamkové mikrotitra¢ni desticky s kulatym dnem (NUNC, Thermo scientific)
Mikrozkumavky (Thermo Scientific)

Skrabky (TPP)

Plastové nadobky s vickem (TPP)

Pomiicky na ptipravu gelu — nalévaci stojanek, sklo, sklo se spacerem, stojany,
hieben, filtra¢ni papir, blotovaci houbi¢ky (BIO-RAD)

PVDF membrana (polyvinyliden difluoridova membrana — GE Healthcare)
Vanicka na elektroforézu (BIO-RAD)

Naéstavce pro kultivaci a barveni bunék na podloZnich sklickach

Podlozni a kryci sklicka

Bé&Zné laboratorni vybaveni
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8.3 Bunécné linie

8.3.1 SW480
Bunécna linie SW480 byla ziskana z lidského primarniho adenokarcinomu tlustého
stteva. Morfologicky se tedy jedna o bunky epitelidlni.

V této linii doslo k mutaci v kodonu 12 Ras proto-onkogenu®. Mohou byt také pouzity
jako pozitivni kontrola pro PCR mutaci v tomto kodonu (72).

Tato bunécna linie je neinvazivni (73).

8.3.2 SW620

Bunéénd linie SW620 byla izolovdna Zz metastazi lidského kolorektalniho
adenokarcinomu Vv lymfatickych uzlinach. Morfologicky se tedy jedna o bunky
epitelilni.

Bunééna linie se skladd z malych kulatych a bipolarnich bunék bez mikroklkd. Je
invazivni, migruje a u nahych mysi byla prokazana jeji vysoka kancerogenita (74) (73).

1 Ras geny kéduji velkou skupinu proteind (Ras proteiny), které jsou zapojeny do signalnich
drah v bunkach a reguluji jejich riist a déleni (105).
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8.4 Migracni assay — X-celligence

8.4.1 Princip

X-celligence je pfistroj, uréeny k méfeni impedance na zakladé zmény v bunééné
proliferaci, migraci a invazivit¢ v realném ¢ase. Vyuziva se u néj principu Boydenovy
komirky ? . Komirky se skladaji ze dvou &asti, které jsou vzajemné oddéleny
polyetylentereftalovou  (PET) mikroporézni membranou se zabudovanymi
elektronickymi senzory. Bunky putuji skrz membranu z horni komurky do komurky
spodni obsahujici chemoatraktant a tim se pfimo imérn€ k poctu prochdzejicich bunck
méni zdanlivy odpor (impedance) membrany (75).

8.4.2 Postup

Spodni komtrka byla naplnéna 175 pl predehiatého sérového média s epidermalnim
rustovym faktorem (EGF) o koncentraci 100 ng/ml a expozi¢nimi latkami. Horni
komirka byla naplnéna 130 pl predehiatého bezsérového média (médium s pridavkem
BSA). Nasledné byly komtrky spojeny dohromady a z horni komtrky odebrano 100 pl.

Pak byla desticka vlozena do inkubatoru a ponechana 1 hodinu inkubovat, aby doslo
k dosazeni rovnovahy na membrané. Nasledné bylo zméfeno pozadi.

Do horni komuirky bylo ptidano 100 pl bunééné suspenze 0 koncentraci 30 000 bk/jamku.
Desticka s bunikami byla vloZena zpét do inkubatoru a nechana 30 minut, dokud si buiiky
nesednou na membranu, a pak zmétena migrace po dobu 24 hodin v 5 — 10 minutovych
intervalech.

8.4.3 Vypocet mnoZzstvi bunééné suspenze

a
—*C=1
b

a— pozadovana koncentrace bun¢k
b — skute¢na koncentrace bunék
¢ — pozadovany pocet mililitri vysledné suspenze bunck s médiem

Z — mnozstvi bunééné suspenze, ktera bude pipetovana do média

2 MoZnost sledovat migraci, invazivitu, adhezi, proliferaci, vliv chemotaxe a cytotoxicity
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8.5 Real-Time PCR (RT-PCR)

8.5.1 Princip
RT-PCR (neboli kvantitativni polymerazova fetézova reakce) je metoda, pomoci které se
méfi mnozstvi urcitého exprimovaného genu (tedy sekvence DNA).

Nejprve dochazi k izolaci mRNA (messenger RNA) ze zkoumanych bunék. Nasleduje
déj, ve kterém je izolovana mRNA piepisovana do cCDNA (complementary DNA) pomoci
enzymu reverzni transkriptazy. Tento proces se jmenuje reverzni transkripce (76) (77).

Vznikld cDNA je amplifikovana (zmnoZzena) pomoci PCR. Pii PCR nejprve dochazi
k denaturaci cDNA (92 - 96°C) a vzniku dvou samostatnych vlaken. Poté dojde ke snizeni
teploty na hodnotu teploty tani (Tm) primert (57°C). Pfi této teploté dochazi k nasedani
primeri na vlakna cDNA. Pii nasledném zvySeni teploty (na 72°C) zacne DNA
polymerdza syntetizovat novou DNA. Tento cyklus se mnohokrat opakuje, s kazdym
cyklem se mnozstvi DNA zvysi dvakrat (78).

Detekce probihd na zdkladé miry fluorescence, ktera je pfimo Umérnd mnoZzstvi
amplifikované DNA. Jako fluorescen¢ni barvivo byl v nasem piipad¢ pouzit SYBR®-
Green (79).

Kombinace reverzni transkripce a PCR umoZiiuje detekci velmi nizkych koncentraci
RNA ve vzorku.

8.5.2 Priprava vzorka na RNA extrakci

Do 6-ti jamkovych desti¢ek bylo nasazeno 150 tis. bunék/1 ml a buiiky se nechaly rist
Vv inkubatoru pti 37°C a 5% CO». Po 24 hodinach byly buniky ovlivnény 0,2 mM, resp.
1 mM IPs a vlozeny zpét do inkubatoru na dalSich 12, 24 a 48 hodin. Poté bylo
z jednotlivych jamek odsato médium a piidany asi 2 ml ledového PBS a kyvavym
pohybem byly buiiky oplachnuty. Nasledné¢ bylo odsato PBS.

Bylo pridano 0,5 ml TRI reagentu a ponechano pusobit 1 — 2 minuty. Poté byly jednotlivé
misky seskrabany a bunky preneseny do sterilnich 2 ml zkumavek Eppendorf
postavenych na ledu.

Pak bylo k buinkam ptidano 200 pl chloroformu a zkumavky promichany otacenim
nahoru a doli po dobu asi 60 s. Bunky byly inkubovany pii laboratorni teploté po dobu
3 minut. Nasledn¢ byly zkumavky Eppendorf vlozeny do centrifugy a centrifugovany 10
minut, 13000 rpm, pii 4°C.

Po centrifugaci bylo ze zkumavek odpipetovano 500 pl horni vodné faze do novych 2 ml
,safe lock Eppendorf zkumavek. K vodné fazi bylo ptidano 500 pl isopropanolu (100%
bez RNA) a promichano nékolikanasobnym obracenim. Opét byly zkumavky inkubovany
pii pokojové teploté asi 10 minut, zcentrifugovany 10 minut, 13000 rpm, pii 4°C a byl
z nich odebran vsechen isopropanol.
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Byl ptidan 1 ml 75% ledového ethanolu v DEPC (diethylpyrokarbonat) vod&® a potadné
promichan obsah zkumavek. Poté nasledovala centrifugace 5 minut, pii 13000 rpm,
pii 4°C. Nasledné¢ byl odebran ethanol a zbytek pelety vysusen, dokud nebyla
transparentni.

K peleté bylo piidano 50 ul DEPC vody, ve které se rozpustila a roztok byl zahfivan
10 minut na 55°C. Pak byl roztok centrifugovan 5 s, 13000 rpm, 4°C a postaven na led.

Nakonec byla koncentrace RNA zmétena na spektrofotometru nanodrop.

8.5.3 Priprava cDNA
Vzorky izolované RNA byly nafedény DEPC vodou na 0,5 pug podle zméfené
koncentrace RNA.

Poté byly pfidany nasledujici reagenty do sterilni nukleazy prosté zkumavky Eppendorf
V nasledujicim potadi a vytvorena tak smés A (11 pl):

Naredéné vzorky RNA 10 pl
Randomizovany hexametr primer 1 pl

Smés byla zamichana, sto¢ena a inkubovana pii 70°C 5 minut a opé&t stocena.

Nasledné byla ptipravena smés B (mnozstvi reagentd na 1 zkumavku — 9 pl):

5x reakéni pufr 4 ul
10 mM dNTP mix 2ul
RiboLock RNase inhibitor (20p/pl) 1ul

M-MULYV Reverzni Transkriptiaza 20p/pl) 2 pl

Smés byla zamichana. Poté byla smisena smés A se smési B a nové vznikla smés A+B
byla sto¢ena a inkubovana nejprve 5 minut pii laboratorni teploté a pak 60 minut pii 37°C.
Reakce byla ukon¢ena zahfatim smési na 70°C po dobu 5 minut.

8.5.4 Real-Time PCR, kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR)

Smés A+B byla nejprve ziedéna v poméru 1:4, tj. k 20 pl smési A+B bylo ptidano 80 pl
DEPC vody. Pro kontrolni vzorky byly z této smési odebrany 2 pl a déle fedény 198 pl
DEPC vody (zfedéni 1:500).

Pro PCR amplifikaci byl ptipraven nasledujici master mix (viz tabulka, mnozstvi reagentt
na 1 zkumavku, tj. 40 pl):

SYBR Green 25 ul
Forward primer pro cilenou mRNA (10 1 ul

mM)

Reverse primer pro cilenou mRNA (10 1 ul

mM)

DEPC voda 13 ul

3 DEPC voda — voda bez nukleaz
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Metoda RT-PCR se provadéla u referencnich a cilovych gent. Referen¢ni gen musel mit
stabilni expresi ve vSech studovanych vzorcich a nejcastéji se vyuzivalo konstitutivné
exprimovanych (housekeeping) genti. V experimentu byl pouzit referen¢ni gen GAPDH.
Stanovované cilové geny byly: B-katenin, E-kadherin, N-kadherin, EpCAM, ICAM1,
MMP-2, MMP-9, Erk1,2 a NF-xB. K 40 pl mastermixu bylo pfidano 10 ul vzorku, stejné
tak se postupovalo i u vzorki sreferenénimi primery. Ztéchto 50 ul byl vzorek
rozpipetovan do dvou zkumavek, aby meétfeni probihalo v duplikatu. Pro negativni
kontrolu byla misto vzorku pouzita DEPC voda. Vzorky byly viozeny do Corbett
Research PCR Rotorgene 6000 cykléru a byl spustén program.

98 °C 98 °C 60 °C 72 °C 65°C-95°C 4°C
10”7 15" 207
10° ® a0,5°Ca30" oo
40 cykli ®
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8.6 BCA stanoveni bilkoviny

8.6.1 Princip

Pti této metod¢ se stanovuje mnozstvi bilkoviny pomoci BCA (kyselina bicinchoninova)
V alkalickém prostiedi dochazi k reakci bilkovin s médnatymi (Cu?*) ionty, které
pfechézi na ionty méd'né (Cu*). Ty pak redukuji BCA za vzniku modrého zabarveni
roztoku. Toto modré zabarveni se stanovuje fotometricky a je pfimo imérné mnozstvi
bilkoviny.

8.6.2 Priprava bunééného lyzatu

Do 6-ti jamkovych desticek bylo nasazeno 150 tis. bun¢k/Iml a bunky se nechaly rust
Vv inkubatoru pii 37°C a 5% COz. Po 24 hodinach byly buiky ovlivnény 0,2 mM,
resp. 1 mM IPg a vlozeny zpét do inkubatoru na dalsich 12, 24 a 48 hodin. Poté bylo
odsato médium a pfidany asi 2 ml ledového PBS a kyvavym pohybem miskami byly
bunky oplachnuty. Nasledn¢ bylo odsato PBS.

Pfidano bylo 100 ul ledového lyza¢niho pufru s inhibitory proteaz a pufr se nechal ptisobit
asi 2 minuty. Poté byly buiky z jednotlivych misek seSkrabany a pieneseny do zkumavek
Eppendorf, ve kterych byly buiiky zhomogenizovany pomoci injekéni stiikacky,
a homogenat byl postaven na led na dobu asi 20 minut.

Homogenat byl centrifugovan (10 minut, 13000 rpm, 4°C), pak z n¢j odebran supernatant
a zmétena bilkovina, aby mohly byt vzorky nafedény na western blot.

8.6.3 BCA stanoveni bilkoviny
Pro stanoveni bilkoviny byly pouzity roztoky:

e Roztok A: NaHCOs, Na,CO3 BCA v 0,1 M NaOH
e Roztok B: 4% CuSOQO4.6 H20
e Roztok C: smichani roztoku A s roztokem B v poméru 50:1

8.6.3.1 Kalibracni k¥ivka
K vytvoteni kalibra¢ni kiivky byl jako standard pouzit 1% roztok albuminu (BSA).
Stanovovana koncentrace bilkoviny byla v rozmezi 0 — 1000 pg/ml.

Koncentrace Roztok 19 BSA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 pul 500 pl
2 200 pg/ml 10 pl 490 ul
3 400 pg/ml 20 ul 480 ul
4 600 pug/ml 30 ul 470 pl
5 800 pg/ml 40 pl 460 pl
6 1000 pg/ml 50 pl 450 pl

Vsechny koncentrace byly na desticku pipetovany v duplikatech.
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8.6.3.2 Postup

Kazdy vzorek byl natedén 5x (10 pl vzorku a 40 pl destilované vody) a byly pfipraveny
duplikaty. Nasledn¢ byly tyto duplikaty napipetovany do 96-jamkové desticky po 10 ul
a dale bylo ptidano 200 pl roztoku C.

Desticka se vzorky byla inkubovana 30 minut pii 37°C. Po inkubaci byla zmétena
absorbance pti 562 nm proti destilované vodé. Poté byl od vzorkl odecten primér slepych
vzorkll (pouze destilovana voda), porovnany hodnoty absorbance vzorkii s kalibra¢ni
kiivkou a stanoveny hodnoty koncentrace vzorki.

38



8.7 Elektroforéza proteinii na polyakrylamidovém gelu

8.7.1 Princip

Elektroforéza proteinti v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho
(SDS) je biochemickou metodou, ktera se vyuziva k separaci proteinti na zaklad¢ jejich
schopnosti pohybovat se v elektrickém poli (tzv. elektroforeticka pohyblivost). Tato
schopnost zavisi zejména na délce peptidového fetézce a molekularni hmotnosti dané
molekuly proteinu. Vliv ma také stupen rozvolnéni (denaturace) proteinu, posttranslac¢ni
modifikace a dalsi faktory.

SDS se vaze na denaturované molekuly proteina a ty timto ziskaji zdporny naboj, ktery
je pfimo umérny hmotnosti molekuly proteinu. Zaporny naboj umoziiuje molekule
migrovat smérem ke kladné elektrodé.

Rozdéleni molekul podle molekulové hmotnosti zavisi na koncentraci polyakrylamidu
v gelu. Nizka koncentrace se vyuziva pii separaci proteinti o velké molekulové hmotnosti.
Naopak vysoka koncentrace se vyuziva k separaci proteini o malé molekulové hmotnosti,
v nékterych ptipadech i k rozdéleni velmi malych molekul nukleovych kyselin.

8.7.2 Zasobni roztoky

8.7.2.1 4MHCI
Do 150 ml redestilované vody bylo piilito 88 ml koncentrované HCI a objem doplnén
vodou do 250 ml.

8.7.2.2 Zdsobni roztok AA + bisAA

Navazeno bylo 30 g akrylamidu (AA) a 0,8 g bis-akrylamidu (bisAA), poté bylo navazené
mnozstvi latek rozpusSténo vV malém mnozstvi redestilované vody a v odmérné baiice
doplInéno na 100 ml. Nasledné byl roztok uchovan v lednici pod argonovou atmosférou.

8.7.2.3 1,5M Tris-HCI pufr, pH 8,8

Navazeno bylo 18,5 g TRIS, k tomu pfidano 75 ml redestilované vody a michanim bylo
vSe rozpusténo. Nasledné bylo pomoci 4 M HCI upraveno pH na pH-metru. V odmérné
bance byl objem doplnén na 100 ml.

8.7.2.4 0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

Navazeno bylo 6,0 g TRIS, k tomu ptidano 75 ml redestilované vody a michanim bylo
vSe rozpusténo. Nasledné bylo pomoci 4 M HCI upraveno pH na pH-metru. V odmérné
barice byl objem dopInén na 100 ml.

8.7.25 10% SDS
Navazeno bylo 10 g SDS, které bylo rozpusténo v 80 ml redestilované vody a v odmérné
bance doplnéno na 100 ml.

8.7.2.6 Koncentrovany elektrodovy pufr
Navazeno bylo 72 g glycinu, 15 g TRIS, 5 g SDS. Latky byly nasledn¢ rozpustény
v 900 ml redestilované vody a pH bylo upraveno pomoci pH-metru na pH 8,3 pfidavanim
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4 M HCI. V odmérné bance byl objem doplnén na 1000 ml, pak bylo toto mnozstvi
rozdéleno po 100 ml do plastovych nadobek a dano zamrazit.

8.7.2.7 Isobutanol nasyceny vodou
Byl smichan cisty isobutanol s redestilovanou vodou. V horni vrstvé byl isobutanol
nasyceny vodou.

8.7.3 Zasobni roztoky na Fedéni vzorku

8.7.3.1 4xSDS vzorkovy pufr

Slozka Koncentrace zasobniho Pipetované mnoZzstvi
(konecna koncentrace) roztoku

200 MM TRIS/HCI pH 6,8 1M 4 ml

40% glycerol 85% 9,41 ml

6% SDS Prasek 1,29

0,2MDTT Prasek 0,617 g

0,1 g bromfenolova mod¥ Prasek Spetka
Redestilovana voda 20 ml

8.7.3.2 Lyzacni pufr

Slozka Koncentrace zasobniho Pipetované mnoZstvi
(konecna koncentrace) roztoku

50mM TRIS/HCIpH74 1M 50 ml
150 mM NaCl Prasek 8,766 g
10% glycerol 85% 117,65 ml
1% Triton X-100 100% 10 ml

2 mM EDTA Prasek 0,58 g
2mM EGTA Prasek 0,76 g
B-glycerolfosfat Prasek 8,52 ¢

50 mM fluorid sodny Prasek 2,099

10 mM pyrofosfat sodny  Prasek 4,46 g

2 mM dithiotreitol Prasek 0,3085 g
200 pM vanadi¢nan sodny Prasek 0,03678 g

Pted pouzitim lyza¢niho pufru byly pfidany roztoky inhibitort a to tak, Ze k 13 ml
lyza¢niho pufru bylo pfidano 130 pl smési inhibitort.

8.7.4 Pracovni roztoky

8.7.4.1 10% APS
Tésné pied pouzitim bylo pfipraveno 10% APS tak, ze bylo rozpusténo 25 mg persiranu
amonného ve 250 pl redestilované vody.
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8.7.4.2 Separacni gel (spodni)

7,5% -2 gely; 1,5 mm 10% - 2 gely; 1,5 mm

Redestilovana voda 9,8 ml 8,1 ml
Pufr 1,5M TRIS-HCIpH 8,8 5ml 5ml
Roztok AA+bis AA 5ml 6,7 ml
10% SDS 0,2 ml 0,2 ml
Iniciace polymerace
Roztok APS 200 pl 200 pl
TEMAD 16 pl 16 ul
8.7.4.3 Zaostiovaci gel 4% (horni)
2 gely; 1,5 mm 4 gely; 1,5 mm
Redestilovana voda 6,1 ml 12,2 ml
Pufr 1,5M TRIS-HCIpH 8,8 2,5ml 5ml
Roztok AA+bis AA 1,3 ml 2,6 ml
10% SDS 0,1 ml 0,2 ml
Iniciace polymerace
Roztok APS 200 pl 400 ul
TEMAD 16 pl 32 ul

8.7.4.4 Elektrodovy pufr
70 ml zasobniho elektrodového pufru bylo smichano se 280 ml redestilované vody.

8.7.5 Redéni vzorku

Podle obsahu bilkoviny byl vzorek nafedén tak, aby mél koncentraci 1 pg/ul. Vzorek byl
fedén 4xSDS vzorkovym pufrem a lyza¢nim pufrem s roztokem inhibitort tak, ze SDS
tvotilo % celkového objemu.

8.7.6 Postup

8.7.6.1 Priprava gelu

Nejprve byl pfipraven nalévaci stojanek, sklo, sklo se spacerem, spony a hieben. Skla
byla pfilozena k sobé a nasledné byla spojena sponami. Pak byla skla postavena
na gumovou podlozku v nalévacim stojanu, pfitlacena a ptichycena vrchnim kolikem.

Pak byl namichan roztok na spodni gel, lehce promichan a ihned pipetou nalit mezi skla
do vysky asi 4,5 cm od spodniho okraje. Gel byl pak pfevrstven isobutanolem nasycenym
vodou a nechan polymerovat 45 minut.

Po 45 minutach byl opatrné slit isobutanol a gel vysusen filtraénim papirem.

Nasledné byl namichan roztok na zaostfovaci gel, lehce promichan a ihned pipetou nalit
mezi skla na spodni gel. Do zaostfovaciho gelu byl jemné zasunut hieben az po drazky
a gel byl nechan, at’ polymeruje minimaln¢ 30 minut.

8.7.6.2 Elektroforéza
Do termobloku, piedem piedehiatého na 95°C, byly na 5 minut umistény nafedéné
vzorky.
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Nez se vzorky rozehtaly, gely byly vyndany ze stojanku, byl z nich vysunut hieben a byl
ptipraven rovnéZ stojan na elektroforézu, do kterého pak byly umistény skla s gelem.
Stojan byl nasledné vloZzen do vanic¢ky na elektroforézu.

Pak byl pripraven 5x zfedény elektrodovy pufr, ktery byl nalit do vnitiniho elektrodového
prostoru tak, aby byl ponofeny cely gel a pfitom také aby nepodtékal. 5x ziedény
elektrodovy pufr byl pak nalit do vnéjsiho elektrodového prostoru.

Poté bylo pomoci nanaseciho stojanku naneseno do kazdé jamky 30 pl vzorku. Do jedné
jamky byl nanesen molekularni standard.

Elektroforeticka vanicka pfiklopena vikem byla ptipojena ke zdroji a umisténa do ledové
lazn¢. Nasledné bylo nastaveno konstantni napéti 200 V a proud 240 mA.

8.8 Imunobloting

Imunobloting (Western blotting) je metoda, pii které dochazi k pfenosu proteint
(rozd€lenych  pii  elektroforéze  podle  molekulové  hmotnosti)  zgelu
na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. K pfenosu dochazi diky vzajemné
reakci pozitivné nabitych ¢asti molekul membrany s negativné nabitymi ¢astmi molekul
proteini. Na membranu pienesené¢ proteiny jsou poté detekovany specifickymi
protilatkami (80).

8.8.1 Zasobni roztoky

8.8.1.1 Blotovaci pufr

Navazené 6,06 g TRIS (25 mM) a 28,8 g glycinu (192 mM) byly rozpustény v ptiblizné
asi 500 ml redestilované vody. Pfidano bylo 400 ml methanolu a doplnéno v odmérné
banice do 2000 ml. Nakonec byl vznikly roztok pielit do 1 | lahvi a uchovan v lednici.

8.8.2 Postup

Do rohu PVDF membrany byl nejdiive propiskou poznacen nazev proteinu, ktery bude
detekovan, a bunécna linie. Ozna¢ena membrana byla asi 5 minut namoc¢ena v methanolu,
aby doslo k jeji aktivaci.

Skla s gelem po elektroforéze byla rozeviena pomoci zelenych klinkt. Z gelu byly
ofiznuty spacery, odstranén zaostiovaci gel a u separa¢niho gelu byla odfiznuta dolni ¢ast
smodrym barvivem. Pak byl separacni gel oddélen od spodniho skla avlozen
do blotovaciho pufru, ktery byl jesté pfedtim nalit do plastové krabicky s vickem.
Do blotovaciho pufru ve stejné krabicce byla ponofena také PVDF membrana
z metanolu. Do blotovaciho pufru Vv jiné krabi¢ce byl rovnéz namocen tlusty filtracni
papir (2 ks pro jeden gel) a blotovaci houbicky. Délka namaceni byla asi 20 minut.
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Do blotovaciho sendvice byly jednotlivé ¢asti naskladany nasledovné: (zainame vzdy
na cerné stran¢)

e 1 blotovaci houbicka

e [ silny filtracni papir

e Gel (marker = Zebfiek byl na pravé strané) — gel byl rukama lehce uhlazen,
aby byly odstranény bubliny

e PVDF membrana — napisem dolu tak, aby byl na stejné strané jako marker, opét
membrana z vrchu uhlazena, aby byly odstranény bubliny

e | silny filtraéni papir — od stfedu byl filtraéni papir uhlazen, aby doslo
k odstranéni bublin

e | blotovaci houbicka

Nasledné byl blotovaci sendvi¢ uzavien a vlozen do blotovaciho nastavce. Pak byl
blotovaci nastavec vlozen do vany tak, aby koliky byly uprostied, a do volného prostoru
vany bylo vlozeno leditko.

Cela vana vlozena do ledové lazné€, aby nedochazelo k pfilisnému zahfivani, byla
piipojena ptes viko s kabely ke zdroji. Zdroj byl nastaven na 100 V a 0,25 A a spustén.

Po dobéhnuti blotu byly membrany opatrné vyjmuty pomoci pinzety a pokrac¢ovalo se dle
postupu uvedeného Vv kapitole ,,Detekce proteinti™.

8.8.3 Detekce proteini

Detekce je zalozena na reakci chemiluminiscen¢niho substratu s enzymem, ktery je vazan
na sekundarni protilatku. Druh a relativni mnozstvi cilového proteinu se hodnoti pomoci
denzitometrie a umisténi viditelnych prouzki tvofenych proteiny na membrané.

8.8.3.1 Zasobni roztoky

0,1 M TRIS pufr, pH 8,0

Navazeno bylo 12,11 g TRIS, které byly poté rozpustény v 800 ml redestilované vody.
Nasledné bylo upraveno pH na 8,0 pomoci 4 M HCI. Roztok v odmérné bance byl
doplInén vodou do 1000 ml.

10xTBS

Navazeno bylo 24,2 g TRIS Base, 80 g NaCl a rozpusténo asi v 700 ml destilované vody.
K tomu bylo ptidano 38 ml 1 M HCl a upraveno pH na 7,6. V odmérné barice byl roztok
doplnén na 1000 ml.

TBST
Smichano bylo 450 ml destilované vody, 50 ml 10xTBS a 250 ul Tween 20.
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Primarni protilatky

Zasobni protilatka byla ziedéna podle instrukci vyrobce TBST pufrem s 5% BSA.

Sekundarni protilatky

Zasobni protilatka byla zfedéna podle instrukci vyrobce (1:20 000) TBST pufrem
s 2% BSA.

8.8.3.2 Postup

Membrana byla pinzetou pienesena do plastové misky S vickem, do které byla nalita
destilovana voda a membrana vni byla kyvavym pohybem oplachnuta. Poté byl
na membranu nalit roztok 5% blokovaciho odtu¢néného mléka (BioRad) v TBST pufru,
krabi¢ka umisténa na kyva¢ku a membrana se nechala blokovat 1 — 2 hodiny. Potom bylo
mléko slito a membrana oplachnuta destilovanou vodou. Nasledovala inkubace pfes noc
S primarni protilatkou.

Druhy den byla odpipetovana a slita primarni protilatka zpét do falkonky a zamrazena
pro opakované pouziti. Nasledné¢ byla membrana oplachovana TBST pufrem (6 krat
5 minut) a poté inkubovana 1 — 2 hodiny se sekundarni protilatkou. Znovu byla membrana
oplachovana TBST pufrem (6 x 5 minut).

8.8.3.3 Chemiluminiscencni detekce

Pro detekci sekundarnich protilatek byl pouzit Amersham ECL Prime Western Blotting
detection reagent. Z krabicky byl wvylit TBST pufr, na povrch membrany bylo
napipetovano tolik substratu, aby byla pokryta cela, a ta pak byla inkubovana 5 minut.

V pocitaci byl spustén program Carestream. Membrana vyndana ze substratu a okapana
byla ptenesena do piistroje Gel Logic. Doba osvitu membrany se ménila podle aktualnich
podminek.
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8.9 Imunofluorescencni detekce vybranych adheznich molekul

K vytvoreni mikroskopickych preparatii byly pouzity specialni nastavce, umoziujici
kultivaci a barveni bun¢k na podloZnich skli¢kach. Na jedno skli¢ko byl napipetovan 1 ml
suspenze bunck V zivném médiu. Mnozstvi bun€k na jednom sklicku bylo pocitano
na 75000/1 ml. Druhy den byly bunky ovlivnény 0,2 mM, resp. 1 mM koncentraci IPs
po dobu 24, 48, nebo 72 hodin.

8.9.1 Postup

Zména v expresi E-kadherinu na bunkach lidského kolorektalniho karcinomu linie
SW620 po 1écbe 1P 0 koncentraci 0,2 a 1 mM po dobu 72 h, byla stanovena pomoci
nepiimé imunofluorescence.

Ovlivnéné a kontrolni (neovlivnéné) buniky rostouci v cytospinovych komorach byly
po 24, 48 a 72 hodinach oplachnuty pomoci PBS a zafixovany 2% paraformaldehydem
(20 minut, pfi laboratorni teplot€). Po jejich oplachnuti v PBS byly buiky inkubovany
V 5% blokovacim odtu¢néném mléku (Bio-Rad, 30 minut, pfi pokojové teploté) a byla
pfidana primarni mysi protilatka E-kadherin (1:100). Buniky byly inkubovany 2 hodiny,
pii 4°C a ve tmé.

Dale byly bunky tfikrat oplachnuty v PBS, byla k nim ptidana sekundarni protilatka
(1:250), se kterou byly buiiky inkubovany po dobu 1 hodiny. Po skon¢eni inkubace byly
buniky oznaceny pomoci latky 4,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) (10 minut, 4°C),
omyty v PBS a umistény do Prolong Gold antifade média*. Skli¢ka pak byla pozorovina
Vv epifluorescen¢nim mikroskopu a exprese E-kadherinu byla hodnocena pomoci analyzy
obrazu (Lucia, LIM Praha) u alespon 2000 bun¢k.

4 Ur&eno k ochrané fluorescenéniho barviva pfed vyblednutim béhem fluorescenéni mikroskopie (110).
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9 Vysledky

9.1 Sledovani schopnosti migrace bunék

Nejprve byla testovana schopnost migrace (Viz. Migraéni assay — X-celligence) u obou
studovanych linii, tedy kolorektalni linie SW480 a metastatick¢é linie odvozené
Z lymfatické uzliny SW620. Vyraznéjsi schopnost migrace byla zjiSténa u linie
metastatické SW620 (Obr. 7). Proto byl v dalSich experimentech zjistovan vliv IPe
na migraci bun¢k pouze u této linie.

0.0 50 10.0 15.0 200 250

Time (in Hour)

Obr. 7: Porovnani migrace bun¢k odvozenych z kolorektalniho karcinomu, linie SW480 (Cervena)
a bunék metastatickych, odvozenych z lymfatické uzliny, linie SW620 (zelena), po dobu 24 hodin

Linie SW620 byla ovlivnéna tfemi riznymi koncentracemi IP¢ (0,2 mM, 1 mM a 2 mM)
a bcéhem 24 hodin byl sledovan vliv na migraci buné€k pfes membranu
za chemoatraktantem (EGF). Bylo zjisténo, Ze buiky bunécné linie SW620 ovlivnéné
molekulou IP¢ maji nizsi schopnost migrovat ptes membranu nez buiiky kontrolni (buniky,
které nebyly vystaveny pusobeni IPs) (Obr. 8).

K vyrazné inhibici migrace doslo jiz u koncentrace 0,2 mM. Jesté vétsi inhibice bylo
dosazeno koncentracemi 1 mM a 2 mM, jejichz u¢inek na buriky byl shodny. Z vysledki
vyplyva, ze zvySovani koncentrace IPs nad 1 mM jiz migraci bunék dale nesnizi,
tzn. k maximalni dosazitelné inhibici migrace sta¢i koncentrace 1 mM IPg, proto jsme
u dalSich pokust pouzivali pouze koncentrace 0,2 mM a 1 mM.
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Obr. 8: Schopnost migrace u buné&éné linie SW620 ovlivnéné IPs v koncentraci 0 (kontrola - ¢ervend);
0,2 (zelena); 1 (modra); 2 (rizova)
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9.2 VIiv IPs na relativni mnoZstvi mRNA molekul zapojenych do procestu
adheze a migrace

Na zaklad¢ vysledkii migrace jsme pro dal§i testovani pouzili 0,2 mM a 1 mM

koncentrace IPs, ve tiech testovanych intervalech (12, 24 a 48 hod). Nejprve byl sledovan

vliv IPs na relativni mnozstvi mRNA nékolika molekul zapojenych do procesu adheze

a migrace (B-katenin, E-kadherin, N-kadherin, EpCAM, ICAM1, MMP-2, MMP-9, Erk-

1, Erk-2, NF-kB) u buné¢nych linii SW480 a SW620.

Vysledné hodnoty jsme porovnavali statisticky pomoci metody TWO-WAY ANOVA -
Bonferroniho testu. Porovndvana byla vzdy kontrola (0 mM [Ps) vici buikam

ovlivnénym jednotlivymi koncentracemi IPe po 12-hodinové, 24-hodinové a 48-hodinové
inkubaci. * p<0,05

9.2.1 p-katenin

Sledovali jsme vliv IPs na expresi B-kateninu (Obr. 9). Ani u jedné z testovanych linii
nedoslo k signifikantni zmén¢. U bunécné linie SW480 doslo k mirnému néartstu exprese
B-kateninu v porovnani s kontrolou (koncentrace IPs je 0 mM) pouze po 24-hodinové
inkubaci. U bunécné linie SW620 naopak doslo k mirnému poklesu exprese -kateninu,
zejména po 12-hodinové a 24-hodinové inkubaci s 1 mM koncentraci IPs. Ani u jedné
linie nedoslo k zadné signifikantni zméné.
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Obr. 9: Psobeni IPs vV koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro p-katenin
V bunééné linii SW480 a SW620
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9.2.2 E-kadherin

Dalsi adhezni molekulou, u které jsme sledovali vliv 1Pg na expresi genu, byl E-kadherin.
K mirnému nartstu exprese doslo u linie SW480 po 12-hodinové a 24-hodinové inkubaci,
zejména u 0,2 mM koncentrace 1Ps. U exprese genu pro molekulu E-kadherinu nedoslo
ani u jedné z bunéénych linii k signifikantni zméné (Obr. 10).
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Obr. 10: Pusobeni IPs Vv koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro E-
kadherin v buné¢né linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), vaéi butikam
ovlivnénych jednotlivymi koncentracemi IPs po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.2.3 N-kadherin
Dalsi molekula zapojena do procest adheze a invazivity, u které jsme sledovali vliv 1Pg
na expresi genu, byl N-kadherin.

Ke statisticky vyznamnym zménam doslo pouze u bunééné linie SW620. Vyznamné bylo
snizeni mnozstvi exprimovaného genu oproti kontrole u bungk, které byly ovlivnény
podobu 12 hodin 1 mM IPe. U bunék po 24-hodinovém pulsobeni IP¢ doslo
k nejvyraznéj§imu a statisticky vyznamnému sniZzeni u koncentrace 0,2 mM IPs.
Ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese genu pro N-kadherin oproti kontrole doslo
také po 48 hodinach a to u obou koncentraci, tedy 0,2 mM a 1 mM IPg (Obr. 11).
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Obr. 11: Pusobeni IPs v koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro N-kadherin
vV bunécné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), vici bunikam ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPg po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.2.4 EpCAM
Dale jsme Sledovali vliv IPs na expresi genu pro EpCAM u obou bunécnych linii.

Oproti kontrole (0 mM IPg) se jako statisticky vyznamné zvySeni mnozstvi genu
pro EpCAM ukazalo pouze zvySeni po 24-hodinovém ovlivnéni bunék SW480 a to
v koncentraci 0,2 mM IPg (Obr. 12).
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Obr. 12: Pusobeni IPs v koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro EpCAM
vV bunééné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs Vv koncentraci 0), vii¢i butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPs po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.25 ICAM1
Sledovali jsme také vliv IPg na expresi genu pro ICAM1 u obou bunéénych linii (Obr. 13).

Statisticky vyznamné bylo pusobeni IPs na bunéfnou linii SW480. Jednalo se
o koncentraci 0,2 mM a 1 mM IPg po dobu 24 hodin, kdy doslo ke zvySeni mnozstvi
exprimovaného genu pro ICAM1 oproti kontrole. Po ptisobeni 1 mMM 1Pg byl nartst vyssi
nez po pusobeni 0,2 mM IPe.

Po 48-hodinovém ovlivnéni 1 mM [IPs doslo ke statisticky vyznamnému poklesu
V mnozstvi exprimovaného genu pro I[CAMI.

K mirnému poklesu doslo i po 24-hodinové inkubaci s 1 mM IPg u bunééné linie SW620.
U bunécné linie SW620 doslo k poklesu exprese ICAM1 v zavislosti na koncentraci
a Case, tyto zmeny vsak nebyly statisticky vyznamné.
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Obr. 13: Pusobeni IPs Vv koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro ICAM1
v bunééné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), viéi butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPs po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.26 MMP-2
Mezi klicové molekuly progrese nadorti pocitime i matrixovou metaloproteindizu MMP-
2. Sledovali jsme vliv IPs na expresi genu pro MMP-2 u obou bunéénych linii (Obr. 14).

IPs vyvolal statisticky vyznamné zmény U obou zkoumanych bunéénych linii. U bunécné
linie SW620 bylo vyznamné ptisobeni koncentraci 0,2 MM a 1 mM [Ps po 24 hodinach,
kdy doslo u obou koncentraci ke snizeni mnozstvi exprimovaného genu oproti kontrole
(0 mM, 24h).

U bunééné linie SW480 doslo, po ovlivnéni 0,2 mM a 1 mM IPs na dobu 48 hodin,
ke zvySeni mnozstvi exprese genu pro MMP-2 oproti kontrole (0 mM, 48 h) a to vice
u koncentrace 0,2 mM nez u koncentrace 1 mM IPs.
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Obr. 14: Pusobeni IPs v koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro MMP-2
v bunééné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), vi¢i butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPg po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.2.7 MMP-9
Dalsi matrixovou metaloproteinazou, podilejici se na metastazovani nadort je MMP-9.
Sledovali jsme vliv IPs na expresi genu pro MMP-9 u obou bunécnych linii.

Pisobeni IPs bylo statisticky vyznamné u obou bunéénych linii. U bunééné linie SW620
doslo k vyznamnému poklesu exprese genu pro MMP-9 oproti kontrole (0 mM) u vSech
tfi ¢asovych intervall. Po 12 hodinach byl pokles vyznamny u ptisobeni koncentrace
1 mM. Po 24 hodinach byl pokles vyznamny u obou koncentraci, tedy jak u 0,2 mM, tak
u 1l mM IPs, kdy vétsi pokles byl po pisobeni 1 mM. Po 48 hodinach rovnéz doslo
k poklesu u obou pouzitych koncentraci IPs (0,2 a 1 mM). (Obr. 15)

U bunécné linie SW480 doslo ke statisticky vyznamnému poklesu exprese genu
pro MMP-9 oproti kontrole (0 mM) u ¢asového intervalu 12 a 48 hodin. Po 12 hodinach
doslo k vyznamnému snizeni Vv zavislosti na koncentraci. Po 48 hodinach inkubace bylo
vyrazn&j§i sniZzeni pozorovano po pusobeni 0,2 mM, neZ po pusobeni 1 mM IPs. (Obr. 15)
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Obr. 15: Pusobeni IPs Vv koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro MMP-9
V buné¢né linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), vii¢i butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPs po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.28 Erk-1

Dulezitou roli v regulaci bunééného rustu a proliferaci hraji mitogenem aktivované
kinazy, jako napt. Erk-1. Sledovali jsme vliv IPs na expresi genu pro Erk-1 u obou
bunécnych linii.

Statisticky vyznamné bylo ptisobeni IPg na bunécnou linii SW480 v ¢asovém intervalu 12
a 48 hodin. Po 12 hodinach doslo ke snizeni mnozstvi exprimovaného genu pro Erk-1
oproti kontrole (0 mM) u koncentraci 0,2 a 1 mM IPs. Ke snizeni mnozstvi
exprimovaného genu doslo také po 48-hodinovém ptisobeni 0,2 a 1 mM IPg, kdy vyssi
ucinnost méla koncentrace 0,2 mM. (Obr. 16)

U bunééné linie SW620 bylo statisticky vyznamné ptsobeni 0,2 a 1 mM IPg po dobu

24 hodin, kdy v obou pfipadech doslo ke snizeni mnozstvi exprimovaného genu pro Erk-
1 oproti kontrole (0 mM, 24h). (Obr. 16)
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Obr. 16: Pusobeni IPs v koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro Erk-1
V buné¢né linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), vii¢i butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPg po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.29 Erk-2
Dale jsme sledovali vliv 1Ps na expresi genu pro Erk-2 u obou bunéénych linii.

Statisticky vyznamny Vvliv mél IPs pouze v koncentraci 0,2 mM pii pisobeni 24 hodin,
kdy doslo ke zvySeni mnozstvi exprese genu pro Erk-2 oproti kontrole (0 mM, 24h)
(Obr. 17).
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Obr. 17: Pusobeni IPs Vv koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro Erk-2
v buné&éné linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), viéi butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPs po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.2.10 NF-xB

V neposledni fad¢ jsme sledovali vliv IPg na expresi genu pro NF-kB u obou bunéénych
linii. Statisticky vyznamny vliv m¢l IPs pouze u bunécné linie SW480. Po 12-hodinové
inkubaci doslo ke snizeni exprese pii pouziti 0,2 mM koncentrace IPs. PO 24-hodinové

inkubaci do$lo k signifikantnimu snizeni exprese pii pouziti 1 mM koncentrace IPs
(Obr. 18).

U bunééné linie SW620 nedochazelo ke statisticky vyznamnym zménam. Nicméng,
0,2 mM Kkoncentrace IPs zvySovala expresi NF-kB ve vSech testovanych intervalech,
V porovnani s kontrolou a s 1 mM koncentraci IPs (Obr. 18).
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Obr. 18 Pusobeni IPs v koncentracich 0; 0,2; 1 mM po 12, 24 a 48 hodinach na expresi genu pro NF-kB
V buné¢né linii SW480 a SW620. * p<0,05 kontrola (IPs v koncentraci 0), vii¢i butikdm ovlivnénych
jednotlivymi koncentracemi IPg po 12 hodinové, 24 hodinové a 48 hodinové inkubaci.
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9.3 Vliv IP¢ na mnoZstvi molekul (na urovni proteini) zapojenych
do procesu adheze a migrace

Pomoci metody imunobloting (Western blotting) byly stanovovany molekuly B-aktin, -

katenin, E-kadherin, EpCAM, Erk1/2, fosfo-Erk1/2, ICAM1, NF-xB a fosfo-NF-«B.

Ke stanoveni byly pouzity bunécné linie SW480 a SW620, které¢ byly ovlivnény IPs

0 koncentracich 0 (kontrola); 0,2; 1 mM po dobu 12, 24 a 48 hodin.

Na obrazcich 19 a 20 jsou vidét jednotlivé prouzky stanovovanych proteint detekované
pomoci chemiluminiscence ptistrojem Gel Logic a pocitaovym programem Carestream.

U bunécné linie SW480 (Obr. 19) byl pozorovan vyznamny pokles proteinu ICAM1
po 24 a 48 hodinach inkubace, v zavislosti na koncentraci. Mnozstvi proteinu NF-«B bylo
mirn¢ zvy$eno po 24-hodinové inkubaci s 1 mM IPs, v porovnani s kontrolou (0 mM,
24 hod). Ke snizeni doslo po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IPs, v porovnani s kontrolou
(0 mM, 48 hod). Naopak u fosforylované formy proteinu NF-xB (Ser536) doslo
ke snizeni po 24-hodinové inkubaci s IPs, v porovnani s kontrolou (0 mM, 24 hod).
Stejny efekt byl pozorovany i po 48-hodinové inkubaci s IPe, V porovnani s kontrolou
(0 mM, 48 hod). U mitogenem aktivovanych kinaz Erk1/2 doslo po 12-hodinové inkubaci
ke zvySeni mnozstvi proteinu, V zavislosti na koncentraci. Po 48-hodinové inkubaci
naopak doslo k poklesu mnozstvi Erk1/2, zejména u koncentrace 1 mM IPs.

SW480
12h 24h 48h
- 02 1 - 02 1 - 02 1 Ip6[mM]

~.-’~“oo.»v”.~—‘EpCAM

ICAM-1
E-cadherin
N-cadherin

B-catenin

G D G e S e w— e W B-actin

Obr. 19 Imunobloting u bunééné linie SW480 po inkubaci (12h, 24h, 48h) s IPs 0 koncentraci 0
(kontrola); 0,2; 1 mM
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U bunécné linie SW620 (Obr. 20) byl pozorovan lehky pokles proteinu EpCAM
po 48 hodinach inkubace, v zavislosti na koncentraci. Naopak, mnozstvi proteinu ICAM1
bylo vyrazné snizeno po 48-hodinové inkubaci s 0,2 mM IPs, v porovnani s kontrolou
(0 mM, 48 h). Mnozstvi E-kadherinu bylo po 12 hodinach inkubace niz§i, v porovnani
s 24 a 48-hodinovou inkubaci. Mnozstvi proteinu NF-kB bylo snizeno po 48-hodinové
inkubaci, v zavislosti na koncentraci. U fosforylované formy proteinu NF-kB (Ser536)
doslo po 48 hodinach inkubace S IPs K poklesu mnozstvi proteinu. MnoZstvi
fosforylované formy mitogenem aktivovanych kinaz Erkl, 2 bylo zvyseno po 12-
hodinové inkubaci s 1 mM IPg, zatimco po 24-hodinové inkubaci byla fosforylovana
forma snizena v obou pouzitych koncentracich.

SW620
12h 24h 48h
- 0,2 1 - 02 1 - 0,2 1 IP6 [mM]

" = EpcAM
O e e 8 o R ICAM-1
s s s  E-cadherin

R S S W S s S W B-catenin

Wi - - - w-w= . =" phospho-Erkl/2
el T — — o= = NF-KB

T ——— . —_— WSS phospho-NF-kB

T —— — — i e ey i B-actin

Obr. 20 Imunobloting u bunééné linie SW620 po inkubaci (12 h, 24 h, 48 h) s IPs 0 koncentraci
0 (kontrola); 0,2; 1 mM
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9.3.1 Denzitometrické vyhodnoceni bloti

Mnozstvi proteinu bylo stanoveno také denzitometricky. Intenzita prouzka jednotlivych
proteinti byla porovnana s intenzitou prouzki p-aktinu (standard). Vysledky jsou shrnuty
v tabulce ¢. 4.

Tab. 4: Denzitometrické vyhodnoceni blotl

12h 24h 48h
k 0,2 1 k 0,2 1 k 0,2 1
SW480 | 1,00 0,05 0,90 0,84 0,88 0,90 1,22 1,15 1,40
B-katenin
SW620 | 1,00 0,75 0,87 0,71 0,72 0,96 0,57 0,64 0,90
SW480 | 1,00 0,86 0,68 0,86 0,97 0,07 1,43 0,40 0,00
E-kadherin
SW620 | 1,00 0,75 0,57 1,97 2,04 2,25 1,40 1,63 2,82
SW480 | 1,00 0,83 0,46 0,17 0,33 0,41 0,50 0,15 0,00
N-kadherin
SW620 - - - - - - - - -
SW480 | 1,00 0,56 0,71 0,46 0,24 0,21 0,80 1,09 0,12
EpCAM
SW620 | 1,00 0,64 0,71 0,73 0,66 0,72 0,51 0,35 0,51
SW480 | 1,00 3,43 3,36 | 10,40 | 6,77 6,41 | 11,01 | 9,64 6,61
ICAM1
SW620 | 1,00 0,77 0,93 1,16 1,12 1,97 2,70 1,70 3,28
SW480 | 1,00 1,01 1,23 1,14 0,86 1,22 1,78 2,00 1,92
Erkl
SW620 | 1,00 1,03 1,12 1,07 1,14 1,20 1,38 1,37 2,06
Sw480 | 1,00 2,35 2,84 2,24 2,31 2,93 3,10 347 3,53
Erk2
SW620 | 1,00 1,19 1,26 0,97 1,10 1,64 1,83 1,57 1,97
SW480 - - - - - - - - -
p-Erk1/2
SW620 | 0,01 0,05 1,52 1,00 0,62 1,22 1,96 2,27 4,36
SW480 | 1,00 0,75 1,02 0,64 0,62 0,95 0,89 0,57 0,51
NF-kB
SW620 | 1,00 0,81 1,26 0,93 0,68 1,31 1,03 0,77 0,74
SW480 | 1,00 1,01 0,96 1,48 1,17 1,07 1,32 1,15 0,91
p-NF-xB
SW620 | 1,00 1,05 0,92 1,07 0,85 1,17 0,93 0,57 0,94
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9.4 VIiv IPs na zménu lokalizace adheznich molekul E-kadherin a EpCAM

9.4.1 Molekula E-kadherin
U kontrolnich bunék SW620 (Obr. 21) je E-kadherin exprimovan relativné slabé a je
lokalizovan zejména v cytoplazmé a v oblasti plazmatické membrany.

Modfe jsou obarvena jadra bunék pomoci DAPI a zelen¢ molekula E-kadherin.

Zatimco po 24-hodinové inkubaci s IPs 0 koncentraci 0,2 mM nedoslo ke zméné v expresi
E-kadherinu u bune¢k SW620, po 48 a 72 hodinach inkubace téchto bunck doslo k nartstu
mnozstvi E-kadherinu (Obr. 22) v porovnani s kontrolnimi butikami (Obr. 21).

K vyraznému zvyseni exprese E-kadherinu doslo ve vSech testovanych casech inkubaci
s1 mM koncentraci IPs. Ve srovnani s i¢inkem 0,2 mM IPg (Obr. 22) doslo také
ke zvyseni koncentrace E-kadherinu v plazmatické membrané a v kufe (Obr. 23).

Obr. 21: Bunééna linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci bez IPg (kontrola)

Obr. 22: Bunééna linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci s IPg 0 koncentraci 0,2 mM

»
--

Obr. 23: Bunééna linie SW620 po 24, 48 a 72-hodinové inkubaci s IPs 0 koncentraci 1 mM
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9.4.2 Molekula EpCAM

Ke snizeni EpCAM na urovni proteinu doslo zejména u 1 mM Kkoncentrace IPs
po 48 hodinach, proto jsme sledovali vliv IP¢ na mnozstvi EpCAM také pomoci
fluorescencni mikroskopie v tomto ¢asovém intervalu. Na obrazcich 24 a 25 mizeme
porovnat expresi molekuly EpCAM na povrchu bunék SW480 kontrolnich
(neovlivnénych, Obr. 24) a buiikach ovlivnénych 1 mM koncentraci IPs po dobu 48 hodin
(Obr. 25).

Buniky ovlivnéné IPe maji na svém povrchu exprimovano podobné mnozstvi adhezni
molekuly EpCAM (Cerven¢) jako buiikky neovlivnéné IPs. Modie jsou obarvena jadra
bunék pomoci DAPI.

Obr. 24: Bunééna linie SW480 po 48-hodinové Obr. 25: Bunééna linie SW480 po 48-hodinové
inkubaci (kontrolni) inkubaci s I1Ps 0 koncentraci 1 mM
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Na obrazcich 26 a 27 mtzeme porovnat expresi molekuly EpCAM na povrchu bunék
SW620 kontrolnich (neovlivnénych, Obr. 26) a bunék ovlivnénych 1 mM koncentraci IPs
po dobu 48 hodin (Obr. 27).

Buniky ovlivnéné IPs maji na svém povrchu exprimovano stejné mnozstvi adhezni
molekuly EpCAM (Cervené) jako bunky neovlivnéné IPs. Modfe jsou obarvena jadra
bunék pomoci DAPI.

Obr. 26: Bunééna linie SW620 po 48-hodinové Obr. 27: Buné&éna linie SW620 po 48-hodinové
inkubaci (kontrolni) inkubaci s I1Pg 0 koncentraci 1 mM
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10 Diskuze

IPe a jeho mén¢ fosforylované formy se bézné vyskytuji v pfirodé. Lze ho nalézt témér
ve vSech v rostlinach, ve vétsim mnozstvi pak v lusténinéach a obilninach. Je také soucasti
savCich bunék, ve kterych se ucastni fady, pro buiiku Zivotn¢ dulezitych, procesu (58)
(60) (53) (62) (63) (73) (81).

Jiz diive bylo zjisténo, Ze IPs ma fadu funkci. Pasobi jako pfirodni antioxidant (82),
zvySuje obranyschopnost organismu zvySenim aktivity NK-bunék. Snizuje bunéénou
proliferaci, podporuje bunécnou diferenciaci, kterd mize vyustit az ve zmeénu maligniho
fenotypu na fenotyp normalni. Ovliviiuje signalni transdukci a vede k zastaveni
bunécéného cyklu. IPs stimuluje opravu poskozené DNA a je duleZity pro pienos mRNA
Z jadra do buiky. Kromé protinadorového tcinku ma IPs také hypocholesterolemicky
ucinek, snizuje tvorbu ledvinovych kamenti ze $tavelanu vapenatého, snizuje agregaci
krevnich desti¢ek, podporuje sekreci inzulinu a inhibuje cytopaticky efekt viru HIV
a expresi specifickych antigenti pro HIV v buiikach MT-4 (63) (60) (83) (81).

Protinadorovy ucinek IPs byl prokazan v fadé experimentt jak v in vivo tak v in vitro
podminkach. Tento uU¢inek byl demonstrovan na bunécnych liniich kolorektalniho
karcinomu (84) (85), jaternich liniich (86) (87), nadorovych burkach prostaty (88) (89),
prsu (83), slinivky bfisni (90), koznich nadorovych bunkach (91) a buiikach
rhabdomyosarkomu (92). IPs snizil proliferaci a zvysil apoptozu bunék.

Byl také prokazan efekt IPs na metastazovani nadorovych bunék. Tato vlastnost IPe byla
prokazana u mysi na modelu metastatickych linii FSA-1 v plicich, kdy intraperitoneéalni
injekce IPs vedla k signifikantnimu snizeni po¢tu plicnich metastatickych kolonii (93).
Dalsi studii, pti které byl prokazan ucinek IPs na metastazovani, je in vitro studie
provedend na vysoce invazivni MDA-MB 231 bunééné linii, odvozené od lidské rakoviny
prsu. Bylo prokazano, ze IPs snizil bunécnou adhezi k fibronektinu o 65 % a ke kolagenu
0 37 %. Byly provedeny testy migrace, aby bylo zjisténo, zda sniZeni adheze vede
ke snizeni motility bunék. IPs snizil pocet migrujicich bun¢k a vzdalenost migrace o 72
%. Pomoci modifikovaného testu v Boydenové komtrce bylo také prokazano sniZeni
migrace Vv zavislosti na koncentraci IPs. Ve studii byl prokazan inhibi¢ni efekt IPe
na sekreci matrixové metaloproteinazy MMP-9 (94). Dale byla zjisténa schopnost IPg
inhibovat in vitro adhezi, migraci a invazivitu nadorové linie MDA-MB-231. Tato
inhibice miize byt zprostfedkovana modulaci dimerizace integrinil, exprese integrinli
na povrchu buniky a modulaci signalnich drah spojenych s integriny (95).

Na zaklad¢ téchto vySe uvedenych studii jsme se rozhodli porovnat vliv 1P také
na metastazovani u bunécnych linii kolorektalniho karcinomu SW480 a linie odebrané
z lymfatické uzliny téhoz pacienta SW620. Zaméfili jsme se na vliv IPs na expresi
molekul, které se zapojuji do procesti adheze a migrace na trovni mRNA a proteintl. Dale
jsme hodnotili schopnost migrace danych buné¢nych linii a vlivu IPs na migraci
metastatickych bunc¢k SW620.
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Ob¢ bunécné linie byly testovany na schopnost migrovat za chemoatraktantem (EGF).
Na zaklad¢ vysledki z ptistroje X-celligence pro testovani migrace v realném case byl
sledovan vliv IPs pouze u bunééné linie SW620, protoze vykazovala schopnost migrace
v porovnani s linii SW480. Nejprve byl sledovan ¢inek tii riznych koncentraci IPe
(0,2 mM, 1,0 mM, 2,0 mM) béhem 24 hodin. Tyto koncentrace byly stanoveny na zakladé
studie, ve které koncentrace 0,2 — 5 mM vyrazné inhibovaly syntézu DNA a také
snizovaly proliferaci u bunéénych linii kolorektalniho karcinomu HT-29, SW480, SW620
(73). V nasi studii bylo zjisténo, ze koncentrace 1 mMM a 2 mM IPg maji piiblizné stejny
efekt na migraci bunééné linie SW620, proto v dalSich pokusech, zamétenych na detekcei
metastatickych markeri na urovni mRNA a proteintl, byly pouzivany pouze 0,2 mM
a 1 mM koncentrace IPs.

Dulezitou roli v metastazovani nadorti hraji také adhezni molekuly. Jednou z téchto
molekul je i B-katenin, ktery ma v bunkach dvé funkce. Jednou z nich je koaktivace
transkripce a druhou je tcast na vzajemné adhezi dvou bunék, kdy spojuje E-kadherin
a o-katenin. Studie provedena na potkanech (Rattus Norwegicus), u kterych byla
vyvolana rakovina tlustého stfeva pomoci azoxymethanu, ukazala inhibi¢ni vliv IPg
na presun B-kateninu z cytoplazmy do jadra bunék (96). V nasi praci nebyl prokazan ani
u jedné ze zkoumanych linii (SW480 a SW620) signifikantni vliv IPs na mnozstvi -
kateninu na Grovni mRNA ani proteinu.

Dalsi dulezitou adhezni molekulou je E-kadherin, ktery vytvaii spoj v misté dotyku dvou
bungk a udrzuje integritu tkan¢. Je povazovan za supresor metastaz. Jeho rozpustna forma
slouzi k detekei pritomnosti nadoru v organismu, kdy je zvySeno mnozstvi této rozpustné
formy v krvi. Rozpustna forma E-kadherinu miize vznikat proteolytickym $tépenim E-
kadherinu lokalizovaného na povrchu nadorovych bun¢k (97). Ve studii provadéné
nabunééné linii HT-29 kolorektalniho karcinomu, jejiz soucasti byl 1 test vlivu
samotného IPs na hladinu rozpustného E-kadherinu (SE-kadherin), bylo pozorovano
signifikantni sniZzeni koncentrace sE-kadherinu po 96-hodinovém ptisobeni 2 mM 1Pg
oproti kontrole (0 mM) (98). V dalsi studii, ktera mimo jiné zkoumala vliv samotného IPg
na koncentraci SE-kadherinu na buiitkach HT-29 a Caco-2 lidského kolorektalniho
karcinomu, byl prokazan signifikantni t¢inek 1 mM IPg na buné¢nou linii Caco-2. U této
bunééné linie doslo k poklesu koncentrace sE-kadherinu (99). V nasi studii nebyl
prokazan signifikantni vliv IPs na mnozstvi E-kadherinu metodou RT-PCR na urovni
MRNA, ani metodou western blot na urovni proteinu. Naopak pomoci fluorescencni
mikroskopie byl pozorovan nartist mnozstvi E-kadherinu v cytoplazmé a bunécné
membrané oproti kontrole (0 mM IPs), zejména po 48 a 72 hodinach inkubace s 0,2 mM
IPs a po inkubaci s 1 mM IPs u vSech studovanych ¢asovych intervald.

Na druhou stranu, N-kadherin je transmembranovy protein, jehoz exprese je
zvySena zejména v mesenchymalnich a metastatickych nadorovych bunkach. Jeho
pfitomnost v téchto bunikdch zvysi jejich pohyblivost a invazivitu. V nasi studii N-
kadherin ukazal, signifikantni snizeni exprese, zejména po ovlivnéni 0,2 mM (24 hod,
48 hod) a 1 mM (12 hod, 48 hod) koncentraci IPs u bunééné linie SW620.
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Dutlezitou adhezni molekulou pfitomnou zejména Vv epitelidlnich nddorovych bunkach je
EpCAM - transmembranovy protein, jehoz intracelularni ¢ast se spojuje s dalSimi
proteiny a tento komplex ovliviiuje aktivitu genii podilejicich se na bunééném ristu,
proliferaci, zrani a migraci bunék. V nasi studii byl zjistén pokles EpCAM na trovni
proteinti zejména po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IPs. Zatimco pii porovnani bunéénych
linii SW480 a SW620 inkubovanych za stejnych podminek (48 hod, 1 mM IPe)
fluorescen¢nim mikroskopem nebyla pozorovana zadnd vyrazna zména V porovnani
s kontrolou (0 mM, 48 hod) vexpresi EpCAM na povrchu bunék aniujedné
Z testovanych bunéénych linii.

ICAM1 je adhezivni molekula, kterd umoznuje piestup bun€k zkrve do tkani.
U mnohych druhti nadorovych bunék (napt. bun€k nadoru prsu, slinivky, zaludku)
dochazi k up-regulaci ICAMI1 na bunééném povrchu. Bylo prokazano, ze na migraci
leukocyti pres endotel se podili interakce mezi ICAMI1 a fibrinogenem a Ze rozsah
migrace je zavisly na mnozstvi fibrinogenu (100). Studie provadéna na bunécné linii HT-
29 kolorektalniho karcinomu, zkoumala vliv samotného IPe¢ na hladinu rozpustného
ICAMI1 (sICAM1), ktery ma souvislost s metastazovanim. Hladina SICAM1 byla méfena
pomoci testu ELISA, koncentrace IPs byla 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM a doba pisobeni
96 hodin. Tato studie ukézala, Ze ani jedna ze zkouSenych koncentraci IPs neméla
signifikantni vliv na zménu koncentrace SICAMI1 v porovnani s kontrolou (0 mM) (98).
Stejné¢ tak dalsi studie, jejiz soucasti rovnéz bylo zkouméni vlivu samotného IPs
na koncentraci SICAML, byla provedena také na bunikach kolorektalniho karcinomu HT-
29 a Caco-2. Bunky byly inkubovany s IPs 0 koncentraci 1,0 mM po dobu 96 hodin,
hodnoceni bylo provedeno stejné€ jako u predchozi studie pomoci testu ELISA. Studie
ukazala, ze vliv samotného 1 mM IPs nevede K signifikantni zméné v koncentraci
sICAM1 ani u jedné ze zkoumanych linii (HT-29 a Caco-2) (99). Vysledky naSeho
testovani ukazaly signifikantni sniZzeni mnoZstvi exprimovaného genu pouze u bunééné
linie SW480 po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IPs. Stejné tak na trovni proteinu IPs mél
vliv zejména na bunéCnou linii SW480, kdy po ovlivnéni buné€k vSemi testovanymi
koncentracemi (0,2 a 1 mM) a ve vSech testovanych intervalech (12, 24 a 48 h) doslo
ke snizeni mnozstvi ICAM1.

Matrixové metaloproteinaizy MMP-2 a MMP-9 jsou enzymy degradujici proteiny
extracelularni matrix, coZ nadorovym buiikkdm usnadiiuje prichod skrz okolni stroma.
Ve studii provadéné na bunécné linii lidského karcinomu prsu MDA-MB 231 byl
prokazan inhibi¢ni vliv 1Pe na sekreci MMP-9 (94). Ve studii hodnotici expresi MMP-2
a MMP-9 vnadorovych bunkach kolorekta Caco-2, byly bunky ovlivnény IPe
0 koncentracich 1; 2,5; 5 mM po dobu 1, 6, 12 a 24 hodin. Ukazalo se, Ze [P¢ nema vliv
na expresi genu MMP-9 v této bunééné linii. IPe v koncentraci 1 mM vyvolal zvyseni
exprese genu pro MMP-2, ale vyssi koncentrace zpusobily pokles v expresi gent po 1-
hodinové inkubaci. Po 24 hodinach se zvySujicimi se koncentracemi IPs vykazovaly
buniky niz$i hladiny MMP-2 na urovni mMRNA (101). Pti nasem testovani bylo zjisténo,
7e k signifikantnimu poklesu v expresi MMP-2 doslo u bunééné linie SW620 po 24-
hodinové inkubaci s 0,2 MM a 1 mM IPs. Naopak u bunééné linie SW480 doslo po 48-
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hodinové inkubaci s 0,2 mM a 1 mM IPs K signifikantnimu nartstu exprese MMP-2.
Signifikantni vliv IPs na snizeni exprese genu MMP-9 byl pozorovéan u obou zkoumanych
bunécnych linii, vyjimkou byla pouze koncentrace 0,2 mM po 12 hodinach u bunééné
linie SW620, kdy snizeni nebylo signifikantni.

Mezi proteinkinazy, které jsou soucasti signalni drahy regulujici proliferaci, diferenciaci,
metabolismus, transkripci, migraci a adhezi pocitame i molekuly Erkl, 2. Ve studii
provadeéné na bunécné linii PC-3 lidského karcinomu prostaty se ukazal rozdilny inhibi¢ni
efekt 1P na Erk1, 2, ktery vyvolal apoptozu bunék (102). V nasi studii se ukazalo, Ze IPg
ma vyssi vliv na expresi genu pro proteinkinazu Erkl neZ na Erk2. K signifikantnimu
snizeni exprese Erkl doSlo u bunécné linie SW480 po 12- a 48-hodinové inkubaci
s0,2mM a1 mM IPs. U bunétné linie SW620 doslo k signifikantnimu sniZeni exprese
pouze po 24-hodinové inkubaci s 0,2 a 1 mM IPs. U bunééné linie SW480 doslo
ke snizeni mnozstvi proteinu Erk1, 2 az po 48-hodinové inkubaci s 1 mM IPs. U bunééné
linie SW620 nebyly pozorovany vyraznéjsi zmény v mnozstvi proteinu Erk1, 2.

NF-xB je transkripéni faktor, ktery je v nadorovych buikach aktivovan a snizuje tak
jejich odpoveéd’ na chemoterapii. Ve studii provadéné na bunkach karcinomu délozniho
hrdla HeLa byl zkouman vliv riznych koncentraci IPs na funkci NF-kB. Byla zjisténa
efektivni inhibice aktivace NF-kB po ovlivnéni 1 mM IPg (103). V nasi studii, provadéné
na bunéénych liniich SW480 a SW620, mél IPg signifikantni vliv pouze na bunécnou linii
SW480. U této bunécné linie doslo po 12-hodinové inkubaci s 0,2 mM IPg a po 24-
hodinové inkubaci s 1 mM IP6 K signifikantnimu snizeni exprese genu pro NF-xB.
Snizeni mnozstvi NF-kB na urovni proteinu bylo pozorovano pouze po 48 hodinach
inkubace s 1 mM IPs u bunécéné linie SW480. U bunééné linie SW620 bylo mnozstvi
proteinu NF-kB snizeno v zavislosti na koncentraci po 48-hodinové inkubaci s IPs.

Celkove vysledky in vitro experimenti ukazaly, ze IPe pisobi zejména na expresi
adhezivnich molekul u bunécné linie odvozené od kolorektalniho adenokarcinomu,
SWA480. Na druhou stranu, u metastatické bunécné linie SW620 doslo po ovlivnéni IPs
k vyraznému poklesu migrace a snizeni exprese molekul zapojenych zejména
do invazivnich procesu.
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11 Zavér

Dosazené vysledky Ize shrnout do nésledujicich bodu:

IPs ptlisobil zejména na zménu v expresi adhezivnich molekul v bunécéné linii
SW480, zatimco u bunécné linie SW620 doslo k signifikantnimu snizeni exprese
zejména u molekul invazivnich.

Schopnost migrace byla zjisténa pouze u metastatické linie SW620.

Vyznamné snizeni migrace u linie SW620 bylo pozorovano jiz pii pouziti
netoxické 0,2 mM koncentrace IPs.

IPs nemél vliv na zménu lokalizace vybranych adheznich molekul (E-kadherin,
EpCAM).
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12 Seznam zkratek

AA - akrylamid

APS — persiran amonny

bis AA — bis-akrylamid

BCA — kyselina bicinchoninové (bicinchoninic acid)

bk - bunky

BM — bazélni membrana

BSA — hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)

CEA — karcinoembryonalni antigen

CT — vypocetni tomografie (Computed Tomography)

DAPI — fluorescen¢ni barvivo (4°,6-diamidino-2-fenylindol) (104)

DEPC - diethylpyrokarbonat

DEPC voda — voda bez RNas

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DTT — dithiotreitol

EC — epicatechin

ECG — epicatechin gallat

ECM — extracelularni matrix

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EGC — epigallocatechin

EGCG — epigallocatechin gallat

EGF — epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)

EGTA — kyselina ethylenglykoltetraoctova (ethylene glycol tetraacetic acid)
EpCAM — epitelialni adhezni molekula (Epithelial Cell Adhesion Molecule)
Erks — extracelularni signalem regulované proteinkinazy (Extracellular signal-
regulated protein kinases)

EplCD — intracelularni doména molekuly EpCAM

FBS — fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

FGF — rastovy faktor pro fibroblasty

GAPDH — referen¢ni gen kodujici proteiny z rodiny glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaz

HCI — kyselina chlorovodikova

ICAML1 — intercelularni adhezni molekula (Intercellular Adhesion Molecule 1)
INF-y — interferon gama

IL-1 —interleukin 1

IP¢ — inositol hexafosfat

MMPs — matrixové metaloproteindzy

MRNA — messenger RNA®

> mRNA vznikd pfi transkripci na zakladé struktury DNA. Nasledné se podle ni pfi translaci vytvaFi

proteiny.
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MAPKSs — mitogenem aktivované proteinkinazy

MUC — transmembranové muciny

NaCl — chlorid sodny

NF-kB — nuklearni faktor kappa B

PBS — fosfatovy pufr s fyziologickym pH (Phosphate Buffered Saline)
PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PET - polyetylentereftalat

PMSF — fenylmethansulfonyl fluorid

RT-PCR — polymerazova fetézova reakce v realném case (Real-Time PCR)
PVDF membrana — polyviniliden difluoridova membrana

RNA — ribonukleova kyselina

SDS — dodecylsiran sodny

sE-kadherin — rozpustny E-kadherin

SICAML1 — rozpust na ICAM1

TBST pufr — smés TRIS pufrovaného fyziologickym roztokem a Tween
TIMP — tkanové inhibitory metaloproteinaz

TNF-a — tumor-nekrotizujici faktor alfa

TOKS — test na okultni krvaceni do stolice

TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VEGF — rtstovy faktor pro endotelidlni buiky
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